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RESUMEN

En esta tesis se ha estudiado la implicacion funcional de la sefializacion de los IGFs a
través de su receptor de alta afinidad, el IGF1R, en la organogénesis y en el mantenimiento de
la homeostasis del pulmdén de ratén. Por una parte se ha analizado la accion molecular de IGF1
en el desarrollo pulmonar embrionario caracterizando el fenotipo pulmonar del raton mutante
deficiente de Igfl. Para ello se compararon los rasgos moleculares y celulares distintivos de los
ratones mutantes Igfl"' frente a sus controles normales Igf1+’+. En una segunda parte se ha
iniciado el estudio de la funcién de IGF1R en la diferenciacion y regeneracion del epitelio
respiratorio. En este caso se generaron dos lineas de ratones mutantes condicionales de este
gen en el epitelio respiratorio, uno con delecién generalizada de Igflr en todo el epitelio y la
otra con su deleciébn exclusiva en las células de Clara, y posteriormente se analizaron
preliminarmente sus pulmones. Para realizar todos estos estudios se han empleado
combinaciones de mudltiples técnicas experimentales de Biologia Molecular y Celular e
Histopatologia, como: i) gRT-PCR, y Western blot o tinciones inmunocitoquimicas e
inmunohistoquimicas, para la determinacion de niveles de expresion génica a nivel de ARNm y
de proteina, respectivamente, tanto de genes del sistema IGF/Ins como de genes marcadores
de proliferacién y diferenciacion especificos de diferentes tipos celulares del pulmén; ii)
Western blot para la evaluacion de cambios de activacion por fosforilacion de proteinas
sefializadoras; vy iii) cultivos primarios de células derivadas del pulmén de ratén (células
mesenquimales embrionarias o de colonias de células madre de pulmén adulto) y cultivos
organotipicos de I6bulos pulmonares de ratones prenatales, para evaluar el efecto de la adicién

exbgena de los IGFs sobre la morfologia y cambios de expresion génica.

La primera parte de este trabajo ha permitido demostrar que IGF1 est4 involucrado en
la organogénesis prenatal del pulmén, siendo necesario para su crecimiento y para la
diferenciacion de diferentes tipos celulares pulmonares, sobre todo del septo alveolar. Ademas
se han identificado vias moleculares (ERK2) y nuevos genes reguladores diana de su accion
(como los factores de transcripcion Nfib, KIf2 y FoxM1, y las proteinas matricelulares Cyr61 y
Ctgf). En la segunda parte del trabajo, los datos preliminares obtenidos de los ratones mutantes
condicionales de Igflr en el epitelio pulmonar apuntan a que el receptor de IGFs esta implicado
en la correcta diferenciacion de las células epiteliales del pulmén adulto, ya que su ausencia
retrasa la diferenciacién de sus precursores a células de diferente linaje epitelial, y en concreto
afectando a la regeneracion de las células de Clara bronquiolares después de su ablacion con

naftaleno.



ABSTRACT

In this work we studied the functional involvement of IGFs signaling through its high
affinity receptor, IGF1R, during organogenesis and the maintenance of homeostasis of the
mouse lung. On the one hand the molecular action of IGF1 was analyzed during lung embryonic
development by characterizing the pulmonary phenotype of IGF1-deficient mutant mice. To get
this aim we compared molecular features and cellular hallmarks between the Igf1” mutant mice

+/+

and their normal controls (Igf1™"). In a second part, we initiated the preliminary study of IGF1R
function in epithelial cell differentiation and regeneration in the adult mouse lung. For this
purpose, two lines of conditional mouse mutants of this gene in the respiratory epithelium were
generated, one with a generalized deletion of Igflr in the entire epithelium, and the other with its
specific deletion in Clara cells. and then their lungs were preliminarily examined, To perform all
these studies we used combinations of multiple experimental techniques in Histopathology and
Molecular and Cellular Biology suh as,: i) gRT-PCR and Western blot or immunocytochemical
and immunohistochemical staining for determination of gene expression levels at the mRNA or
protein level, respectively, of both IGF/Ins system genes and specific markers to determine
proliferation or differentiation of different pulmonary cell types; ii) Western blot to assess
changes in activation by phosphorylation of signaling proteins; and iii) primary cell cultures
derived from mouse lungs (embryonic mesenchymal cells or adult lung stem cell colonies) and
organotypic cultures of lung lobes from prenatal mouse embryos to evaluate the effect of

exogenously added IGFs on the morphology and gene expression changes.

The first part of this work demonstrates that IGF1 is involved in organogenesis of the
prenatal lung, being necessary for its growth and differentiation of different pulmonary cell
types, especially in the alveolar septum, and identifies molecular pathways (ERK2) and new
target regulatory genes (e.g. Nfib, KLF2 and FoxM1 transcription factors, and Cyr61 and CTGF
matricellular proteins). Preliminary data from the second part of this study suggest that IGF1R is
involved in the proper differentiation of adult lung epithelial cells, since its absence delays the
differentiation of precursor cells of different epithelial lineage, particularly affecting the

regeneration of bronchiolar Clara cells after their ablation with naphthalene.
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Introduccién

1. El pulmén de mamiferos: organizacion histolégica, crecimiento y

desarrollo embrionario

Los mamiferos se caracterizan por tener dos pulmones bien desarrollados que les
permiten realizar su caracteristica respiracion pulmonar. Estos 6rganos son estructuras
anatémicas de origen embrionario endodérmico pertenecientes al aparato respiratorio ubicados
en la caja toracica, delimitados a ambos lados por el mediastino, y posteriormente por el
diafragma, musculo que con su distension y contraccion facilita la entrada y salida de gases.
Los pulmones son huecos y estan cubiertos por una doble membrana lubricada llamada pleura.
En ellos la sangre recibe oxigeno desde el aire y a su vez desprenden el didxido de carbono
(Weibel, 1973; Maina and West, 2005; Fredberg and Kamm, 2006). El intercambio de gases
entre el aire y la sangre (hematosis) ocurre en los alveolos, sacos ciegos que estan rodeados
de capilares sanguineos localizados en la parte mas distal de las vias respiratorias (Breeze and
Wheeldon, 1977; Ten Have-Opbroek, 1981). En humanos los pulmones adultos tienen
alrededor de 500 millones de alveolos, formando una superficie total de alrededor de 140 m2
(aproximadamente la superficie de una pista de tenis), generando una capacidad pulmonar que
oscila entre 4.000-6.000 cm3 (Angus and Thurlbeck, 1972).

Aunque su estructura varia entre diferentes especies, los pulmones estan compuestos

por varios lébulos pulmonares, independientes funcionalmente.

El acceso del aire desde el exterior hasta los alveolos pulmonares ocurre primero por
las vias respiratorias superiores, entrando por la boca o las fosas nasales, pasando a la faringe
y laringe, y después pasa a las vias inferiores, primero por la trdquea y bronquios, y ya en el
pulmén desde los bronquiolos a los alveolos. Los bronquiolos, que carecen de cartilago se
ramifican en bronquiolos terminales y bronquiolos respiratorios que finalmente desembocan en
los alveolos, que son las unidades funcionales de intercambio gaseoso del pulmoén
(http://www.nhlbi.nih.gov/health/health-topics/topics/hiw/ system.html) (Spooner and Wessells,
1970).

Ademas de las funciones respiratorias de intercambio gaseoso por los alveolos y su
conduccion por las vias aéreas, los pulmones realizan otras funciones relevantes. Asi, se
encargan de la defensa contra particulas, contaminantes y patégenos que entran por estas vias
mediante la secrecion de moco o de células especializadas como los macrofagos. También
participan en la detoxificacion de contaminantes y farmacos, tarea desempefiada sobre todo
por las células de Clara, y colaboran en diferentes acciones de regulacién metabdlica y de
homeostasis del organismo, por ejemplo controlando la hidratacion, presion arterial y pH, o
ejerciendo de elementos filtradores o de reservorio de sangre (Travis et al., 1999; Moskwa et
al., 2007; Holt et al., 2008; Rada and Leto, 2008). Debido a su delicada estructura y a la
extensisima superficie que ocupan, las vias respiratorias son muy propensas a ser dafiadas, y
consecuentemente a generar enfermedades respiratorias muy relevantes a nivel sanitario. Por
lo que después de las patologias vasculares, las enfermedades respiratorias como el asma,
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EPOC, bronquiolitis obliterans, fibrosis y cancer de pulmoén, son las que generan mayor
mortalidad y morbilidad en pacientes en todo el mundo, manteniendo un auge continuo, con
mayor ritmo si cabe en los paises desarrollados (Knight and Holgate, 2003; Lopez et al., 2006;
Crystal et al., 2008). El conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares que dirigen el
desarrollo normal del pulmén y que participan en la génesis y progresion de sus patologias
contribuye a optimizar tanto los protocolos de prevencién como las técnicas de diagndstico, y
sobre todo a mejorar y personalizar su tratamiento. En los dltimos quince afios, los avances en
la investigacion en este campo han sido relevantes, encontrdndose mdltiples componentes y
vias moleculares de sefializacién celular que participan en el normal desarrollo y crecimiento
del sistema respiratorio, y cuya alteracion o desregulacion contribuye a la patogénesis
pulmonar. Entre estos componentes moleculares se encuentran los factores de crecimiento
relacionados con la insulina, IGFs (Insulin Like Growth Factors) y su sistema de sefializacion

celular.

1.1. Organizacion histolégica del pulmén: el epitelio respiratorio

En la Figura 1 se representa esquematicamente la organizacion estructural de los

diferentes tipos celulares del arbol respiratorio inferior humano.

El lumen de las vias aéreas esta recubierto por una capa de células de origen
endodérmico que forma el epitelio respiratorio. En las vias respiratorias inferiores mas
proximales (trdquea y bronquios) este epitelio esta formado principalmente por una poblacion
mixta de células columnares ciliadas y de células secretoras de moco o globet cells. En las vias
proximales hay grupos de células neuroendocrinas (NE), que se sitlan en pequefios focos
recubiertas de otras células epiteliales. En los bronquiolos también se encuentra otro tipo de
células secretoras, las células de Clara, que aunque son escasas en humanos, son muy
abundantes en roedores. Los sacos alveolares distales se encuentran formados
fundamentalmente por neumaocitos de tipo 1, también denominados células alveolares de tipo 1
(AEC1) y los neumocitos de tipo 2 o células alveolares de tipo 2 (AEC2), en intimo contacto con
el endotelio de los abundantes capilares (Breeze and Wheeldon, 1977; Berube et al., 2010). El
intersticio pulmonar contiene varios linajes celulares de origen mesenquimal donde se incluyen
los fibroblastos, miofibroblastos y células del muasculo liso. Los vasos estan formados por
poblaciones de células endoteliales arteriales, venosas y capilares, y vasos linfaticos, que junto
con las células de musculo liso y otras células especializadas forman las paredes de los vasos
sanguineos. En el pulmén existen neuronas tanto del sistema simpatico como del
parasimpatico, que inervan las vias aéreas y los vasos sanguineos. También pueden
identificarse macrofagos pulmonares especializados en el intersticio pulmonar y en los
alveolos, acompafados por otras células de tipo inflamatorio. Aparte de la conduccion y del
intercambio gaseoso, el epitelio funcional de las vias respiratorias constituye la primera linea de

defensa para eliminar particulas y microorganismos. Esta funcién se realiza o bien por el moco
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generado por las células secretoras y removidas por las células ciliadas, o bien mediante la
inmunoregulacion y detoxificacion del surfactante, presente sobre todo en la zona alveolar, por
células como las de Clara presentes en la traquea, bronquios y bronquiolos. Estas Ultimas
responsables de la produccién de la proteina de Clara (CCSP), muy abundante en el moco y

reguladora de respuestas inflamatorias.

Adicionalmente, y como se describirA mas adelante, en el epitelio pulmonar existen
nichos de células madre con posibilidad de proliferar y diferenciarse en diferentes linajes
epiteliales. Estas células madre pulmonares son muy relevantes para mantener la
autoregeneracion normal del epitelio y para su reparacion tras un dafio, pero también en la
génesis y progresion de enfermedades pulmonares, incluyendo las neoplasias (Evans et al.,
1978; Perl et al., 2005; Rawlins et al., 2008; Stripp, 2008; Ware, 2008; Giangreco et al., 2009;
Rawlins et al., 2009b; Snyder et al., 2009; Rock et al., 2011).

Alveolo

Figura 1. Tipos celulares y estructuras que se encuentran en las vias inferiores del arbol
respiratorio humano adulto. 1, célula columnar ciliada; 2, célula caliciforme secretora de moco; 3,
glandula; 4, cartilago; 5, musculo liso; 6, célula de Clara; 7, capilar; 8, membrana basal; 9, surfactante; 10,
neumocito de tipo 1; 11, septo alveolar; 12, neumocito de tipo 2. N6tese el cambio progresivo en la
arquitectura tisular y en la composicioén celular a lo largo del eje proximo-distal.

Las células del epitelio respiratorio poseen caracteristicas diferenciales que las
identifican a nivel morfolégico, celular y molecular (Wuenschell et al., 1996). Aunque la
distribucion y proporcién de estos tipos celulares es semejante en todos los mamiferos, donde
mejor se conocen es en roedores, sobre todo en ratones (Rawlins et al., 2008; Morrisey and
Hogan, 2010). En el raton, el epitelio de la zona bronquiolar mas distal hasta la zona de
confluencia bronquio-alveolar (BADJ) es de tipo cubico. Progresa a columnar en los
bronquiolos proximales, y es pseudoestratificado en los bronquios y traquea (Warburton et al.,
2000; Eramo et al., 2010; Morrisey and Hogan, 2010; Warburton et al., 2010) (Figura 2). En
estos animales, el epitelio estd constituido fundamentalmente por las células ciliadas, que

expresan los marcadores Foxjl y Tubulina IV acetilada, y por las células secretoras, células de
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Clara que secretan la proteina de Clara (Scgblal/CCSP/CC10) (Possmayer, 1988) y las
mucosecretoras que expresan Muc5ac. En esta zona, y dispuestas en pequefios grupos, se
encuentran las células NE que expresan CGRP y Pgp9.5 (Gould et al., 1983). En la zona del
epitelio alveolar del pulmén las células alveolares AEC1 son planas y recubren la mayor parte
de superficie respiratoria pulmonar, son post-mitéticas y expresan las proteinas T1a y Aqp5,
mientras que las AEC2 son cubico-redondeadas, expresan Ttfl (Nkx2.1) y secretan el
surfactante, una mezcla de lipidos y proteinas surfactantes (SPA, SPB, SPC y SPD), y poseen
capacidad de proliferar (Rishi et al., 1995; Funaki et al., 1998; Costa et al., 2001; Williams,
2003). Esta compleja organizacion anatomica del pulmén se genera durante la organogénesis
pulmonar siguiendo un programa predeterminado genéticamente, y guiado a nivel molecular

por mecanismos celulares y moleculares que todavia no se conocen con detalle.

Células NE (Cgrp+)

<«——— Células ciliadas (GluTub*)

<+——— Células de Clara (CCSP*)

1,2 «—— Células de Clara variante

Bronchioalveolar ( BADJ)

duct junction

| «— AEC1 (Agp5+)

Figura 2. Tipos de células epiteliales presentes en pulmén de ratéon y sus
marcadores moleculares. A. Histologia del pulmén de ratén. B. Dibujo esquemético de los
diferentes tipos de células epiteliales del pulmén y sus marcadores tipicos. Las células de
Clara expresan la proteina secretora de clara (CCSP/Scgb1al/CC10) (rojo), son abundantes
en la region distal bronquiolar (4). Las células de Clara variantes son los presuntos
precursores epiteliales de los bronquiolos (azul) (1,2). Las células ciliadas (verde) (3) son
menos abundantes en las vias aéreas distales. Las células alveolares tipo 2 (5) o AEC2 se
consideran precursores de las células epiteliales y de las células alveolares de tipo 1 o0 AEC1
gue estan presentes en la zona epitelial alveolar (Rawlins and Hogan, 2006; Morrisey and

Hogan, 2010). bp, bronquiolo proximal; bt, bronquiolo terminal; al, zona alveolar; BADJ,
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bronchioalveolar duct junction; NEB, neuroendocrine bodies.

1.2. Crecimiento y regeneracion pulmonar: nichos y células madre

A lo largo de la vida, los organismos multicelulares deben generar nuevas células para
mantener la integridad de sus tejidos, aunque la capacidad de reparacién tras el dafio del tejido
puede fallar después de lesiones repetidas y con la edad. El pulmén adulto es un érgano vital y
complejo que normalmente tiene tasas de renovacion muy lentas y es uno de los pocos
organos que tiene una relacion directa con el exterior. Las células epiteliales que recubren las
vias respiratorias estan constantemente expuestas a posibles agentes téxicos y agentes
patdégenos, y por lo tanto debe ser capaz de responder rapida y eficazmente al dafio (Volckaert
et al., 2011; Vaughan and Chapman, 2013). Aunque el epitelio pulmonar adulto pertenece al
grupo de los que se auto-regenera lentamente, se han identificado en el pulmén de ratones y
de pacientes células madre progenitoras dispuestas en localizaciones concretas o nichos con
capacidad de proliferar y diferenciarse siguiendo una jerarquia de linajes celulares (Allen and
Spiteri, 2002; Rawlins and Hogan, 2006; Rawlins et al., 2008; Kajstura et al., 2011; Kadzik and
Morrisey, 2012; Longmire et al., 2012; Mou et al., 2012) (Figura 3). Estos hipotéticos nichos de
células madres pulmonares se corresponderian con las células basales de los bronquios, las
células de los cuerpos neuroendocrinos (NEB), las células de Clara variantes (ClaraV)
asociadas a los NEBs de los bronquiolos, las células de la zona de confluencia BADJ o células
ClaraV del BADJ vy, finalmente, las células AEC2. Una de las hip6tesis mas aceptadas sobre el
linaje de las células epiteliales pulmonares sostiene que las células madre basales se pueden
diferenciar en células mucosecretoras, células de Clara y células ciliadas; que las células
ClaraV sirven de progenitoras de las células de Clara y de las células ciliadas bronquiolares,
por ultimo que las ClaraV del BADJ (CCSP'/Pro-SPC") también generarian las AEC2 del
epitelio alveolar. Adicionalmente, las células de Clara podrian trans-diferenciarse a células
mucosecretoras y ciliadas en las vias aéreas, y las AEC2 poseerian la capacidad de generar
las AEC1 en la zona alveolar. Por su parte, las células precursoras de los NEB constituirian un
linaje neuroendocrino independiente del resto de tipos epiteliales pulmonares (Snyder et al.,
2009; Eramo et al., 2010; Morrisey and Hogan, 2010; Rock et al., 2010; Sullivan et al., 2010)
(Figura 3).

El proceso de regeneracion celular del epitelio pulmonar adquiere una importancia
adicional durante la reparacion del tejido pulmonar después de sufrir un dafio, sobre todo
cuando éste es prolongado o crénico, ya que la reparacion de este dafio de una forma anémala
puede resultar en una enfermedad respiratoria relevante. Un ejemplo lo constituyen los bebés y
pacientes con sindrome de distrés respiratorio cuando se tratan con hiperoxia (respiracion en

concentraciones altas de oxigeno) para mantener su oxigenacion adecuada. Si la hiperoxia es
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corta, ésta causa dafios epiteliales y endoteliales agudos que afectan sobre todo al epitelio
alveolar, y que son facilmente reparables. Sin embargo, si la exposicion al oxigeno es
prolongada puede generar edema pulmonar intersticial, con proliferacion de células epiteliales y
mesenquimales y posterior deposicion de fibrina en focos del intersticio, que finalmente puede
generar una displasia bronco-pulmonar. En el caso de las enfermedades respiratorias crénicas
como el asma, EPOC, bronquiolitis obliterans vy fibrosis, su origen esta en diferentes tipos de
dafio prolongado del epitelio respiratorio, del mesénquima y de la vascularizacion. Este dafio
cronico genera un remodelado epitelio-mesenquima atipico con consecuencias devastadoras.
Este remodelado se inicia con un descenso en el numero de células de Clara, con hiperplasias
y metaplasias de células mucosecretoras, prosigue con un engrosamiento de la membrana
basal y del intersticio mesenquimal, e hipertrofia del musculo liso subepitelial. El proceso
finalmente resulta en una generacion de extensos nédulos fibréticos e inflamacién generalizada
del pulmoén. Este dafio e inflamacién crénico inhibe a su vez la reparacién/regeneracion y la
diferenciacion epitelial normal a partir de las células progenitoras, generando un circulo vicioso
de establecimiento y empeoramiento progresivo de la enfermedad (Tomasek et al., 2002;
Kalluri and Neilson, 2003; Friedman, 2004; Wynn, 2007). Este efecto bien conocido en el
epitelio bronquial y bronquiolar, también es extensible al compartimento alveolar cuando ocurre
un dafo crénico alveolar en las células AEC1 y AEC2 (Wynn, 2008). Segun lo expuesto, las
células madre epiteliales del pulmoén poseen relevancia en el mantenimiento de la homeostasis
de este drgano. Otro aspecto muy notable de la biologia de estas células es su implicaciéon en
el origen del cancer de pulmén. La acumulacién de mutaciones en su ADN puede generar una
célula madre cancerigena con capacidad de dividirse incontroladamente que la capacitaria
para generar neoplasias pulmonares. Es més, se postula que dependiendo del nicho de células
progenitoras afectado se originarian diferentes tipos de tumores primarios pulmonares: los
escamosos o epidermoides a partir de las células basales bronquiales, los de células pequefias
(SCLC) a partir de células madre de los NEB, y los adenocarcinomas a partir de las células
Clara variantes (Snyder et al., 2009; Eramo et al., 2010) (Figura 3).

En la zona alveolar las lesiones pulmonares provocan sobre todo muerte de las células
AEC1, pero también conllevan lesiones en el intersticio y en el endotelio. Estas lesiones
generan edema intersticial y la produccion de citoquinas que inducen una respuesta
inflamatoria aguda reclutando células inflamatorias, principalmente macréfagos. Secretan
factores de crecimiento como TGFs, PDGFs, FGFs e IGF1, que inducen proliferaciébn masiva
de fibroblastos y células AEC2, vasculogénesis aberrante e inflamaciéon crénica. Los
fibroblastos se diferencian en miofibroblastos, que a su vez son grandes productores de IGF1 y
retroalimentan una mayor proliferacion y diferenciacion de los fibroblastos. Si el dafio continda,
se genera y progresa la fibrosis pulmonar que se caracteriza por un engrosamiento de los
septos alveolares debido a la proliferacion y diferenciaciéon de fibroblastos, y su continua
deposicion de fibrina y colageno generando una cicatrizacion persistente y finalmente fibrosis
(Krein et al., 2003; Yamashita et al., 2005).
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Sin embargo poco se conoce de los mecanismos moleculares de sefializacion que
ocurren durante la auto-regeneracion y regeneracion tras dafio en el pulmon adulto. Se supone
que al menos en parte, estos mecanismos son comunes a los ocurridos durante la
morfogénesis y diferenciacion del pulmén fetal, y por lo tanto cabe suponer que los IGFs

también son participantes activos.
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Figura 3. Tipos celulares del epitelio pulmonar, sus hipotéticos nichos de células madre de auto-
renovacion e iniciacion tumoral, y sus linajes celulares. Arriba se representan los diferentes tipos
celulares epiteliales que se organizan en las vias respiratorias segin el esquema de abajo. Los
hipotéticos nichos de células madre en el epitelio pulmonar adulto son: las células basales bronquiales
(2); las células de los cuerpos neuroendocrinos (NEB) (2); las células de Clara variantes (ClaraV)
asociadas a los NEBs de los bronquiolos (3); las células del BADJ (4); y las células alveolares de tipo 2
(AEC2) (5). También se representan sus linajes celulares, mediante flechas: las células basales
generarian células de Clara, ciliadas y mucosecetoras en los bronquios, las Clara variantes de los NEB,
células de Clara y ciliadas en los bronquiolos; y las Clara variante de los BADJ, células de Clara y
ciliadas de los bronquiolos terminales, y también células alveolares. Las mutaciones en los distintos
nichos de células madre originarian los diferentes tipos de tumores primarios pulmonares, las células
basales serian el origen de los tumores escamosos o epidermoides, las de los NEB tumores de células
pequefias (SCLC) y los de las Clara variantes adenocarcinomas. (Eramo et al., 2010; Morrisey and
Hogan, 2010). Modificado de (Sullivan et al., 2010).

1.3. Desarrollo embrionario del pulmén de ratén y su paralelismo con el humano

El pulmén de los mamiferos no comienza a funcionar hasta el momento del nacimiento.
Sus componentes celulares mayoritarios son el epitelio alveolar y los vasos sanguineos, cuya
compleja interaccion es fundamental para el desarrollo y funcion normal del pulmén. En su
desarrollo participan de forma interrelacionada la morfogénesis del epitelio y del mesenquima, y
la vasculogénesis, procesos que van acoplados a la diferenciacion celular, maduracion

bioquimica y crecimiento fisico. La organogénesis pulmonar se inicia en el periodo embrionario
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con un proceso de morfogénesis donde predomina la ramificacion de los conductos aéreos y se

culmina postnatalmente con la alveolizacién o maduracion de los alveolos.

El desarrollo embrionario del pulmén de ratén sigue cuatro etapas fetales
principalmente morfogenéticas denominadas: embrionaria, pseudoglandular, canalicular y
sacular; y una etapa postnatal denominada alveolar (Figura 4). El periodo embrionario se inicia
en el dia embrionario E9,5 cuando el primordio pulmonar se genera desde el surco
laringotraqueal mediante interacciones mesénquima-epitelio, en particular entre el mesodermo
esplacnico y células epiteliales (derivados del endodermo del intestino anterior), que inducen la
proliferacion celular, la migracién y la diferenciacién, derivando en una ramificacion
morfogenética inicial del arbol respiratorio. En el estadio pseudoglandular, entre E12 y E16,5,
mediante procesos morfogenéticos de ramificacion dicotdmica, se desarrolla el arbol bronquial
que esta formado por células epiteliales indiferenciadas yuxtapuestas al mesodermo
esplacnico; en el estadio cananicular, entre E16,5-E17,5, se inicia la formacién de los sacos
alveolares terminales y la vascularizacién; y en el estadio sacular, entre E17,5 y el quinto dia
después del nacimiento o dia posnatal P5, el nimero de sacos terminales y de vasos
sanguineos aumenta considerablemente y se produce una diferenciacién de células AEC1 y
AEC2, que ya posibilita la respiracion del neonato. Finalmente en el denominado estadio
alveolar, que se inicia a partir de P5 y termina en P30, los sacos alveolares terminales se
desarrollan y se forman los septos alveolares secundarios para generar los alveolos maduros
(Ten Have-Opbroek, 1981) (Warburton et al., 2000) (Figuras 4 y 5).

[;:[?m LLh s O L.L.!

' -
v > = ’ . . BN » S
\=> 'l - ’ ’ 57 L - o‘.
© £ <'> 0.0 S
Embrionario Pseudoglandular Canicular Sacular Alveolar
E9.5-12 E12-16.5 E16.517.5 E17.5-P5 P5-P30

Figura 4. Fases cronolégicas y eventos clave durante el desarrollo de pulmén murino.
Clasificacion de las fases del desarrollo prenatal y postnatal basada en caracteristicas histoldgicas del
pulmén. (http://www.cincinnatichildrens.org/research/divisions/p/pulmonary-bio/labs/whitsett/projects/)
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En las tres etapas tempranas, que se extienden desde que se inicia su especificacion
en E9,5 hasta E17,5 el primordio pulmonar prolifera activamente y se organiza en una
estructura epitelial tubular con ramificaciones dicotomicas rodeadas de acumulos de células
mesenquimales. Durante este periodo, el epitelio se mantiene relativamente indiferenciado con
una forma cubica o columnar que expresa desde E10 en adelante de forma casi generalizada
el factor de transcripcion Ttf1/Nkx2.1. A partir de E14 también expresa la proteina de las

células de Clara aunque en en baja proporcién (Zhou et al., 1996b).

Como los ratones nacen alrededor de E19, el estadio sacular es uno de los mas
criticos del desarrollo pulmonar. En cuestiéon de minutos los pulmones pasan de ser drganos
relativamente pasivos a realizar la compleja funcién fisioldgica del intercambio de gases de las
vias aéreas a los hematies de la sangre (respiracion). Durante este estadio el septo alveolar de
la zona distal sufre una fuerte remodelacién que afecta al mesénquima, vasos sanguineos y al
epitelio. Las regiones periféricas de los sacos alveolares se dilatan, la proporciéon de
mesénquima se reduce y la vascularizacion sufre una profunda remodelacion. La tasa de
proliferacion de las células decrece en este periodo y su diferenciacion prevalece. Durante la
subsecuente maduracién en los dias E18,5-E19, el septo alveolar se vuelve més fino debido a
una reduccién en la proporcion de células mesenquimales, y los capilares sanguineos tienden
a disponerse de forma alineada y adheridos a las células epiteliales que bordean el lumen
alveolar. El epitelio alveolar se diferencia rapidamente para formar dos tipos de células, las
AEC2 y las AECL. En este periodo sacular, las AEC2 se mantienen con forma cuboidal y son
las responsables de la produccién y secrecion del surfactante pulmonar, una mezcla
heterogénea de fosfolipidos y cuatro apoproteinas surfactantes (SP) (A, B, C y D) (Zhou et al.,
1996b; Mendelson, 2000). Las AEC1 son células muy planas, que no se dividen y se
responsabilizan del intercambio de gases entre los espacios aéreos y los capilares sanguineos
que se sitban intimamente unidos a ellas. Durante este estadio, las AEC1 aumentan en
proporcién revistiendo las paredes alveolares para permitir el intercambio gaseoso (Ten Have-
Opbroek, 1981; Chinoy, 2003). En paralelo ocurre la remodelacion de la microvasculatura y se
minimiza la barrera aire-sangre en el septo alveolar mediante la fusion de las membranas
basales de las AEC1 y las células del endotelio capilar. En esta fase también aumenta la
diferenciacion de células de Clara y de células ciliadas en las vias proximales. En el momento
del nacimiento (P0), se producen cambios fisiolégicos que desencadenan la expansion del
tejido pulmonar, un aumento en el caudal respiratorio asi como un aumento de células inmunes
para contrarrestar la potencial llegada de patdégenos. Durante este estadio, el nimero de
células mesenquimales disminuye dramaticamente y los fibroblastos intersticiales aumentan
significativamente la produccion de material extracelular. Como consecuencia final, los saculos
terminales se dividen en multiples alveolos maduros plenamente funcionales comunicados por
poros. El epitelio alveolar diferenciado presenta un fenotipo molecular caracteristico y por lo
tanto expresa marcadores especificos muy U(tiles para los estudios de desarrollo y

diferenciacion del epitelio pulmonar. Al final de este proceso de desarrollo, el sistema
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respiratorio esta revestido con células epiteliales que poseen funciones pulmonares distintas, y
gue varian en su proporcién y distribucién desde el extremo proximal, hasta la zona alveolar
distal (Ten Have-Opbroek, 1981; Warburton et al., 2000; Morrisey and Hogan, 2010; Warburton
et al.,, 2010) (Figuras 1 y 3). Tras el nacimiento el desarrollo del pulmén continda con la
alveolizacion, etapa alveolar entre P5 y P30, proceso que conlleva un aumento del area para el
intercambio gaseoso en los saculos terminales mediante el desarrollo de nuevos septos muy
estrechos (septos secundarios) que sucede durante la maduracion de los saculos respiratorios
terminales a los conductos y saculos alveolares definidos. Para que todos estos procesos
ocurran adecuadamente las interacciones epitelio-mesénquima, la proliferacion, diferenciacion
y destino celular estan estrictamente regulados mediante mecanismos celulares y moleculares
aun no del todo conocidos (Ten Have-Opbroek, 1981; Warburton et al., 2000; Morrisey and
Hogan, 2010; Warburton et al., 2010).

MOUSE HUMAN

Trache ~1.5 mm diameter ~12 mm diameter Larger
«. lumen lumen intrapulmonary

Submucosal glands
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v Systemic circulation

——— Main bronchus
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Respiratory bronchioles
v alveolar duct

Figura 5. Esquema representativo de la estructura y de la organizaciéon epitelial del pulmén
murino, y su correspondencia en humanos. Panel de la izquierda: pulmén de raton. La traquea
presenta un diametro interno de ~1,5 mm, esta revestido por un epitelio pseudoestratificado con cerca
de un 55% de células ciliadas, 30% células basales, células secretoras y algunas células
neuroendocrinas. En el ratén, hay aproximadamente de seis a ocho generaciones de ramificaciones de
las vias respiratorias. En estas vias respiratorias, el epitelio es simple y columnar. Panel derecho: pulmén
humano. La trAguea humana posee un promedio de diametro interno de ~12 mm y presenta un epitelio
pseudoestratificado. La generacion de ramificaciones intrapulmonares es mas abundante que en el raton
y los bronquiolos respiratorios estan recubiertos por un epitelio cuboidal simple (Rock et al., 2010).
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La histologia y la fisiologia del pulmén aunque poseen unos patrones similares varian
entre diferentes especies de mamiferos. De esta forma la arquitectura alveolar y las vias
respiratorias son distintas entre ratones y seres humanos (Shapiro, 2006; Ware, 2008). Una de
las diferencias mas notables entre humanos y murinos esta en la extension y organizacién del
arbol respiratorio. Mientras que los ratones tienen 6-8 generaciones de ramificacion de las vias
respiratorias, en los humanos existen 20 o mas (Metzger et al., 2008). La traquea presenta un
diametro mucho mas pequefio en ratones que en humanos, y aunque ambos poseen un
epitelio pseudoestratificado, en ratones éste es constituido mayoritariamente por células
ciliadas, aunque exprese también células basales, células secretoras y células
neuroendocrinas. En humanos la proporcién de células ciliadas, células secretoras y células
basales en la traquea es igual. En los bronquiolos del ratén el epitelio es simple y columnar,
mientras que en humano el epitelio es simple y cuboidal. La mayoria de las células secretoras
en los ratones tienen granulos citoplasmaticos densos y superficies apicales en forma de
cUpula que secretan altos niveles proteina de Clara (Mercer et al., 1994), las células basales no
existen y las globet cells son poco abundantes. En contraste en humanos las células de Clara
se limitan a los bronquiolos de las vias respiratorias y las globet cells son el tipo de célula
secretora predominante en la via aérea traqueobronquial. En ambas especies el musculo liso
rodea las vias respiratorias, pero en humanos éste junto con las placas de cartilago rodean las
vias respiratorias intrapulmonares y se extienden mas distalmente, mientras que en ratones no
hay placas de cartilago, y los bronquiolos terminales que conducen al interior del conducto
bronquio-alveolar tienen mayor proporcién de células ciliadas. Ademas en ratones los
bronquiolos terminales se abren directamente a los alveolos, mientras que en los seres
humanos son los bronquiolos respiratorios los que terminan en los conductos alveolares y
éstos a su vez desembocan en los alveolos (Mercer et al., 1994) (Figura 5). Asimismo, aunque,
las cinco etapas del desarrollo del pulmén coinciden en hombre y evolucion, en los humanos y
en el raton, se diferencian en cuanto a la extension y relacion con el periodo fetal. Asi, mientras
en humanos el estadio alveolar comienza en el (tero y ya se encuentra muy avanzado en el
momento del nacimiento, en murinos la alveolarizacién es un evento completamente postnatal
(Burri, 2006). De este modo los ratones nacen con los pulmones en el estadio sacular, todavia
inmaduros mientras que en los humanos el pulmén esta ya en un estadio alveolar avanzado, y
mas maduro. No esta de mas afadir que en el desarrollo pulmonar humano en cada una de
esas etapas existen posibilidades de malformaciones congénitas asociadas con el crecimiento

anormal del pulmon (Kotecha, 2000; Joshi and Kotecha, 2007) (Figura 6).
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Figura 6. Etapas del desarrollo del pulmén de ratén, y su correspondencia en humanos. En la
parte superior se representan las cinco fases del desarrollo prenatal y postnatal del pulmén murino en
relacién a la edad en dias embrionarios (E), o postnatales (P). Las barras y gradientes de color reflejan
la progresion temporal de los eventos morfogenéticos clave segun se indican en los cddigos de colores.
La barra verde inferior representa la relacion de predominancia entre proliferacién y diferenciacion
pulmonar. Los dibujos inferiores representan la morfologia, no a escala, del pulmén de ratén en los
estadios de la organogénesis que se indican. En el recuadro sombreado y en azul se representa la
equivalencia de las etapas con el estadio de desarrollo pulmonar en humanos, expresado en semanas
(S) durante el periodo fetal y en meses (M) en el periodo postnatal. PO en ratéon y S40 en humanos,
ambos en rojo, indican el estadio de desarrollo en que se encuentra el pulmén en el momento del
nacimiento. En el estadio adulto de ratén se enumeran diferentes partes: laringe (1), tiroides (2), traquea
(3), los l6bulos del pulmén derecho (4, craneal; 5, medio; 6, accesorio; y 7, caudal), y pulmén izquierdo
(8) (Modificado de (Kaufman, 1999; Cardoso, 2000)).

2. Lafuncion de los IGFs en el pulmén

2.1. El sistema de los IGFs: componentes, sefializacién y funcién

El denominado sistema de sefializacion celular de IGFs/Ins incluye los ligandos IGF1,
IGF2, insulina y proinsulina, sus receptores de membrana, el receptor de IGFs de tipo 1
(IGF1R), el receptor manosa 6-fosfato/receptor de IGF2 (IGF2R), el receptor de la insulina
(InsR) y también un grupo de seis proteinas que unen IGFs o IGFBPs de alta afinidad
(IGFBP1-6) y sus proteasas (LeRoith et al., 1992; Le Roith, 2003; LeRoith and Roberts, 2003;

Pollak, 2008; Massoner et al., 2010; Annunziata et al., 2011; Pollak, 2012) (Figura 7). Un
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receptor adicional del sistema IGFs es el receptor relacionado con la insulina (Insrr). Sin
embargo poco se sabe acerca de este receptor y de su ligando o ligandos (Shier and Watt,
1989; Klammt et al., 2005).

Los IGFs (IGF1 e IGF2) ejercen su accion al interactuar con IGF1R. La interaccién de
los ligandos con el receptor esta estrechamente regulada por las IGFBPs que unen los IGFs
especificamente con alta afinidad para controlar su biodisponibiliad por el receptor (Jones and
Clemmons, 1995; Holly and Perks, 2006). IGF1R posee alta homologia con el Insr, y esta
formado por dos subunidades a extracelulares que reconocen los ligandos, y dos subunidades
B ancladas a la membrana con una parte intracelular con actividad tirosina quinasa. La
homologia entre los receptores IGF1R e Insr permite la formacién de receptores hibridos y la
sefializacion cruzada de sus respectivos ligandos (Figura 7). IGF2R se comporta como un
transportador de IGF2 que lo internaliza intracelularmente para su degradacién en los
lisosomas. Ademas se han descrito multiples funciones supresoras tumorales (LeRoith et al.,
1992; Le Roith, 2003; LeRoith and Roberts, 2003; Pollak, 2008; Massoner et al., 2010;
Annunziata et al., 2011; Pollak, 2012).

En este contexto y por la relevancia que tendran en esta Tesis, vamos a introducir aqui
las proteinas matricelulares Ftsl2/Mac25, Nov/CCN3, Ctgf/lCCN2 y Cyr61/CCN1. Estas
proteinas se consideraron en su dia IGFBPs de baja afinidad denominandose IGFBP-7 a
IGFBP-10, respectivamente (Figura 7), por poseer dominios estructurales muy semejantes a
las IGFBP-1 a 6 de alta afinidad (Perbal, 2004; Holbourn et al., 2008; Rodgers et al., 2008;
Holbourn et al., 2009). Estas proteinas tienen funciones reguladoras en células de diferentes
tejidos. También han sido implicadas en el desarrollo del pulmén y en algunas de sus
patologias como la fibrosis y céncer. Sin embargo aunque su afinidad por los IGFs se ha
estimado en 2-3 6rdenes de magnitud inferior a las IGFBPs de alta afinidad, su capacidad para
unirse a los IGFs y modular su actividad esta todavia en discusién. (Kim et al., 1997; Brigstock,
2003; Chen and Lau, 2009).
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Figura 7. Interrelacién funcional de los componentes sefializadores del sistema de IGFs a nivel de
la membrana celular, sefializacidon cruzada con la via de la insulina e hipotética relacion con las
IGFBPs de baja afinidad. Los componentes del sistema IGFs se representan en rojo e incluyen los dos
ligandos extracelulares IGF1 e IGF2, los receptores de membrana IGF1R e IGF2R, y las seis IGFBPs de
alta afinidad que pueden interaccionar con la proteina Subunidad Acido Labil (ALS) y sus proteasas. En
azul se representa la insulina (Ins), su precursor la pro-insulina (Prolns) y su receptor (InsrA/B), que
puede formar receptores hibridos con IGF1R (IGF1R/Insrs). Encuadrados en punteado se representan
las proteinas matricelulares denominadas IGFBPs de baja afinidad 7 a 10. (Modificado de (LeRoith and
Roberts, 2003; Pollak, 2008; Annunziata et al., 2011)).

Como se ha mencionado anteriormente la accion de los IGFs, en general modulada
negativamente por las IGFBPs, se ejecuta a través de IGF1R. Después de unir el ligando,
IGF1R se autofosforila y a su vez modifica y fosforila otros residuos de tirosina de las regiones
que flanquean el dominio quinasa (Ullrich et al., 1986; Duan, 2002; Duan et al., 2010). Dichas
tirosinas fosforiladas funcionan asi como sitios de anclaje para proteinas con dominios SH2
como el sustrato del receptor de insulina (IRS) y otras proteinas adaptadoras como Shc. La
fosforilacion de estos adaptadores por IGF1R permite reclutar otros factores como Gbr2/SOS,
que a su vez activan las vias de Ras/MAP quinasas y también la via PI(3)K/Akt, cascadas
importantes de transduccién de sefiales de los IGFs (Adams et al., 2004; Cohen, 2006;
Taniguchi et al., 2006; Laviola et al., 2007; Chitnis et al., 2008; Fukushima et al., 2012). Aunque
las proteinas IRS y Shc integran la activacién de estas dos cascadas, se han descrito otros
factores, como las proteinas STAT3 o Grbl0 que han demostrado interaccionar o estar
involucrados de alguna forma en la accién de IGF1R (Morrione et al., 1996; He et al., 1998;
Zong et al., 2000; Lim et al., 2004). Las dianas ultimas de estas cascadas incluyen diferentes
familias de factores de transcripcion. La regulacién de éstos proporciona el mecanismo
mediante el cual la accién que los IGFs ejercen sobre la superficie de la célula puede dar lugar
a cambios en la expresién génica que eventualmente modifican diferentes actividades celulares
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como proliferacion, diferenciacion y apoptosis, entre otras (LeRoith and Roberts, 2003; Pollak,
2008; Annunziata et al., 2011) (Figura 8).
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Figura 8. Vias de sefalizacion candénicas mediadas por IGFlR, y respuestas celulares e
implicaciones funcionales. IGF1 e IGF2 se unen a IGF1R, iniciando la sefializacién principalmente a
través de la ruta de las MAP quinasas y PI3 quinasa, que en general induce la estimulacion de la
progresion del ciclo celular, proliferacion, induccién de la diferenciacion celular, aumento de la traduccion
de proteinas y el crecimiento en cada momento de la célula, e inhibicién de la apoptosis, resultando en un
descenso de la supervivencia celular. Estas respuestas originan implicaciones funcionales durante el
desarrollo, en la homeostasis tisular, reparacién y autorenovacion de los tejidos, y en sus patologias. Sin
embargo estas acciones pueden cambiar dependiendo del tipo celular y de su “status quo”. (Modificado
de (LeRoith and Roberts, 2003)).

El funcionamiento del sistema de IGFs implica complejas redes reguladoras que operan
en todo el organismo, a nivel tisular, celular y subcelular. Asi IGF1 tiene caracteristicas tanto de
hormona circulante, como caracteristicas de factor de crecimiento de tejidos. La mayor parte
del IGF1 que se encuentra en la circulacién es producido por el higado. Inicialmente, se
suponia que practicamente todo el IGF1 se originaba en este 6rgano y era transportado por los
mecanismos endocrinos a los sitios de accion. Sin embargo hoy se sabe que IGF1 también se
sintetiza localmente en otros 6rganos donde los mecanismos de accidén autocrinos o0 paracrinos
locales son incluso mas relevantes que su funcion endocrina. Los niveles endocrinos de IGFs
producidos en el higado estan regulados postnatalmente por la hormona del crecimiento

hipofisaria y desde hace tiempo se sabe que alteraciones en la produccién de la hormona del

17



Introduccién

crecimiento en humanos afecta a los niveles circulantes de IGF1 en estadios postnatales
(LeRoith and Yakar, 2007; Pollak, 2008) (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos de sefializacién de los IGFs y de la insulina a nivel del organismo. Los IGFs
(IGF1 e IGF2) pueden llegar a los tejidos de forma endocrina por la sangre unidos a las IGFBPs. Su
origen principal es el higado, sobre todo en el caso de IGF1 que se produce bajo el control dominante de
la hormona del crecimiento. En el caso de la insulina su Unica fuente es la endocrina, producida por el
pancreas, mientras que los IGFs son también producidos por los propios tejidos en donde muy
frecuentemente actlan de forma autocrina y paracrina a través de su receptor. GH, hormona del
crecimiento; GHRH, Hormona liberadora de la GH; SMS, somatostatina (Pollak, 2008).

Los IGFs se expresan de forma auto/paracrina practicamente en casi todos los tejidos
durante el desarrollo embrionario, aunque su produccion y disponibilidad esta regulada de
forma muy estricta en el tiempo y en distintos tipos celulares (LeRoith et al., 1992; LeRoith and
Yakar, 2007; Annunziata et al., 2011). Se sabe que la accién de IGF1 resulta crucial en el
desarrollo de ciertos 6rganos, entre ellos el pulmén, donde resulta critico para su crecimiento y
desarrollo normal. Ademas estimula la proliferacién celular tal y como demuestran los estudios
iniciales en fibroblastos de pulmén embrionario de rata (Stiles and Moats-Staats, 1989). IGF1
promueve la proliferacion y el crecimiento celular, previene la apoptosis, estimula la
diferenciacion y también regula otros procesos como adhesién, migracion, supervivencia y
metabolismo en miltiples tipos celulares (Reiss et al., 1992; Pavelic et al., 2007; Duan et al.,
2010; Kermani et al., 2012; O'Kusky and Ye, 2012). Durante la organogénesis prenatal de
roedores se expresa en multiples tejidos y érganos, incluyendo el pulmén, y posnatalmente
también juega un papel muy importante en el crecimiento general del organismo (Klempt et al.,
1992; Costa et al., 2001; Li et al., 2007; Maeda et al., 2007).
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De manera similar a IGF1, IGF2 también se produce tanto en el higado como en los
tejidos extra hepaticos, pero su expresion no esta estrechamente regulada por la hormona del
crecimiento. IGF2 tiene acciones proliferativas y antiapoptéticas similares a las de IGF1 y
también juega un papel fundamental en el crecimiento embrionario, como lo demuestran los
estudios realizados en ratones Igf2"', gue aunque sobreviven, siguen siendo mas pequefios
comparativamente a los de tipo salvaje (DeChiara et al., 1990; DeChiara et al., 1991, Silva et
al., 2006). En condiciones normales Igf2 no se expresa en los ratones después del nacimiento,
sin embargo, en los humanos se expresa a lo largo de la vida y aunque su actividad esta
regulada por la impronta genémica, en la mayoria de los tejidos normales el gen se inactiva en
el cromosoma heredado de la madre (Giannoukakis et al., 1993). También es un importante
modulador del crecimiento y de la diferenciacion del muisculo y se ha demostrado que se
sobreexpresa en la neoplasia colorrectal y en otros tipos de cancer (Reeve et al., 1985; Pollak,
2008; Ren et al.,, 2008). La mayor parte de estas funciones se ejercen a través de IGF1R
(Jones and Clemmons, 1995; LeRoith et al., 1995; Laviola et al., 2007).

Los ratones deficientes en Igflr presentan un retraso en su crecimiento prenatal,
exhibiendo multiples anomalias en la diferenciacion de sus tejidos, y se mueren al nacer (Liu et
al., 1993). La alteracién de IGF1R en tejidos o células especificas, tales como osteoblastos
(Zhang et al., 2002), musculo esquelético (Fernandez et al., 2002), y células B (Kulkarni et al.,
2002) revel6 un papel esencial de la sefializacion de IGF1R en la diferenciacion y el
crecimiento. IGF1R también posee un importante papel en el proceso de envejecimiento. Esta
linea de investigacidon adquiri6 importancia con los trabajos del grupo de la Dra. Cynthia
Kenyon, que mostré6 que las mutaciones en el gen daf-2, Gnico gen insulinico tipo 1 en C-
elegans homologo a los receptores de IGFs/Ins, podria duplicar la vida de esta especie de
gusano (Dorman et al.,, 1995; Apfeld and Kenyon, 1998). Existen también evidencias
experimentales que demuestran la relacion entre la sefializacion mediada por Igfir y la
esperanza de vida en ratones (Dupont and Holzenberger, 2003a, b; Holzenberger et al., 2003;
Narasimhan et al., 2009), aunque recientemente otros autores ponen en duda estos resultados
(Bokov et al., 2011).

2.2. Los IGFs en el desarrollo pulmonar

2.2.1. Expresion de los IGFs durante la organogénesis del pulmén

La morfogénesis y diferenciacion del pulmoén son el resultado de la activacién de una
compleja red de moléculas de sefializacion en los diferentes tipos celulares que forman este
organo. La expresion local de estas sefiales moleculares determina el patron de ramificacion de
las vias respiratorias y la presencia de los distintos tipos de células del arbol traqueobronquial y
los alveolos durante el desarrollo embrionario. Entre éstas destacan moléculas con funciones

reguladoras como factores de trascripcion, factores de crecimiento extracelulares, moléculas de

19



Introduccién

la matriz y enzimas reguladoras de las cascadas de transduccion de sefiales, y entre ellas
también podemos incluir los IGFs (lkeda et al., 1995; Zhou et al., 1996b; Warburton et al., 2000;
Kalinichenko et al., 2001; Chinoy, 2003; Pollak, 2008; Warburton et al., 2010; Pollak, 2012).

Las proteinas del sistema de IGFs se expresan de forma endégena en el pulmén, y son
importantes mitdgenos que intervienen en el desarrollo y crecimiento pulmonar (Batchelor et
al., 1995; Nagata et al., 2007). En el pulmén humano tanto durante el desarrollo como en el
adulto, los IGFs se expresan en los diferentes tipos celulares mayoritarios de este 6rgano como
epitelio, endotelio, mesénquima y células inflamatorias (Wallen and Han, 1994; Schuller et al.,
1995; Retsch-Bogart et al., 1996; Srinivasan et al., 2002; Han et al., 2003; Krein et al., 2003;
Delafontaine et al., 2004; Inanlou et al., 2005; Inanlou and Kablar, 2005; Warnken et al., 2010).

Estudios inmunohistoquimicos en el ratén han ratificado la existencia de la proteina
IGF1 tanto en epitelio como en el area mesenquimal del pulmén de embriones E14,5, E16,5y
E18,5 (Wallen and Han, 1994; Schuller et al., 1995; Retsch-Bogart et al., 1996; Cao et al.,
2003; Han et al., 2003; Inanlou and Kablar, 2005). Del mismo modo mediante el analisis de
ARNm también se observé que Igfl se expresa tanto en células mesenquimales como en
epiteliales. Varios autores describen la presencia de ARNm de Igfl en los pulmones
embrionarios y postnatales en todas las edades, mientras que el ARNm de Igf2 estaba
presente sélo en los pulmones prenatales (Batchelor et al., 1995; Maitre et al., 1995; Schuller et
al., 1995). Datos mas recientes obtenidos mediante gPCR revelan la expresion de Igfl en el
pulmoén murino desde el dia E11,5 hasta E18,5. Por su parte, aunque ubicua, la expresién del

ARNm de Igfir se ha descrito que es alta alrededor del dia E18,5 (Nagata et al., 2007).

La presencia de ARNm de Igfbp-2, -4 y -5 se ha descrito en el pulmén embrionario de
ratén desde el dia E12,5 en adelante y dado que sus patrones de expresion cambian de forma
dinamica durante el desarrollo embrionario, se ha sugerido que cada uno de estos genes
puede tener una funcién concreta en el pulmén murino (Maitre et al., 1995; Schuller et al.,
1995).

2.2.2. Funciones de IGFs en desarrollo pulmonar: los ratones mutantes

La relevancia de los IGFs durante el desarrollo y diferenciacién de los diferentes tipos
celulares pulmonares lo demuestran los fenotipos de los ratones mutantes knockout de estos

genes.

La eliminacién funcional de los genes Igfir e Igfl en ratones provoca un retraso del
crecimiento embrionario y postnatal, con hipoplasia pulmonar marcada (Liu et al., 1993): un
45% del peso de los normales en el caso de los ratones deficientes de Igfir y un 60% en los
mutantes para Igfl e Igf2 (Baker et al., 1993; Louvi et al., 1997). Los Igflr’ se mueren todos al
nacer, mientras que en los Igfl”" la mortalidad depende del fondo genético. Esta mortalidad

postnatal se ha atribuido a un posible fallo respiratorio, apoyando la funcién del sistema IGF en
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el desarrollo pulmonar (Liu et al., 1993; Powell-Braxton et al., 1993a; Pichel et al., 2003;
Moreno-Barriuso et al., 2006; Pais, 2013).

Los ratones deficientes de IGF1R poseen un fenotipo pulmonar muy acusado, con
pulmones muy hipoplasicos, y atelectaticos que posiblemente le causen insuficiencia
respiratoria y su muerte, ya que evidencian sintomas de cianosis, respiracion agoénica e hipoxia
(Liu et al., 1993; Holzenberger et al., 2000; Epaud et al., 2012). En un trabajo reciente del grupo
del Dr. Holzenberger se describe en detalle la caracterizacion del fenotipo pulmonar en los
embriones prenatales Igflr"'. Es importante destacar que, a diferencia del corazén, higado y
rifién, la relacion del peso del pulmén con respecto al peso corporal esta fuertemente reducida
entre los estadios E17,5 y E19,5. Esta progresiva hipoplasia pulmonar esta asociada a un
aumento de la proliferaciéon y de la apoptosis celular. A nivel histolégico presenta un aspecto
inmaduro, con una densificacién del parénquima y reduccién de espacios alveolares dando la
impresiéon que el desarrollo pulmonar se detiene en el estadio cananicular, sin progresar al
sacular. Este aumento en la proliferacién y muerte celular afecta a las células endoteliales,
mesenqguimales y epiteliales, pero no esta claro si la inactivacion de IGF1R afecta a todos los
compartimentos en la misma medida. La inmadurez prenatal de los ratones Igflr"' también esta
reflejada por los analisis de marcadores celulares especificos del pulmén que demuestran que
los procesos de diferenciacion del parénquima pulmonar se retrasan significativamente. A su
vez, la densidad de células endoteliales es significativamente menor en el parénquima
pulmonar de los ratones Igflr"', poseen una red microvascular menos desarrollada, y el epitelio
alveolar también es inmaduro con abundante presencia de células cubicas de tipo AEC2 y baja
proporcién de las AEC1. En estos animales el mesénquima entre siculos es notablemente mas
grueso, el numero de brotes acinares menor y los espacios aéreos saculares notablemente
mas pequefos. Por ultimo los autores concluyen que la gran actividad mitética observada en
sus pulmones podria explicar la disminucién del espacio de las vias respiratorias y el colapso
alveolar (Liu et al., 1993; Epaud et al., 2012).

La mutacion de Igfl en los ratones mutantes Igfl”', provoca también un retraso del
crecimiento que afecta al esqueleto y a otros érganos. El crecimiento embrionario de estos
ratones comienza a ralentizarse a partir de E12,5-E13,5 agravandose conforme avanza el
desarrollo, de forma que el peso de los ratones mutantes Igfl"‘ en el nacimiento es el 60%
menos menos del peso del resto de los animales de la camada (Liu et al., 1993; Powell-Braxton
et al., 1993b; Beck et al., 1995; Cheng et al., 1998; Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al.,
2006). En un estudio comparativo de pesos de varios 6rganos durante el desarrollo postnatal
los pulmones de los ratones Igfl”’ son los 6rganos que presentan el mayor déficit de peso
(Wang et al., 1999). El fenotipo de estos ratones mutantes de Igfl es muy dependiente del
fondo genético. Asi, su mortalidad neonatal aumenta desde un 60% en fondos genéticos mixtos
hasta un 100% en el fondo genético C57BI/6. De igual forma el fenotipo pulmonar que es muy
variable en fondos mixtos, se uniformiza en el fondo genético C57BI/6 (Liu et al., 1993; Pichel
et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006; Pais, 2013). Al igual que los embriones Igflr"', los
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Igfl”' también muestran hipoplasia pulmonar y muscular, lo que también explicaria su dificultad
respiratoria y la alta mortalidad (Powell-Braxton et al., 1993a; Pichel et al., 2003). El fenotipo

pulmonar de los ratones mutantes Igfl”

ha sido objeto de estudio por nuestro grupo de
investigacién durante los dltimos afios. Los pulmones de estos ratones presentan hipoplasia
desproporcional con el resto de tejidos, mayor proliferacidn, y alteraciones en la maduracion del
epitelio alveolar, en la vascularizaciéon y en la maduracién mesenquimal. Al igual que ocurria en

los pulmones de los ratones Igflr"'

en los embriones de estos mutantes, los pulmones son muy
compactos, con septos engrosados y espacios aéreos disminuidos y colapsados, lo que
probablemente imposibilita la respiracion al nacer. La red vascular se encuentra distribuida de
forma mas difusa por los engrosados septos alveolares donde se encuentran vasos
sanguineos mas gruesos inmersos en regiones mesenquimales. De este modo conservan
capilares de mayor diametro no adheridos al epitelio alveolar y un aumento en la proporcion de
granulocitos pulmonares. La falta de remodelacion capilar observada en los pulmones de los
ratones Igfl"’" podria atribuirse a un deterioro y/o retraso en la diferenciacion del mesénquima y
endotelio. Las alteraciones en la diferenciacién del epitelio en los pulmones Igfl”' esta reflejada
por la reduccion en la expresion de ARNm de marcadores de células AEC2 y AEC1. La
presencia de células epiteliales con caracteristicas de tipo 2 es elevada en éstos ratones,
segun lo evaluado por inmunotincidon con los anticuerpos precursores Ttfl y SPC. La expresion
elevada de Ttfl es indicativa de un retraso y/o maduracién alveolar alterada, y la reduccion de
AQP5 y T1a observada en estos animales es indicativo de un arresto en la diferenciacion de
las AEC1 (Moreno-Barriuso et al., 2006) (Figura 10). Ademas, estudios mas recientes han
demostrado que la carencia de Igfl en los ratones E18,5 provoca alteraciones en la expresion
de laminina, coldgeno y fibras elasticas, indicando alteraciones en la produccion y organizacion
de componentes de la matriz extracelular. La deposicién de la laminina se aprecia mas tenue y
esporadicamente discontinua en la ldmina basal de la zona mesenquimal. Las alteraciones en
la distribucion de colageno se observa como una red proteica laxa. También se distingue una

reduccion del grosor de las fibras elasticas y del musculo liso en las arterias (Pais, 2013).
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Figura 10. Alteraciones en la proliferacién, diferenciacion de las células epiteliales alveolares y
remodelacion de la vascularizacion en los pulmones de embriones prenatales de ratones
deficientes de Igfl. Secciones transversales de pulmones de fetos de ratdn en estadio embrionario
terminal (E18,5) bien normales (Igfl"”) (A-C), o mutantes para Igfl (Igfl'/') (D-F) fueron inmunotefiidas
para: la determinacién de incorporacién de BrdU (células marcadas en negro, flecha) en las células que
se han dividido (A y D): para la expresion de Ttf1/Nkx2.1 (flechas rojas en B y E) un marcador de las
células epiteliales alveolares AEC2, teflidas de marron y para la expresion de CD31/PECAM, un marcador
de células epiteliales (tefiidas de rojo en C y F). En estas dos Ultimas figuras ademas se aprecia en verde
células Ttfl+, en azul los nucleos marcados con DAPI, el epitelio alveolar (flechas blancas) y mesénquima
(flechas amarillas). a, zona alveolar; s, septo. (Moreno-Barriuso et al., 2006).

Mediante el andlisis molecular de la expresion transcripcional diferencial usando
microarrays de ARN se han identificado grupos de genes con expresion dependiente de IGF1
durante la diferenciacién pulmonar prenatal. Estos genes se corresponden con funciones
biolégicas de crecimiento celular y morfogénesis pulmonar, o con las vias de sefalizacion de
MAP-kinasa, Wnt, adhesion y defensa celular, e inflamaciéon. Algunos de los genes con
cambios mas significativos de expresién y que ademas poseen capacidad reguladora, como
factores de transcripcion, factores de crecimiento, o factores de matriz extracelular, ya habian

sido previamente implicados en el desarrollo pulmonar (Pais, 2013) (Tabla 1).
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Tabla 1. Genes reprimidos y sobreexpresados con FDR<0.10 en pulmones E18.5 Igfl”' obtenidos
del andlisis de los microchips de Affimetrix (Pais, 2013).

DOWNREGULATED GENES UPREGULATED GENES

ADHESION / ECM - Plat (tPA), Dpt, Chi3l1, Itgh6*, MsIn BIOSYNTESIS- Gas5*, RpL30*, Rps9, Rps10, RpL12*

VASCULAR DEVELOP.- Cyr61 (CCN1, Igfbp10)*, Kif2*, Ctgf (CCN2, | INMUNITY / DEFENSE - H2-Aa*, Gzma, Slfn1
Igfbp8)*, Vegfa*, Xlkd1

LUNG DEVELOPMENT - Fgf18*, Aqp5 STRESS - Nsep1 (Yb-1), Map2k7 (Jnkk2), Hspa8*
DEVELOPMENT - Wnt7a*, KIf6* LUNG DEVELOPMENT - Nfib*

INMUNITY / DEFENSE - Lcn2, Kitl*, Zfp36* OTHER - Pcsk6 (Pace4), Upk3a, Cox7c, Bdh
MAPKI/STRESS - Fos*, Nr4a1*, Jun*, Dusp1*, Egr1*

ERITROPOIESIS - Sic4a1*, Gypa*, Eraf*

CALCIUM METABOLISM - s100a14*, Dscr1

TUMOR SUPPRESSORS - Scgb3a1 (HIN1)*, Btg2 (TIS21)*
OTHER - PnpO, Fech, Mkrn1, Slc25a37

* Genes cuya expresion ha sido validada mediante gRT-PCR

A diferencia de los ratones Igfl”' e Igflr"', los ratones deficientes de Igf2 sobreviven al
nacimiento, y aunque muestran un retraso del crecimiento fetal similar a los Igfl”', el fenotipo
pulmonar prenatal es mucho menos acusado presentando una ligera reduccién de espacios
alveolares y septos alveolares algo gruesos y desorganizados, que tan sélo se manifiesta en
los embriones nacidos de madres Igf2” (Figura 11F). Al contrario que en los Igfl”, los
pulmones Igf2"' no muestran diferencias en la tasa de proliferacion pulmonar. Histolégicamente
estos pulmones muestran un ligero retraso en la maduracién apreciable desde E17,5, estadio
en el que muestran una apariencia pseudoglandular mas densa, ligera disminucién de espacios
aéreos y septos con mesenquima mas compacto, fenotipo similar al de los Igfl”'.
Curiosamente, en los pulmones prenatales de los embriones Igf2"‘ la expresion de IGF1 es
mas elevada de lo normal que posiblemente pueda ser para compensar la falta de IGF2 y
asegurar el desarrollo adecuado de pulmén y la supervivencia al nacer (Silva et al., 2006). Por
ultimo cabe mencionar que los niveles de corticosterona en el plasma de la madres gestantes
de fenotipo Igf2"' estan disminuidos, indicando la importancia de que bajos niveles de
corticosterona podrian afectar al nivel de maduracion de los pulmones de su descendencia
(Silva et al., 2006).

Todos estos datos obtenidos de los ratones mutantes demuestran que tanto los dos
factores, IGF1 e IGF2, como su receptor, IGF1R, estadn implicados en el desarrollo pulmonar
embrionario del ratén, controlando su crecimiento y maduracién prenatal. Sin embargo el
fenotipo mas acusado de los pulmones Igfl”' y los niveles de IGF1 elevados en los pulmones

lgf2” indican que IGF1 posee un papel mas relevante que IGF2 en la organogénesis pulmonar.

24



Introduccién

Figura 11. Fenotipo histolégico de los pulmones prenatales de los ratones mutantes para Igfir,
Igfl e Igf2. Secciones de pulmones de ratones normales (A, C y E) y de hermanos de camada mutantes
deficientes de Igflr (B) de Igfl (D) y de Igf2 (F) tefiidas con hematoxilina y eosina. Ay B corresponden a
ratones neonatos de un dia (P0). C-F corresponden a embriones prenatales en el Gltimo dia de gestacion
(E18,5). Notese como los pulmones de los tres ratones mutantes presentan una reduccion de los
espacios aéreos (a) y engrosamiento de los septos alveolares (s). B, Bronquiolo; V, vaso sanguineo. (Ay
B tomado de (Holzenberger et al., 2000); C y D tomado de (Moreno-Barriuso et al., 2006); y E y F tomado
de (Silva et al., 2006). La magnificacion de las microfotografias difiere entre A-B, C-D y E-F).

2.3. Los IGFs en el mantenimiento de la homeostasis pulmonar: participacion en la

reparacion del dafio, fibrosis y cancer

2.3.1. Los IGFs en la homeostasis del pulmén humano

Al igual que en ratones, los IGFs se expresan en el pulmén humano tanto durante el
desarrollo como en estadios adultos, y la sefializacion por IGF1R desempefia un papel
importante en la organogénesis y en la homeostasis del 6érgano adulto, contribuyendo a su
autoregeneracion, reparacion y resistencia al dafio, con implicacién en diversas patologias
respiratorias. La relevancia clinica y sanitaria que demuestra este tema, y las dudas y lagunas
gue quedan por resolver, hace que en la actualidad varios grupos de investigacion se interesen

con esta linea de investigacion.

En humanos la deficiencia de Igfl también causa un fallo en el crecimiento corporal
intrauterino y postnatal, sin embargo en investigaciones rutinarias, a ninguno de los pacientes
estudiados se le ha descrito deficiencias respiratorias (Camacho-Hubner et al., 2002;
Walenkamp and Wit, 2007). También se ha referido que la expresién de IGF1 esta desregulada
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en bebés nacidos muertos con sindromes de dificultad respiratoria y displasia broncopulmonar,
y en fetos nacidos con hernia diafragmatica congénita, todas ellas enfermedades
caracterizadas por un grado de hipoplasia pulmonar severo e inmadurez del aparato
respiratorio (Miyazaki et al., 1998; Nagata et al., 2007).

La relevancia del receptor IGF1R en el desarrollo de la vasculogénesis y angiogénesis
del pulmoén fetal humano lo certifican los experimentos de Han et al, que al tratar explantes de
estos tejidos en cultivo in vitro con anticuerpos que bloquean la accion del IGF1R, observan
gue ademas de una reduccion en el crecimiento, los explantes sufrian la pérdida de células
endoteliales y un descenso de la expresion de VEGF (Han et al., 2003). Recientemente se han
identificado varias mutaciones heterocigotas de IGF1R en humanos con la presentacién de
diversos grados de retraso intrauterino y también en el crecimiento postnatal (Raile et al., 2006;
Walenkamp et al., 2006; Inagaki et al., 2007; Fang et al., 2009; Kruis et al., 2010). Uno de estos
autores describe un paciente con una hipoplasia pulmonar derivada de la delecién del brazo
largo distal del cromosoma 15 que incluye el gen de Igflr (Roback et al., 1991). Todos estos
datos son consistentes con el hecho de que IGF1R también es un mediador esencial en el

desarrollo del pulmén en humanos.

El desarrollo y el proceso de regeneracién celular del epitelio pulmonar adquieren una
relevancia adicional durante la reparacion del tejido pulmonar después de sufrir un dafio, sobre
todo cuando éste es prolongado o crénico, ya que la reparacién de este dafio de una forma
anomala puede dar lugar a una enfermedad respiratoria relevante. Por ejemplo, la terapia de
oxigeno mediante ventilacion mecanica con hiperoxia es necesaria para tratar a los pacientes
con insuficiencia respiratoria, pero la exposicién a altas concentraciones de oxigeno en el
periodo neonatal, en prematuros con insuficiencia respiratoria tiene efectos no deseados sobre
el pulmon, generando patologias como la displasia broncopulmonar (BPD). En los pulmones la
hiperoxia causa inicialmente una lesion inflamatoria pulmonar aguda y posteriormente cronica,
altera las cascadas de sefializacion que afectan el destino celular conduciendo en ultima
instancia a dafios o lesiones pulmonares agudas que se caracterizan por respuestas
inflamatorias pronunciadas que contribuyen al desarrollo de la BPD. La fibrosis, otro caso de
enfermedad respiratoria crénica, tiene su origen en diferentes tipos de dafio prolongado del
epitelio respiratorio. Es un proceso complejo que involucra la interaccion de mdltiples tipos
celulares que contribuyen a la distorsion de la arquitectura pulmonar y a la pérdida de eficacia
en el intercambio de gases (Rajski et al., 2010). La implicacion de IGF1 e IGF1R en este tipo
de patologias pulmonares humanas esta avalada por alteraciones en la expresién pulmonar en
pacientes con sindrome de deficiencia respiratoria, BDP sometidos a hiperoxia y con fibrosis
pulmonar idiopatica (Krein and Winston, 2002; Krein et al., 2003; Chetty et al., 2004; Zaher et
al., 2007).

Multiples estudios demuestran que los IGFs también tienen importantes implicaciones

en la biologia del cancer de pulmén (Khandwala et al., 2000; Yu and Rohan, 2000;
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Furstenberger and Senn, 2002; Pollak et al., 2004; Pollak, 2008; Werner and Bruchim, 2009;
Yin et al., 2009; Dziadziuszko et al., 2010; Rajski et al., 2010; Gallagher and LeRoith, 2011;
Shersher et al., 2011; Yang and Winslet, 2011; Pollak, 2012). Estudios epidemiolégicos
sugieren que altos niveles de IGF1 en la circulacién contribuirian a aumentar de forma
endocrina el riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer, entre ellos el de pulmén (Baserga et
al., 1994; Yu and Rohan, 2000; Jerome et al., 2003; LeRoith and Roberts, 2003). Sin embargo,
los datos experimentales mas recientes apuntan a que la implicaciéon de los IGFs en la
oncogénesis y progresiéon de las neoplasias pulmonares en pacientes se realizaria
principalmente segin un modo de accidon autocrino o paracrino dentro del propio tejido
pulmonar (Kim et al., 2009; Huynh et al., 2011). Ya se conocia que habitualmente la expresién
de los IGFs es elevada en muchas lineas celulares tumorales de pulmén (Nakanishi et al.,
1988; Reeve et al.,, 1992; Quinn et al.,, 1996; Khandwala et al., 2000). Ademas, la
sobreexpresion del IGF1R en estas lineas aumenta considerablemente su potencial
metastatico cuando se trasplantan en ratones (Nakanishi et al., 1988; Long et al., 1998; Friend
et al., 2001). Por el contrario, las lineas celulares derivadas de carcinomas pulmonares con el
gen Igflr defectuoso, tratadas con anticuerpos anti-IGF1R, o que expresan ARNm anti-sentido,
poseen menor capacidad de proliferacibn y mas apoptosis tanto cultivadas in vitro, como
después de ser trasplantadas en ratones desnudos (Nakanishi et al., 1988; Baserga et al.,
1994; Furstenberger and Senn, 2002; Baserga et al., 2003; Pavelic et al., 2005).

En pacientes con cancer de pulmén los IGFs también se expresan mas en la zona
pulmonar tumoral que en el tejido normal adyacente. Se ha descrito que la expresion de
IGF1R, IGF1 e IGF2 se triplica en tumores de este tejido, observdndose que en paralelo
también ocurre una disminucién proporcional de la apoptosis (Takanami et al., 1996; Pavelic et
al., 2002). También se ha demostrado que entre los diferentes carcinomas pulmonares la
expresion de ARNm y de la proteina de IGF1R es mas elevada en los de tipo epidermoide que
en los adenocarcinomas (Borczuk et al., 2003). Algunos resultados indican que la expresion de
IGF1R no se asocia con la supervivencia y que incluso un alto nimero de copias de IGF1R
(amplificacion génica) conllevaria un valor pronéstico positivo de la enfermedad de
(Dziadziuszko et al., 2010). Estudios ya realizados o en desarrollo de nuestro grupo también se
enmarcarian en este contexto (Figura 12). Todos estos datos demuestran que los IGFs estan
muy implicados en la biologia de los carcinomas pulmonares primarios, tanto en su génesis
como en su progresion por su accién desde la zona tumoral, y posiblemente también de forma
paracrina desde el estroma adyacente.
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Figura 12. Expresion de IGF1R en tumores no microciticos de pulmones humanos. Inmunodeteccién
de IGF1R en muestras de tumores de pacientes diagnosticados con adenocarcinomas (A) o carcinomas
escamosos (B y C). Las flechas apuntan a células con alta expresion de IGF1R. En C, aunque en las

células tumorales no se aprecia presencia de IGF1R, éste si se detecta en células de la parte estromal y
no tumoral del tejido, como vasos sanguineos y macrofagos (Pais, 2012).

Por ultimo, y no menos importante, cabe mencionar que IGF1R también esta implicado
en la resistencia al tratamiento con quimioterapia de tumores pulmonares, tanto en los
tratamientos clasicos, como en los nuevos tratamientos con farmacos dirigidos a dianas
moleculares concretas, como es el caso del EGFR activado por mutaciéon (Kim et al., 2009;
Gualberto et al., 2011; Belani et al., 2012; Kim et al., 2012a; Pollak, 2012). Esta resistencia a la
quimioterapia posee tal repercusion clinica que los IGFs, y sobre todo IGF1R, estan siendo
evaluados o recomendados en ensayos clinicos como dianas terapéuticas muy importantes en
el cancer de pulmén. En estos ensayos clinicos se valora si la co-administracion de inhibidores
de IGF1R reduce la resistencia o tolerancia a los tratamientos quimioterapicos en uso. Para el
blogueo de IGF1R existen multiples farmacos en evaluacion, que en su mayoria son
anticuerpos monoclonales, dado que los inhibidores de la actividad tirosin kinasa (TKIs) anti-
IGF1R también bloquean los receptores de insulina generando complicaciones metabdlicas
indeseables en los pacientes (Dziadziuszko et al., 2008; Kim et al., 2009; Yin et al., 2009;
Gualberto et al., 2011; Belani et al., 2012; Pollak, 2012). Aunque la funcién de IGF1R en la
resistencia a los tratamientos de tumores pulmonares no se discute, la funcion de IGF1 per se
en este escenario podria no tener tanta relevancia como lo demuestran dos estudios
publicados muy recientemente (Straussman et al., 2012; Wilson et al., 2012). En su conjunto
todos estos datos experimentales revelan la importancia de la sefializacion de los IGFs a través
de IGF1R en el establecimiento y mantenimiento del fenotipo transformante de las neoplasias
pulmonares, y en participacién de IGF1R en los mecanismos de resistencia a la quimioterapia
tanto convencional como a los novedosos tratamientos dirigidos a dianas moleculares

concretas.

2.3.2. Los IGFs en modelos murinos de dafio, regeneracién y tumores

Esta ampliamente demostrado que los modelos de dafio alveolar por exposicién a la
hiperoxia o de induccidén de fibrosis generados en rata y raton recapitulan la patologia humana
(Warner et al., 1998; Alejandre-Alcazar et al., 2007; Velten et al., 2010). Se ha demostrado
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tanto en ratas como en ratones que IGF1, IGF2 e IGF1R aumentan su expresion en diferentes
tipos celulares del pulmédn, jugando un papel crucial en la proliferacion y diferenciacion de las
células AEC2 a las AEC1 durante el remodelado alveolar tras el dafio generado por hiperoxia
(Han et al., 1996a; Han et al., 1996b; Chetty and Nielsen, 2002; Kim et al., 2012b). Narasaraju
et al, estudiaron los cambios de expresion de genes del sistema IGF en la remodelacion del
pulmén de rata tras ser sometido a hiperoxia y observaron un aumento en la expresion del
ARNmM de IGF1, IGF2, e IGF1R a las 48 h de la lesién. Sin embargo, los niveles de proteina de
estos componentes se mantuvieron elevados hasta el tercer dia después de la recuperacion, y
eran muy abundantes en las células AEC2. Entre las IGFBPs, observaron que Igfbp5 era la que
aumentaba los niveles de expresion de ARNm durante la lesién y en todos los puntos de
tiempo de recuperacién (Narasaraju et al., 2006). En otros estudios también se ha descrito que
el ARNm de las IGFBP2 y 3 aumentaban en los pulmones de rata durante la fase de exposicion
a hiperoxia (Chetty et al., 2005). Del mismo modo, la exposiciéon de ratas adultas a hiperoxia
prolongada se ha asociado en el pulmén con un incremento en la inmunotincion de IGF1R en la
vecindad de células que expresan IGF1 (Han et al., 1996b). Ahamed et al, observaron que la
disminucién de los niveles funcionales de IGF1R en ratones mutantes podria prevenir los
efectos nocivos de la exposicidn al oxigeno en el pulmén (Ahamed et al., 2005). En conjunto,
estas observaciones han llevado a sugerir que la sefializacién mediada por IGFs puede ser
importante en la patogénesis de la lesién pulmonar inducida por oxigeno en animales modelo, y
demuestran que la via de sefalizacion de IGF1R desempefia un papel critico en la proliferacion

y diferenciacién de epitelio alveolar durante la remodelacion de tejidos tras el dafio.

En este sentido Kim et al., han demostrado recientemente que el tratamiento de
ratones con un anticuerpo blogueante de IGF1R denominado A12 mejoraba la supervivencia
temprana en la lesion pulmonar inducida por bleomicina que genera fibrosis pulmonar. Si la
sobre-expresiéon de IGF1 e IGF1R, tras lesiones de hiperoxia que causan fibrosis, contribuye a
generar alteraciones patolégicas pulmonares y al progreso de muchas enfermedades
respiratorias, se deduce que la reduccion de la expresion de IGFs o el bloqueo de la
sefializacion por el receptor, redundaria en un menor dafio pulmonar tras una lesién, y
adicionalmente fundamentaria un posible abordaje del tratamiento de estas enfermedades.
Efectivamente los experimentos con modelos animales, como los mencionados arriba
concluyeron que la reduccion de la expresién de IGFs o el bloqueo farmacolégico del IGF1R
pueden ser un estrategia para el tratamiento del dafio alveolar y de la fibrosis pulmonar (Choi et
al., 2009; Kim et al., 2012c).

Como se ha mencionado la via de sefializacion de los IGFs se halla particularmente
implicada en la tumorigénesis pulmonar. Esta implicacion la corroboran una vez mas algunos
modelos animales. Asi, la sobre-expresion de IGF1 e IGF2 en el pulmén de ratones
transgénicos induce lesiones epiteliales premalignas, o adenocarcinomas de pulmén muy
parecidos a los humanos (Moorehead et al., 2003; Frankel et al., 2005). Del mismo modo, la
sobre-expresién de IGF1R en el epitelio pulmonar de ratones transgénicos también induce
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tumores pulmonares, de tipo adenocarcinomas, generando niveles altos de expresion o
activacion de AKT, p38a MAPK, CREB y ATF1 (Linnerth et al., 2009) (Figura 13).

Figura 13. La sobreexpresion de IGFs en los pulmones de ratones transgénicos induce
proliferacién andmala del epitelio respiratorio o adenocarcinomas tipicos. A, La sobreexpresion de
IGF1 en las células epiteliales AEC2 del compartimento alveolar induce hiperplasias adenomatosas
(Frankel et al., 2005). B, La sobreexpresion generalizada de IGF2 en el pulmén de ratones transgénicos
genera adenocarcinomas tipicos con caracteristicas semejantes al de los adenocarcinomas de pacientes
humanos (Moorehead et al., 2003). C, La sobreexpresién de IGF1R en las células AEC2 también genera
adenocarcinomas tipicos (Linnerth et al., 2009).

fl/fl

3. Ratones mutantes condicionales: los ratones Igflr™ y transgénicos

con expresion de la recombinasa Cre en el epitelio respiratorio

Como ya se ha visto en algunos de los ejemplos mencionados anteriormente los
ratones modificados genéticamente son herramientas clave para el estudio de la funcion génica
y de las bases genéticas de las enfermedades, asi como para la generacién de modelos
animales de multiples patologias. En el raton se puede generar dos tipos de modelos
modificados genéticamente (transgénicos): los ratones transgénicos convencionales y los
modelos de "gene targeting" o de mutagénesis dirigida del genoma por recombinacion

homdloga (http://jaxmice.jax.org).

Los ratones transgénicos convencionales son portadores de un transgén (material
genético externo) integrado al azar en su genoma. Son generalmente modelos de ganancia de
funcion que conducen a la expresion de un nuevo gen o a la sobreexpresion de un gen ya
existente. En este tipo de modelos se puede controlar con total precision la estructura del
"transgen" pero no la posicién del genoma en que éste se integra. Generalmente se utilizan
construcciones transgénicas compuestas por un promotor eucariético y la secuencia codificante
del gen de interés para expresar o sobreexpresar dicho gen en todas las células del raton

(expresion ubicua) o bien en un tejido concreto (expresion tejido-especifica).

La técnica de generacion de ratones mutantes mediante la mutagénesis dirigida (gene
targeting) por recombinacibn homodloga se diferencia de los ratones transgénicos
convencionales en que la integracién del ADN que se introduce en el genoma se dirige a una
posicion concreta del mismo, con el objetivo de generar una mutacién intencionada y

previamente disefiada en dicha posicion. En general se puede hablar de dos tipos de modelos
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generados mediante gene targeting: los ratones knockout y los ratones knockin. Mientras en los
primeros se inactiva un gen determinado en el genoma, en los segundos se introducen
mutaciones dirigidas en la secuencia de un determinado gen. Respecto a sus aplicaciones, un
raton knockout es el mejor modelo para estudiar la funcidn de un gen en el contexto fisioldgico,
analizando el fenotipo que resulta de la pérdida de su funcion. Los modelos knockin se utilizan
sobre todo para reproducir en el ratdn alteraciones genéticas tales como mutaciones puntuales,
pequefas deleciones o inserciones que se encuentran en patologias humanas o que son

relevantes para el estudio de la funcibn génica (http://www.genoway.com/products-

services/custom-model-generation-services/knockin/knockin-mouse-models-overview.htm).

La recombinacion homdéloga también permite dirigir la integracibn de sitios de
reconocimiento de enzimas llamadas recombinasas especificas de sitio (site-specific
recombinases) en cualquier posicion en el genoma del ratén. Entre estas recombinasas las
mas conocidas son Cre y Flp que reconocen las secuencias loxP vy frt, respectivamente, y
catalizan la recombinacion de ADN entre estos sitios diana (Figura 14). La combinacion de
técnicas de recombinaciéon homoéloga y de los sistemas Cre/loxP y Flp/frt permiten introducir
practicamente cualquier tipo de mutacién en el genoma y ademés controlar el momento y el
lugar donde ésta se expresa generando modelos knockout y knockin condicionales, tejido
especificos, inducibles etc. (Sadowski, 1995; Lobe and Nagy, 1998) (http://jaxmice.jax.org).

En la actualidad existen multitud de lineas de ratones modificados genéticamente que
permiten generar deleciones o mutaciones de genes de forma condicionada: en un
determinado tipo celular, en un determinado momento del desarrollo, etc. Un raton mutante
condicional en general se obtiene cruzando dos tipos de ratones modificados genéticamente.
Bésicamente, el tipo de recombinacién dependera de la orientacion y localizacién de los sitios
loxP o frt: cuando ambas secuencias se encuentran en la misma molécula lineal de ADN y con
la misma orientacion, el segmento de ADN entre los sitios serd eliminado; si los sitios
especificos de corte estan en la misma molécula pero con orientacién invertida, se produce una
inversion del segmento intermedio; cuando las secuencias se encuentran en moléculas de ADN
separadas el resultado es una translocacion (Figura 14). Todas estas reacciones enzimaticas
son reversibles y las recombinasas funcionan tanto in vitro como in vivo. La estrategia para
crear ratones mutantes condicionales estd fundada en el control espacial y/o temporal de las
recombinasas sitio-especificas. Esto es posible gracias a la insercion de la secuencia
especifica en las regiones flanqueantes o en los intrones del gen que queremos noquear. De
este modo, la funcién del gen que posee las zonas flanqueadas no se ve alterada, es decir que
el gen se expresa normalmente a pesar de la integracion de la secuencia loxP. A este alelo del
gen se le denomina “floxeado” o fl y al ratdn homocigoto para este alelo floxeado para ese gen
fl/fl. Para generar la mutacion condicionada del gen floxeado lo mas comun es usar un segundo
raton transgénico convencional o un mutante knockin para dirigir especificamente la expresion

de la recombinasa.
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RECOMBINASA SECUENCIAS DIANA ESPECIFICASEN ELDNA PROCEDENCIA

lox P site: Cre

5' ATAACTTCGTATA GCATACAT TATACGAAGTTAT 3' .
Cre 3' TATTGAAGCATAT CGTATGTA ATATGCTTCAATA 5'| Bacteridfago P1
frt site: Flp
S' GAAGTTCCTATAC TTCTAGAR GAATAGGAACTTC 3'
Flp 34 GRCANGGNAIG XNNTEED Gemarocoraaiaiss|  Levadura
Saccharomyces

34 pb: 13 pb + 8pb + 13 pb

>

A }»{8}>»{C} {a}{BHC} —([A}»{F}—
Cre/FIp** Cre/Flp$f (A }»
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£ —{a}+
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Delecion / Insercion Inversion Traslocacion

Figura 14. Recombinasas especificas de sitio comUnmente usadas en animales transgénicos,
las secuencias especificas que reconoce y sus aplicaciones para la generacion de mutaciones
dirigidas. Las recombinasas Cre y Flp reconocen especificamente las secuencias de 34 pb, loxP vy frt
respectivamente. Estas secuencias que son palindromicas en los extremos (13 pb) poseen una
secuencia especifica central de 8 pb con una orientacion que se representa con una punta de flecha.
En la parte inferior se muestran las diferentes consecuencias de la recombinaciéon cuando la
recombinasa reconoce dos secuencias especificas en el ADN (puntas de flecha rojas). Si las
secuencias diana estan en la misma orientacion en una misma molécula de ADN (p.e. en un
cromosoma o un plasmido) la accion de la recombinasa produce la eliminacion o delecién de la
secuencia de ADN entre los sitios de recombinacién en un fragmento circular con alta eficiencia. El
proceso inverso, la integracién o insercion de un fragmento de ADN en otro, también es posible, pero
mucho menos favorable en la reaccion. Si las secuencias diana estan en direccion opuesta en una
misma molécua de ADN la recombinasa genera inversiones. Por ultimo, en el caso de que las
secuencias diana se encuentren en la misma orientacion en moléculas de ADN diferentes la
recombinasa puede generar traslocaciones (Sadowski, 1995; Lobe and Nagy, 1998).

3.1. Los ratones mutantes con el gen Igfir floxeado o Igf1r""

Como ya se ha mencionado, la generacién y caracterizacién preliminar del primer ratén
mutante, el knockout total de Igflr (Igflr"'), fue publicado hace veinte afios por el Laboratorio
del Dr. Efstratiadis en Columbia University. El animal Igflr"' es un neonato muy pequefio que
se muere al nacer, aparentemente debido a un fallo respiratorio generado por sus mdltiples
achaques: déficit de crecimiento, hipoplasia muscular muy acusada, y también con unos
pulmones desproporcionalmente hipoplasicos y compactos que también contribuyen a su
mortalidad postnatal (Liu et al., 1993; Epaud et al., 2012). El fenotipo pulmonar del knockout
total ha sido estudiado en detalle y publicado recientemente por el grupo del Dr. Holzenberger
(Epaud et al., 2012).
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En el afio 2000 estos dos grupos publicaron la generacion de los mutantes Igf1r™ (Igfir

floxeados), y afios més tarde también lo hicieron otros grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Lineas de ratones mutantes Igfir
la bibliografia.
(http://www.informatics.jax.org/).

Tomado de

T

la base de datos

y las mutaciones condicionales in vivo descritas en

MGI (Mouse Genome Informatics)

Sanger Institute
(Cambridgeshire,
UK)

Nombre del alelo | Num. MGI Laboratorio de Mutaciones condicionales
origen
Igfarmie MGI:2386328 | Martin - Células beta del pancreas (Kulkarni et al., 2002; Ueki
Holzenberger et al., 2006; Okada et al., 2007)
(INSERM, Paris, - Células endoteliales vasculares (Kondo et al., 2003;
Francia) Kondo et al., 2004)
(Holzenberger et - Hepatocitos (Cadoret et al., 2005; Desbois-Mouthon
al., 2000) et al., 2006; Cadoret et al., 2009)
- Células de Sertoli en testiculo (Froment et al., 2007)
- Generalizada inducida por tamoxifeno, para analizar
musculo liso vascular (Cheng and Du, 2007; Zhang et
al., 2010)
- MUsculo cardiaco y esquelético (Laustsen et al.,
2007)
- Cardiomiocitos (Kim et al., 2008)
- Epitelio de prostata (Sutherland et al., 2008)
- Neuronas embrionarias (Kappeler et al., 2008)
- Timocitos y células T(Chu et al., 2008)
Igf1rmeAee MGI:2389580 | Argiris -Testiculo (Pitetti et al., 2013)
Efstratiadis -Resistencia a la insulina, diabetes y enfermedad
(Columbia cardiovascular (Rajwani et al., 2012)
University, NY, -Matriz 6sea (Xian et al., 2012)
EEUU) -Diferenciacion de las células sensoriales(Okano et al.,
(Dietrich et al., 2011)
2000) - Inducida por golpe de calor (heat shock) (Dietrich et
al., 2000)
- Células beta del pancreas (Xuan et al., 2002; Xuan et
al., 2010)
- Osteoblastos (Zhang et al., 2002; Niu and Rosen,
2005; DiGirolamo et al., 2007; Wang et al., 2007b)
- Neuronas CaMKlla del cerebro (Mason et al., 2003)
- Oligodendrocitos (Zeger et al., 2007)
- Células endoteliales (Abbas et al., 2011)
Igfar™miIeer MGI:3818453 | Jens Briining - Adipocitos (Kloting et al., 2008; Lee et al., 2013)
(Institute for (Kloting et al., 2008)
Genetics, - Células somatotropas (Romero et al., 2010; Gahete
University of etal., 2011)
Cologne,
Germany)
(Kloting et al.,
2008)
IgfLrmte MGI:3529204 | Lexicon Genetics | - Fibroblastos embrionarios de raton (Dinchuk et al.,
(The Woodland, 2010)
Tx)
Igf1rmOVPVIES) MGI:4881155 | Velocigene
(Regeneron
Pharmaceuticals)
(Tarrygtown, NY)
EEUU
Igf 1M AEUCOMMWET T \MG1:4842852 | Welcome Trust - Para uso general (Skarnes et al., 2011)

En todos los mutantes Igflr

flAfl

, la Unica modificacién genética con algunas variaciones

es que incorporan las dos secuencias loxP de 34 pb en los intrones que flanquean el exon 3 del
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gen Igflr localizado en el cromosoma 7 del ratén. De esta forma los ratones homocigotos
Igf1r" son viables y fértiles y no tienen un fenotipo aparente conocido. Las secuencias loxP
localizadas en ambos alelos de IGF1R de estos ratones son las que reconoce la recombinasa
Cre para producir una delecion sitio especifica del exén 3 de Igflr, dejando en el locus una
Unica secuencia loxP (34 pb). La mutacidon genera un alelo nulo con sintesis de un receptor
IGF1R truncado y no funcional. Al eliminarle el exon 3 del gen de Igflr, se genera una proteina
truncada con 213 aa nativos (provenientes del exon 1y del exon 2) y tras el splicing incorrecto
del exon 2 al 4, se cambia la pauta de lectura con 27 aa incorrectos hasta que se encuentra un
codon STOP en la posicion 241. Este fragmento truncado de IGF1R con 240 aa
supuestamente deberia ser soluble y ni siquiera con capacidad de unir IGFs (Dietrich et al.,
2000; Holzenberger et al., 2000; Kloting et al., 2008). En la Tabla 2 se presenta una lista de

M mencionados al

diferentes mutaciones condicionales de Igflr generadas en los ratones Igflr
cruzarlos con ratones transgénicos que expresan Cre de forma especifica en diferentes tipos
celulares. En la Figura 15 se muestra un esquema que ilustra la organizacién/mutacion del gen
de Igflr durante su generacion y después de ocurrir la delecion, asi como la estrategia de
genotipado por PCR de los ratones Igf1r""

(Kloting et al., 2008; Romero et al., 2010).

generados en el laboratorio del Dr. Jens Briining

A IGF-ARWT ~ 300bp «—
- —IECE————— -
B IGF-1R floxed —~ 380bp <«

— > —— -

Cre expression l

C Em— > —

SIGFRKO

IGF-1R floxMiox IGF-1R flox/ WT Wi

Figura 15. Organizaciom gendmica del locus Igflr en los ratones mutantes Igflr
en el laboratorio de Jens Bruning (Univ. De Cologne) y su estrategia de genotipado por PCR.
A. Estructura normal (IGF1R WT) del gen Igfir mostrando los exones 2, 3y 4, y la localizacion de los
cebadores (flechas) para amplificar un fragmento de ADN de 300 pb, que incluye el exdn 3 del gen.
B. Localizaciéon de los sitios loxP (puntas de flecha negras) tras su introduccion por la técnica de

" generados

knockin en los ratones mutantes Igflrﬂ/ﬂ. El casette con el gen neo flanqueado por un sitio frt (elipse

gris), utilizado para la seleccion de los clones con la mutacion ya ha sido eliminado previamente por
accion de la recombinasa Flp. Tras la mutacion el locus (Igflr floxed) genera un fragmento de PCR de
380 pb con los mismos cebadores. C. La expresion de Cre en células que poseen la mutacion Igfir"
permite la recombinacion entre los sitios especificos loxP y la delecion del fragmento que flanquean,
incluyendo el exén 3 de Igfir, generando un knockout total del gen. D. Ejemplo de analisis por PCR
para el genotipado de los ratones mutantes Igflr"‘ mostrando las posibilidades de los tres genotipos
posibles (no se muestra el genotipado de la delecién) (Kloting et al., 2008; Romero et al., 2010).
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Tgl+

3.2. Los ratones transgénicos CCSP-Cre expresan Cre en las células de Clara del

epitelio respiratorio

Los ratones transgénicos CCSP-CreTg/+ expresan Cre dirigida por el promotor del gen
que expresa la proteina secretada por las células de Clara (CCSP). Esta proteina se expresa
en las células de Clara de la traquea, bronquios y bronquiolos, y en menos cantidad en sus
precursores, como en las células Clara variantes (Rawlins et al., 2009a). Ademas, también se
expresa en epitelios de rifion o mama, y en otros tejidos como prostata, tiroides e hipofisis (Peri

et al., 1993). Los ratones transgénicos CCSP-Cre o+

se generaron en el laboratorio del Dr.
Michel Tauc en la Universidad de Niza (Francia) por microinyecion de un fragmento de ADN
gue contenia 2,3 Kb del promotor del gen CCSP de ratén, dirigiendo la expresion del ADNc de
Cre (Figura 16A). Los autores demuestran que en la linea de transgénicos, gl4, Cre se expresa
en pulmén y especificamente en las células de Clara del epitelio bronquiolar (Figura 16B).
También demuestran que Cre es funcional y especifica de las células de Clara del epitelio,
porque al cruzarlos con los ratones de la linea reportera Rosa26-LacZ, observaron actividad
LacZ exclusivamente en este tipo celular del pulmén, y no en otros tipos celulares del epitelio
broquiolar, como por ejemplo las células epiteliales ciliadas (Figura 16C). Los ratones CCSP-

cre™" son fenotipicamente normales y fértiles (Bertin et al., 2005).

Cre WY1 polyA

500 bp

-
e\

Anti Cre-FITC Anti CCSP-FITC Anti B-TubulinFITC ——

Figura 16. Generacion y caracterizacion de los ratones transgénicos CCSP-Cre. A. Estructura del
transgen CCSP-Cre usado para generar la linea de transgénicos CCSP-Cre. B. Expresion de Cre en las
células de Clara del epitelio bronquiolar de los transgénicos CCSP-Cre, que también expresan CCSP. C.
Expresion de [B-galactosidasa en las células de Clara del epitelio bronquiolar de ratones doble
transgénicos CCSP-Cre/Rosa26-LacZ, pero no en las células ciliadas tefiidas con tubulina (Bertin et al.,
2005).
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Tg/+

3.3. Los ratones transgénicos Nkx2.1-Cre ®" expresan Cre en multiples tipos celulares

del epitelio respiratorio

El gen Nkx2.1 es un factor de transcripciéon de tipo homebox descrito inicialmente como
factor de transcripcion tiroideo (Ttfl) que regula genes especificos de esta glandula, pero que
también regula morfogénesis y destino celular en otros 6rganos vy tipos celulares. Ademas de
Nkx2.1 y Ttfl, este gen también se denomina T/EBP y Titfl (lkeda et al., 1995)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/22130).

Los ratones transgénicos Nkx2.1-Cre se generaron en el laboratorio del Dr. Stewart A.
Anderson (Weill Medical College of Cornell University, NY, EEUU). El transgen se genero a
partir de un fragmento de ADN gendmico de raton de 223 Kb contenido en un cromosoma
artificial bacteriano (BAC). EI BAC fue modificado para sustituir la secuencia codificante de
Nkx2.1 localizado en el exén 2 de la Cre (Figura 17A). El fragmento resultante se microinyecto
en odcitos fertilizados de ratén para generar los animales transgénicos (Xu et al., 2008). Los
ratones Nkx2.1-Cre expresan Cre en multiples tipos de células epiteliales del epitelio
respiratorio. Cuando se cruzan con animales reporteros Rosa26-LacZ se observa tincion para
B-galactosidasa en el epitelio respiratorio desde antes del dia E13 en el epitelio bronquiolar y
en las células AEC2 en el pulmén en desarrollo y en adultos (Tiozzo et al., 2009) (Figura 17B-
C). Dado que la expresion del promotor del gen Nkx2.1 nativo no es exclusiva del epitelio
respiratorio Cre también se expresa en neuronas del telencéfalo, tiroides e hipdfisis
(http://cre.jax.org/Nkx2.1.html).

A f_) ATG

Exon2 |——{  Exon3 -

BAC-Nkx2.1-Cre

Figura 17. Generacion y caracterizacion de los ratones transgénicos Nkx2.1-Cre. A. Estructura del
transgen Nkx2.1-Cre insertado en un BAC y usado para generar la linea de transgénicos Nkx2.1-Cre. B.
Expresion de LacZ en las células del epitelio bronquiolar y alveolar en embriones de ratones dobles
transgénicos Nkx2.1-Cre/Rosa26-LacZ de 13 dias de edad. También se aprecia tincién en los primordios
del tiroides (flechas rojas) (Xu et al., 2008). C. Expresion de B-galactosidasa en las células del epitelio
pulmonar de ratones dobles transgénicos Nkx2.1-Cre/Rosa26-LacZ donde se observa la activacion de
LacZ en las células epiteliales pulmonares de ratén de 7 dias (P7) y en adultos. La tincion se observa
tanto en las células del epitelio bronquiolar como alveolar. al, zona alveolar; br, broquiolo termina; X-Gal,
B-galactosidasa (http://jaxmice.jax.org/strain/008661.html).
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4. Los modelos de dafio y regeneracion epitelial pulmonar en ratén

Debido a su funcion, el pulmén esta constantemente expuesto a agentes toxicos y
patégenos presentes en el medio ambiente que eventualmente lo pueden dafar, pero posee
una gran capacidad de responder rapida y eficazmente al dafio generado por estas agresiones.
Durante el dafio en el tejido pulmonar y en su posterior regeneracion ocurren multiples
procesos celulares y moleculares interrelacionados funcionalmente entre los que destacan, la
inflamacion, la respuesta inmune y la regeneracion celular y tisular. El dafio pulmonar afecta
principalmente al epitelio de las vias respiratorias dado que forma la superficie celular en
contacto directo con el exterior. Cada tipo de dafio causa diferentes tipos de respuesta con
diferencias en el grado de infiltracion de células inmunes, en la fibrosis, en los tipos de células
afectadas, y en el mecanismo de regeneracion, e incluso en la patologia resultante. Estos
modelos de lesion pulmonar han sido descritos al detalle por varios autores. Para estudiar a
nivel celular y molecular los procesos de dafio y regeneracion del epitelio pulmonar se han
generado multiples modelos de estudio en animales de experimentacion, destacando entre
ellos los usados en ratén (Raiser et al., 2008; Rawlins et al., 2008; Asselin-Labat and Filby,
2012). Entre los modelos de dafio pulmonar mas utilizados estan los siguientes: el tratamiento
con naftaleno para el estudio de la regeneracion de las células de Clara, el uso de bleomicina e
hiperoxia para el dafio y regeneracion del epitelio alveolar e induccion de fibrosis, el tratamiento
con dioxido de silicio (SiO2) para dafiar las células del epitelio tragueobronquial proximal, la
pneumonectomia para el estudio de la regeneracion completa de tejido pulmonar, y la infeccion
con influenza virus pneumotrépicos para dafar diferentes tipos celulares del epitelio respiratorio
(Figura 18 y Tabla 3).
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naphthalene — 3

bleomycin
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Figura 18. Modelos de dafio pulmonar en ratén. Diagrama esquematico del efecto selectivo de diferentes
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dafios en el epitelio proximal y distal de las vias aéreas (Asselin-Labat and Filby, 2012).

Tabla 3. Modelos de lesion pulmonar para estudiar las células madre pulmonares en el ratén (Asselin-

Labat and Filby, 2012)

dose and route of
administration

target cell(s)

maximal
injury

neuroendocrine cells
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EC, AEC I, AEC I

Cyp2f2-containing Clara cells

CC10™ Clara cells, diliated
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4.1. Ablacion y regeneracion de las células de Clara con la administracién intraperitoneal

Unica de naftaleno.

Las células de Clara forman parte del epitelio de las vias respiratorias y desempefian
un importante papel fisiolégico en la produccion de moco, protecciébn contra los agentes
ambientales, regulacion de las respuestas inmunes e inflamatorias en el sistema respiratorio
(Plopper, 1983; Harrod et al., 1998; Hayashida et al., 2000; Watson et al., 2001; Wang et al.,
2003a; Reynolds and Malkinson, 2010). Al estar implicadas en el mantenimiento de la
homeostasis del pulmén, se supone que participan en la susceptibilidad y progresion de
patologias respiratorias como el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), o
el cancer de pulmén (Van Vyve et al., 1995; Shijubo et al., 1999; Luo et al., 2003). Hasta la
fecha, la participacion de las células de Clara en estos procesos patolégicos permanece en
gran medida enigmatica. Por lo tanto, es de gran interés estudiar su funcién para disefiar
nuevas herramientas que permitan investigar su funcion en la fisiologia y en las patologias

respiratorias.

El naftaleno es un hidrocarburo aromético encontrado en el humo del tabaco y en la
naftalina. Administrado intraperitonealmente a los ratones, el naftaleno se convierte citotoxico
cuando se metaboliza por Cyp2f2, una enzima perteneciente al complejo del citocromo P450
mitocondrial, que esta presente en alta cantidad en las células de Clara del epitelio de la
traquea, los bronquios y los bronquiolos (Buckpitt et al., 1995; Li et al., 2011). El naftaleno, al
ser detoxificado por las células de Clara provoca su muerte selectiva en los primeros dias
después de su administracion, aunque no afecta a una pequefia poblacién denominada células
de Clara variantes, que se supone poseen la capacidad de regenerar el epitelio dafiado
(Giangreco et al., 2004; Volckaert et al., 2011). Estos precursores son capaces de diferenciarse
tanto a células de Clara como a células ciliadas del epitelio lo que dara lugar a la regeneracion
completa del mismo. A nivel molecular, el dafio epitelial hace que las células del musculo liso
parabronquial localizado bajo la membrana basal secreten Fgf10 que actla sobre los nichos de
células madre Clara variantes en el BADJ y NEB (ver Figura 3), induciendo su proliferacion al
actuar sobre los receptores Fgfr2b y activar la expresién de diferentes genes como Snaill,
Notchl, Sftpc y también Wnt7b, que activan la regeneracion del epitelio (Figura 19) (Volckaert
etal., 2011).
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Figura 19. Esquema que representa el estudio del epitelio pulmonar antes y después de la
inducion de dafo por naftaleno (Volckaert et al., 2011). Se representa la morfologia del epitelio
pulmonar de los bronquiolos terminales y de la zona alveolar adyacente en estado normal (DO), y los
cambios histolégicos inducidos por la toxicidad del naftaleno sobre las células de Clara después de tres
dias de la administracion (D3) o tras catorce dias de recuperacion (D14).

La caracteristica distintiva de la reparacién celular del pulmén después de producirse
dafio con naftaleno es una respuesta rapida proliferativa que en Ultima instancia conduce a la
restauracién del epitelio respiratorio y de su funcién. Los procedimientos experimentales de
administracion de naftaleno permiten estudiar en detalle como ocurre la regeneracion del
epitelio bronquiolar y por lo tanto el modelo del dafio por naftaleno es de gran ayuda para el
estudio de la biologia de las células de Clara y para el estudio de los linajes celulares entre los
diferentes tipos de células epiteliales de las vias respiratorias pulmonares. Es por ello que ha
sido, y todavia es usado por muchos investigadores interesados en estos temas (Evans et al.,
1978; Hong et al.,, 2004; Rawlins et al., 2009b; Tiozzo et al., 2009; Volckaert et al., 2011,
Asselin-Labat and Filby, 2012).

4.2. Hiperoxia

El modelo de hiperoxia se usa principalmente para el estudio del dafio y regeneracion
del epitelio alveolar. Aunque existan diferentes protocolos de hiperoxia, en general el modelo

consiste en someter al ratdn a altas concentraciones de oxigeno (entre el 70 y el 100%)
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durante diferentes periodos de tiempo (48-72 h) produciéndole dafio celular para después

dejarles varios dias o semanas para estudiar la regeneracion del tejido.

A nivel celular la hiperoxia genera radicales libres que pueden dafiar el epitelio y el
endotelio del parénquima pulmonar. En ratones adultos, la hiperoxia inducida por O, provoca la
muerte celular de las células epiteliales alveolares tras dos o tres dias, y la reparacion se
completa durante las dos semanas siguientes (Pagano and Barazzone-Argiroffo, 2003). La fase
primaria de la toxicidad pulmonar hiperéxica consta de dafio en el epitelio y en el endotelio,
provocando edema e infiltracion de células inmunes. La fase secundaria subsiguiente consiste
en la proliferacion de células AEC2, fibrosis intersticial y deterioro del intercambio gaseoso
(Weinberger et al., 2002).

En los modelos animales, la hiperoxia prolongada da lugar a alteraciones
histopatolégicas similares a las encontradas en la lesién pulmonar aguda inducida por los
respiradores que se les aplican a pacientes con insuficiencia respiratoria. Estas alteraciones
incluyen la aparicion de edema, formacion de membranas hialinas, lesiones vasculares y
fibrosis pulmonar (Nash et al., 1967; Jones et al., 1985). La hiperoxia alveolar mantenida da
lugar a fendmenos de destruccion celular, tanto por necrosis como por apoptosis que se han
podido observar tanto en modelos de cultivos celulares como in vivo (Pagano and Barazzone-
Argiroffo, 2003; Wang et al., 2003b; Husari et al., 2006; Altemeier and Sinclair, 2007; Kallet and
Matthay, 2013). Los signos mas precoces de dafio celular por hiperoxia, en modelos
experimentales en ratas, aparecen en las células endoteliales de los capilares pulmonares que
muestran indicios de necrosis consistentes en rotura de las membranas citoplasmaticas y
nucleares y destruccion de organulos celulares (Kistler et al., 1967; Crapo et al., 1980). En los
pulmones sometidos a hiperoxia se ha observado un incremento de la actividad de las
caspasas entre ellas la caspasa 3 (Wang et al., 2003b; Pedreira et al., 2006). Otros efectos de
la hiperoxia son la induccién de una expresién aumentada en la produccién de diferentes
citoquinas y factores de crecimiento vascular endotelial, y la activacién de la matriz extracelular,
teniendo profundas implicaciones en la lesion y reparaciéon pulmonar en diferentes modelos
(Crapo et al., 1980; Fu and Xue, 2007; Chetty et al., 2008; Liu et al., 2009).

Como ya se ha mencionado entre los genes implicados se encuentran los IGFs, y hay
evidencia de que niveles reducidos de IGF1R (Narasaraju et al., 2006) en el pulmén favorecen
la resistencia al dafio por hiperoxia (Ahamed et al., 2005). El trabajo futuro para determinar in
vivo las células especificas afectadas y los mecanismos responsables de la reparacién del
dafio en estos modelos de lesibn puede proporcionar herramientas adicionales para
profundizar en el conocimiento de las bases celulares y moleculares de la regeneracion

pulmonar tras el dafio por hiperoxia.
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Objetivos

HIPOTESIS

Basandonos en lo expuesto en la Introduccidn, en esta Tesis doctoral pretendemos obtener un
mayor grado de conocimiento sobre la implicacion funcional de la sefalizacion por IGF1/IGF1R
en el desarrollo embrionario y postnatal del pulmén, estudiando modelos de ratones

modificados genéticamente. Para ello proponemos dos hipétesis:

HIPOTESIS 1 - La carencia de IGF1 durante el desarrollo embrionario del pulmén de ratén
altera la sefalizacién y los niveles de expresion de genes diana con actividad reguladora en

proliferacion y diferenciacion celular en diferentes compartimentos del pulmon.

HIPOTESIS 2 - IGF1R es necesario para la adecuada diferenciacion de las células epiteliales

pulmonares.

Para comprobar estas hipétesis nos propusimos los objetivos que se plantean a continuacion.

OBJETIVOS

1. Determinar los perfiles de expresién de genes del sistema IGFs/Ins durante el desarrollo del
pulmén de raton y caracterizar a nivel celular la expresion de IGF1R en el pulmoén prenatal y

adulto murino.

2. Evaluar las alteraciones en la expresién de genes del sistema IGFs/Ins, asi como los
cambios en la activacién de los mediadores de sefalizacién en los pulmones prenatales de los

ratones deficientes de IGF1.

3. Validar a nivel proteico como genes diana de IGF1 los factores de transcripciéon Nfib, KIf2,
Egrl, c-Jun y FoxM1, y las proteinas matricelulares Cyr61 y Ctgf durante la maduracion

prenatal del pulmén de ratones mutantes Igfl"".
4. Generar y caracterizar preliminarmente ratones mutantes condicionales de Igfir en el

epitelio pulmonar, determinando su efecto sobre la capacidad de diferenciacion y regeneracién

de las células del epitelio.
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Material y Métodos

1. Generacién y mantenimiento de las colonias de ratones mutantes

1.1. La colonia de ratones mutantes para Igfl

Los ratones mutantes para el gen Igfl, inicialmente cedidos por el Dr. Argiris
Efstratiadis (Liu et al., 1993) fueron retrocruzados a un fondo genético C57BI/6J realizando un
minimo de 5 retrocruces sucesivos con el fin de uniformizar la gran variabilidad en el fenotipo
atribuible al fondo genético mixto. Esta colonia fue generada y mantenida en el Servicio de
Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca (SEA-USAL) y después fue
trasladada al animalario del Centro de Investigacién Biomédica de La Rioja (CIBIR). Para el
mantenimiento de la colonia se cruzaron animales heterocigotos (Igfl”') entre si o0 con

+/+

animales de genotipo normal (Igf1™"). Los animales se han alimentado y manejado de acuerdo
con la directiva del Consejo de la Comunidad Econémica Europea (86/609/EEC), y segun los
procedimientos aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Salamanca y por el

Comité de Etica de Experimentacion Animal del CIBIR, (CEEA-CIBIR, Logrofio).

1.1.1. Obtencion de embriones y diseccion de pulmones prenatales en los

ratones mutantes para Igfl

Dado que en esta colonia todos los ratones Igfl"' se mueren al nacer, el estudio se ha
centrado en mutantes del periodo embrionario. Para generar y estudiar los embriones, las
hembras heterocigotas se cruzaron con machos sementales también heterocigotos, y a la
mafiana siguiente se sometieron a examen de presencia de tapén vaginal. Para determinar el
estadio embrionario, se consider6é la mafiana en la que se encuentra el tapén vaginal en la
hembra como dia embrionario 0,5 (E0,5). Los embriones de estadio E12,5, E14,5, E16,5 y
E18,5 fueron obtenidos por cesarea de las madres gestantes. En el caso de los embriones
E18,5 tras su diseccion, se dejaron durante 20 min bajo una lampara de calor mientras se les
masajeaba para reanimarles y ayudarles a respirar (Figura 20). A continuacién se pesaron en
una balanza de precision, se sacrificaron en hielo y se les corté un trozo de cola para extraer
ADN para su genotipado. En cada caso, los pulmones de cada estadio se diseccionaron de la
cavidad toracica bajo una lupa Nikon SMZ800 (Nikon, Tokio, Japén) para su posterior estudio.
A menos que se especifique lo contrario, se utilizaron un minimo de 3 animales por genotipo
(n=3).

Para el tratamiento de las hembras prefiadas con glucocorticoides, se afadio
corticosterona en el agua de bebida (30 mg/mL) desde el dia E9,5, hasta la obtencién de

embriones E18,5 o hasta el nacimiento, cambiando los biberones cada 2 6 3 dias.
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I Igfl~

Figura 20. Embriones de ratén en el estadio embrionario 18,5 normales y mutantes
sencillos para Igfl retrocruzados en un fondo genético C57BI/6J. El embrién de la
izquierda posee un genotipo salvaje para Igfl (Igflm) y el embrién de la derecha es mutante
nulo para dicho gen (Igfl'/').

1.2. Modelos de ratones mutantes condicionales deficientes en Igflr en el epitelio

respiratorio

Para abordar el estudio de la funcién de IGF1R en el epitelio respiratorio se generaron
y analizaron dos tipos de ratones mutantes condicionales deficientes de IGF1R en las células
del epitelio respiratorio. Para conseguir estos mutantes, los ratones mutantes homocigotos para
el gen Igflr, con secuencias loxP flanqueando el exén 3 y fenotipo normal, a los que se les

flAfl

dominara Igflr™ (Kloting et al., 2008), se han cruzado con dos lineas de ratones transgénicos

hemizigotos diferentes (CreTgH

). Estas lineas de transgénicos también presentan un fenotipo
normal, y se caracterizan por expresar la recombinasa Cre de forma especifica en
determinados tipos celulares del epitelio respiratorio de forma dependiente del promotor que

dirige el control de su expresién (Figura 21).

A X

Igfrn &

Delecion especificade Igfir
en el epitelio respiratorio

—

¢
Algfiren células del epitelio respiratorio
Igf1r"® en el resto de células del raton

Cre’™¥*; Igf1rif

Figura 21. Generacién de ratones mutantes condicionales de IGF1R en el epitelio respiratorio.
Estrategia de cruces de ratones Igflr"’fI con ratones trasgénicos Cre'* que dirigen la recombinasa a
las células del epitelio. Cre reconoce las secuencias loxP e induce la eliminacion del fragmento del
gen del Igfir entre los sitios de recombinacion loxP exclusivamente en las células del epitelio
respiratorio generando los ratones mutantes condicionales Cre™®"; Igf1r"".
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1.2.1. Generacién de ratones mutantes condicionales de Igflr en las células de

Clara del pulmén: los mutantes CCSP-Cre™; Igf1r™"

Para generar los ratones mutantes condicionales en las células de Clara del pulmén se

To/+ " obteniéndose los ratones dobles mutantes

flfl

cruzaron los ratones CCSP-Cre
CCSP-Cre'¥"; Igflr"/fI (Figura 22). Los ratones mutantes Igflr

con los Igfir
y los transgénicos CCSP-Cre
fueron generosamente cedidos por el Dr. Jens Brining (Universidad de Cologne, Alemania) y
por el Dr. Michel Tauc (Universidad de Niza, Francia) (Bertin et al., 2005). Ambas lineas de
ratones se han descrito con detalle en los apartados 3.1. y 3.2. de la Introduccion. Para obtener
los mutantes CCSP-Cre"™*; Igf1r"" se ha seguido un procedimiento de cruces tal y como se
indica en la Figura 23. Con el fin de generar la primera generacién, los ratones hemicigotos
CCSP-Cre™" se cruzaron con los ratones homocigotos Igf1r™"
50% de descendientes con genotipo doble heterocigoto CCSP-Cre™"; Igf1r"* y 50% Igf1r"*. En

la segunda generacion, los animales con genotipo doble heterocigoto de la F1 (CCSP-CreTg“;

fl/fl

para obtener una F1 con un

Igflr”’*) se volvieron a cruzar con animales homocigotos Igflr™. De estos cruces se generaron
los cuatro genotipos de la F2 en iguales proporciones: 25% Igfir"*; 25% CCSP-Cre™"; Igf1r"*;
25% Igf1r"™: 259% CCSP-Cre™*; Igf1r"". De éstos, los animales con genotipo Cre'"; Igf1r"",

"M son los verdaderos controles

son los animales problema de interés para el estudio y los Igflr
experimentales. Para todos los analisis realizados en esta linea de mutantes se usaron ratones

adultos con edades comprendidas entre 3 y 6 meses.

CCSP-Cre™@*

Cre en las células de Clara

Igf1 rﬂ/ﬂ S N

Delecion especificade Igf1r
en las células de Clara

-
‘\_D_/ Algfiren las células de Clara
~—— Igfirfioxffiex (normal) en el resto de las células

CCSP-Cre™@*; Igf1rif

Figura 22. Generacion de ratones deficientes de Igflr en las células de Clara. El cruce de
ratones Igflrﬂ/fI (Kloting et al., 2008) con ratones trasgénicos CCSP-Cre'?* que dirigen la
recombinasa a las células de Clara (Bertin et al., 2005), genera los mutantes condicionales de
Igflr en las células de Clara.
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@ CCSP-Cre™; Igfir* X CCSP-Cre**; Igf1r¥f

—{Cre f— _—
* ¢ ;
T -

T50% 50%
CCSP-Cre**; Igf1A¥+ @ cosp-cre’; igfidvt X cCsp-Cre; Igf1r
{Cre
— 7
I25% 125% 25%] 25%]
CCSP-Cre*’*; Igf1ri"* CCSP-Cre*’*; igf1r/f CCSP-Cre'™*; igf1ri/* CCSP-Cre™®*; Igf1r /1
F2 0
CCSP-Cre**; Igf1riV+ CCSP-Cre**; Igf1ri/t
—&E—
_—
Ctr3 Ctr 2 Ctr1l KnocKout
(Verdadero control) (Efecto Heterocigoto) (animales problema)

Figura 23. Estrategia de cruzamientos en dos generaciones para generar los ratones mutantes
condicionales Igflr. Se muestra la proporcion de genotipos obtenidos en cada generacion (F1y F2)
Y SuU uso experimental.

1.2.2. Generacion de los ratones mutantes condicionales de Igfir en todo el
epitelio respiratorio: los ratones Nkx2.1-Cre"®*; 1gf1r""

Para generar los ratones mutantes condicionales en todo el epitelio, los ratones Igf1r™"

se cruzaron con los ratones Nkx2.1-Cre en hemicigosis (Figura 24), siguiendo el mismo
procedimiento de cruces que se ha mencionado en el apartado anterior (Figura 23). Los
ratones transgénicos Nkx2.1-Cre, cedidos por el Dr. Stewart Anderson (Professor of Psychiatry
en Weill Cornell Medical College, Nueva York) (Tiozzo et al., 2009), se trajeron desde el
laboratorio del Dr. Oscar Marin (Instituto de Neurociencias, CSIC (Universidad Miguel
Herndndez, Alicante, Espafa). Las caracteristicas de esta linea de transgénicos se han
descrito en detalle en el apartado 3.3. de la Introduccién. Para todos los andlisis realizados en

esta linea de mutantes se usaron ratones adultos con edades comprendidas entre 3 y 4 meses.
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(Nkx2.1-Cre™?*

77

Cre en el epitelio pulmonar ¢

Delecion especificade Igfiren
las células épiteliales

Algfiren las células epiteliales
Igf1r*(normal) en los otros tipos celulares

Nkx2.1-Cre™*; Igf1rif

Figura 24. Generacion de ratones deficientes de Igflr en células del epitelio respiratorio
pulmonar. El cruce de ratones Igflr"/fI con ratones trasgénicos Nkx2.1-Cre™* que dirigen la
recombinasa Cre a las células del epitelio pulmonar desde los bronquios a la zona alveolar, generan
los mutantes condicionales Nkx2.1-Cre'®*; 1gf1r"".

1.3. Genotipado de los ratones mutantes

1.3.1. Extraccion de ADN gendmico

Para el genotipado de los animales se ha obtenido ADN gendmico a partir de las colas
de los animales tanto de los embriones en diferentes estadios, como de los animales en el
momento del destete. Fragmentos de las colas se digirieron en (0,5 mL) de tampén de lisis
(Tris-HCI 100 mM, pH 8,5, EDTA 5 mM, SDS 0,2% y NaCl 200 mM) con 5 ul de Proteinasa K
20 mg/mL (Roche Diagnostics). Esta digestion se incub6 toda la noche a 55°C con agitacion. Al
dia siguiente, las digestiones se centrifugaron a alta velocidad (16000xg) durante 60 min. Se
transvasé 0,5 mL de sobrenadante a un tubo nuevo, y se precipitd el ADN con 0,5 mL de
isopropanol. El tubo se agitd6 hasta que aparecié el ovillo de ADN. Tras una centrifugacion de
10 min a velocidad maxima se eliminé el sobrenadante y el precipitado se lavé con 1 mL de
etanol al 70%. Tras centrifugar 5 min se eliminé el sobrenadante y el precipitado se dej6 secar
al aire. Este precipitado se resuspendi6 en 50 ul de Tris-HCI 10 mM, pH 8,5, y se almacené a -

20°C hasta su uso para genotipado por PCR.

Para obtener el ADN gendémico de los érganos se procedio de igual forma que con las
colas, pero digiriendo con proteinasa K un fragmento del tejido en estudio. En el caso de las
colonias flotantes de células madre de pulmoén o de células epiteliales de la traquea obtenidas
por raspado con bisturi en PBS, éstas se recogieron por centrifugacion y se afiadié la solucion
de lisis para proceder a su digestion de igual forma que en los tejidos. Para obtener el ADN

gendmico de las células adheridas a las placas de cultivo, se afiadié solucion de lisis y se
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dejaron a 37°C toda la noche en el incubador, para después proceder con el protocolo arriba

indicado.

1.3.2. Genotipado de ratones por PCR

El genotipado de los ratones se realizd por la técnica de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa o PCR. Para la linea de ratones Igfl se usé 1 pyl de ADN genémico (300-500 ng)
para amplificar en una misma reaccion, un fragmento que corresponde al alelo silvestre de Igfl
y un segundo fragmento perteneciente a la unidad transcripcional de resistencia a neomicina
(Neo) presente en el alelo mutado. Las secuencias de los cebadores que fueron utilizados en la
reaccion y el tamafio de los amplicones generados se muestran en la Tabla 4. La longitud de la
banda esperada con los cebadores especificos para Igfl es de 250 pb mientras que la
esperada para Neo es de 284 pb. Una reaccidn tipica para el genotipado de los animales se
realiza en un volumen total de 20 pl con 1 yl de ADN gendmico de raton, 2 pl de tampén Taq
polimerasa 10X (Roche), 2 pl desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 2 mM (Roche), 1,5 pl
cebador sentido y antisentido Igfl1 5 pM (Sigma), 2,5 ul de cada cebador Neo 5 uM (Sigma) y
0,1 ul de la enzima Taq polimerasa (5 U/ul, Roche) (Moreno-Barriuso et al., 2006).

M se llevo a cabo a través de la

La reaccién de genotipado para la linea de Igflr
amplificacion de un fragmento de 300 pb para el gen silvestre y 350 pb para el gen floxeado,
usando cebadores especificos del locus Igfir (Tabla 4) (Figura 15 de la Introduccién). En la
reaccién de 20 ul se usaron 2 pl de tampdén Taq polimerasa 10X (Roche), 2 yl de dNTPs 2 mM
(Roche), 2 pl cebador sentido 600bp (5°) y 2 ul del antisentido 1kb3’ (5 uM cada uno, Sigma)
(Tabla 4), 0,2 pl de DMSO (Sigma), 0,1 ul de la enzima Taq polimerasa (5 U/ul, Roche) y 1 pl

de ADN gendmico (Kloting et al., 2008; Romero et al., 2010).

Para el genotipado del transgen CCSP-Cre se amplificé un fragmento de 100 pb del
gen de Cre (Bertin et al., 2005). Como control interno de la reaccion se amplificé un fragmento
de 325 pb del gen interleuquina 2 (112) (Tabla 4). La reaccién se realizé en un volumen total de
25 yl con 1 pl de ADN gendmico de raton y los siguientes componentes: 2,5 pl de tampdon Taq
polimerasa 10X (Biotools), 1 pl de MgCl, (Biotools), 2,5 pl de la mezcla de los cuatro dNTPs 2
mM cada uno (Roche), 2 pl cebador sentido y antisentido para Cre 5 uM (Sigma) (Tabla 4), 2 pul
cebador sentido y antisentido 112 5 uM (Sigma) y 1 ul de la enzima Taq polimerasa (1 U/pl,

Biotools).

Para genotipar los ratones transgénicos Nkx2.1-Cre el disefio de los cebadores
especificos genera un fragmento de 666 pb (Tabla 4). Como control interno de la reaccion
también se amplificé un fragmento de 325 pb del gen interleuquina 2 (112) (Tabla 4). Para la
reaccion de PCR se utilizaron 2 pl de tampon Taq polimerasa 10X (Biotools), 0,6 pl de MgCI2
50 mM (Biotools), 2 pl de dNTPs 2 mM (Roche), 2,5 pl cebador sentido Nkxin1pl, 5 pM, 2,5 pl
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del antisentido Crepl 5 pM (Sigma) (Tabla 4), 1 pl cebador sentido y antisentido 112 5 pM
(Sigma) y 1 ul de la enzima Taq polimerasa (1 U/ul, Biotools).

Para comprobar la delecién del exén 3 en la mutacién Igflr tras la acciéon de
recombinasa Cre se procedié a su respectiva identificacion por PCR. Usando los cebadores
especificos mostrados en la Tabla 4, el fragmento de la delecién en Igflr es de 491 pb, frente a
los de 1300 pb en el alelo floxeado y 1220 pb en el alelo normal o WT (Figura 15 de
Introduccion) (Kloting et al., 2008; Romero et al., 2010). Para esta reaccién de PCR de 20 pl se
usaron 2 pl de tampén 10X (Biotools), 0,6 pl de MgCl, 50 mM, 2 ul de dNTPs, 0,4 pl de DMSO
(Sigma), 2 pl del primer IGF1R 5’ 5 uM, 2 pl del primer 1kb3’ 5 uM y 1 pl de la Taq polimerasa
(Biotools, 1 U/ul).

TABLA 4: Oligonucleétidos especificos usados en la reaccion de PCR para el genotipado de
ratones mutantes para Igfl, mutantes condicionales Igflr y las lineas de transgénicos CCSP-Cre y
Nkx2.1-Cre.

Fragmento

H ’ H
Gen Alelo/Transgen Cebador Secuencia 5—3 amplificado Alelos
Igf1 Igfl Igfl F
GTCTAACACCAGCCCATTCTGATT 250 pb Igf1
Igf1 R ACTCGATTTCACCCACTCGATCG
Neo Neo F GCTTGGGTGGAGAGGCTATTC
284 pb Neo
CAAGGTGAGATGACAGGAGATC
Neo R
Igflr IGF1R/Flox 600bp (5°) TCC CTC AGG CTT CAT CCG CAA 300 pb/ WT
1kb3’ CTT CAG CTT TGC AGG TGC ACG 350 pb Floxeado
CCsP CCSP-Cre/ CreF GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
100 pb Cre
CreR GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT
Nkx2.1 Nkx2.1-Cre Nkxinlp CCACAGGCACCCCACAAAAATG
250 pb Nkx2.1-Cre
Crerpl GCCTGGCGATCCCTGAACAT
12 1I-2 IL-2 F CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
284 pb 11-2
IL-2 R GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
lgflr Delecion Igfir del 5’ TTATGC CTCCTC TCT TCATC 491 pb/ Delecion
1300 pb/ Floxeado
1Kb3’ CTT CAG CTT TGC AGG TGC ACG
1220 pb WT

El protocolo de amplificacion empleado varia en cada linea de ratones. Comienza con
un paso inicial a 94°C para desnaturalizar el ADN durante 2 minutos en la linea Igfl, 3 minutos
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M (WT vs floxeado) y CCSP-Cre, 5 minutos para la linea Nkx2.1-Cre y 4 minutos para

genotipar la delecion en Igfir, seguido de 35 ciclos de amplificacién en las lineas Igfl y Igf1r™,

para Igflr

y 30 ciclos en las restantes. Cada uno de estos ciclos consta de tres pasos: i)
desnaturalizacién, 94°C durante 30 segundos, excepto para la delecién en Igflr que se
extendio en 45 segundos; ii) anillamiento de cebadores con el ADN, 58°C para la linea Igfl y
delecion en Igfir™, 60°C para CCSP-Cre™*y 56°C para Igflr"" y Nkx2.1-Cre y iii) elongacion,
72°C durante 30 segundos excepto la linea Nkx2.1-Cre, 1 min y la delecion en Igfir que se hizo
durante 1 minuto y 20 segundos. Por ultimo se llevé a cabo una elongacion final a 72°C durante
7 min para todas las lineas excepto para la delecién, que se prolongé a 10 minutos. Para llevar

a cabo las reacciones de amplificacion se utilizé un termociclador (Applied Biosystem).

Las bandas amplificadas fueron separadas por electroforesis en geles de agarosa 2,5%
en TBE y colorante Gel Red® (Biotium 1:10000). De los 20 pl de reaccion de PCR en los geles
se cargaron 10 pl a los que se le afiadieron 2 pl de una solucion de carga azul de Bromofenol
(BrBlue, 30% glicerol en 1XTBE). La electroforesis se resolvi6 a 80 V entre 30 minutos, 1 ho 5
h, dependiendo del tamafio de los fragmentos a amplificar. Para estimar el tamafio de los
fragmentos de ADN analizados, se incluyé en los geles un marcador de peso molecular
(Roche). En la Figura 25 se muestran ejemplos representativos de geles de las diferentes

lineas analizadas.

A C
lgft- Igft+  Igft+*  Igft+- Cre™* Cre**  Cre™*  Cre**
« 284 pb (Neo) — — ) «— 325 pb (II-2)
« 250 pb (lgf1)
—— — <100 pb (Cre)
B D
Igfttx Igft+*  Igft**  Igf1fm Cre™*  Cre™*  Cre**
350 pb (f) v~ N « 666 pb (Nkx2-1-Cre)
L B B « 300 pb (WT) “ = N | 325pb (I-2)

Figura 25. Andlisis del genotipo de ratones mutantes Igfl e Igflr"’fI y los transgénicos CCSP-

cre™" y Nkx2.1-Cre'¥* por PCR. Fotografia de geles de agarosa tefiidos con Gel Red® donde se
separaron por electroforesis los productos de la reaccién de amplificacion. A. En los animales control
sélo los cebadores especificos para Igfl son capaces de amplificar un fragmento de ADN (Igfl), en el
caso de los animales nulos para Igfl sélo resulta positiva la amplificacion con los cebadores para Neo.
Los ratones heterocigotos generan dos bandas correspondientes a los dos alelos. B. Amplificacién de los
fragmentos correspondientes a los dos alelos del gen Igfl, la forma normal o WT y la forma floxeada (fl)
gue identifica los tres genotipos. C. Amplificacion de Cre en los animales ccsp-Cre'". El fragmento 112
se us6 como control positivo interno y se genera en todas las muestras. D. Genotipados de la linea
Nkx2.1-Cre™*. Los animales que poseen Cre (transgénicos) presentan un amplicon de 666 pb. El
fragmento de 112 es el control interno.
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2. Andlisis funcional no invasivo de la funcién respiratoria

La funcion respiratoria se realiz6 siguiendo el método de Conejero et al., (Conejero et
al.,, 2007). Para evaluar los parametros de la mecanica ventilatoria se realizé un andlisis no
invasivo de la funcién pulmonar usando pletismografia corporal total. Estas pruebas se
realizaron con el animal consciente y libre, emplazado en un pletismégrafo herméticamente
cerrado donde se les suministra un aerosol (Buxco Electronics, Troy, NY, EE.UU). El
pletismdgrafo consta de cuatro camaras. Mediante un dispositivo electrénico se registraron las
diferencias de presion entre las camaras donde respiran los ratones y una camara de
referencia. Los principales pardmetros registrados fueron: frecuencia respiratoria, volumen
corriente, volumen/minuto, tiempos inspiratorio y espiratorio, flujos pico inspiratorio y espiratorio

e indicadores de broncoconstriccion.

Mediante un nebulizador ultrasénico, y estableciendo un flujo constante de 1 L/min, se
procedid a la aerosolizacion de PBS o de PBS con cantidades crecientes de metacolina en
cuatro camaras independientes y de forma simultanea. Se administraron concentraciones
crecientes de metacolina, desde 3 mg/mL hasta 96 mg/mL durante dos minutos de tiempo. Los
cambios de presion en la via aérea se registraron durante los tres minutos siguientes a la
administracion de cada dosis mediante un neumotacégrafo que transmitié la sefial a un
analizador informatico. Estos cambios de presién, que reflejan el grado de obstruccion de las
vias aéreas, se cuantificaron mediante un parametro denominado “Penh”. Este se obtiene, de
forma automatizada mediante la siguiente relacion: Penh = (Te/Tr-1)*PEF/PIF. Donde (Te/Tr-1)
corresponde a pausa, “Te” es el tiempo espiratorio, “Tr” es el tiempo de relajacion, “PEF” es el
pico flujo espiratorio (ml/s) y “PIF” es el pico flujo inspiratorio (ml/s). El estudio se realizé en
paralelo en los ratones control (Igf1r"™) y los ratones KO condicionales (CCSP-Cre™*; Igf1r"™)

(n = 6 por genotipo).

3. Modelos de dafio y regeneracion pulmonar en los ratones mutantes

condicionales

3.1. Dafio y regeneracion pulmonar por exposicion de los ratones a hiperoxia

El estudio del dafio pulmonar por exposicion de los ratones a hiperoxia se realizé
siguiendo el protocolo usado por Ahamed et al., (Ahamed et al., 2005). Para inducir dafio
pulmonar por hiperoxia las jaulas de los ratones se introdujeron en una cémara sellada
(incubadora de neonatos hospitalaria adaptada) y se expusieron a una concentracion de
oxigeno entre 90 y 93% durante 72 h a temperatura ambiente. El flujo de oxigeno (ajustado a
1,5 L/min) y la concentracion de O, (> 90%) y de CO, (<0,5%) fue monitorizada y regulada por
controladores automaticos. Inmediatamente después de la hiperoxia se determind a los

animales la funcién respiratoria de forma no invasiva segin se describe en el apartado 2. A
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continuaciéon se mantuvieron en condiciones normales durante 48 h adicionales antes de su
sacrificio. Se analizaron 3 animales por condicion y por genotipo. Este protocolo fue aprobado
por el Comité de Etica de Experimentacion Animal del Hospital Gregorio Marafion (Madrid).

3.2. Dafio y regeneracion de las células de Clara por administracion intraperitoneal Gnica
de naftaleno

Para evaluar la capacidad de generacion de las células de Clara del epitelio respiratorio
(niveles de proliferaciéon y diferenciacién celular), éstas se eliminaron mediante la
administracién Unica de naftaleno a los ratones normales y a los mutantes condicionales
siguiendo el procedimiento experimental previamente descrito (Hong et al., 2001). Brevemente,
éste consistié en una Unica administracion intraperitoneal, bien de 10 pl/g de peso de aceite de
maiz (Sigma) a los grupos control, o bien de 25 mg/mL de naftaleno (Sigma) en aceite de maiz

(10 pl/g de peso) a los grupos experimentales.

Se analizaron entre 3 y 6 ratones de cada genotipo a diferentes dias de regeneracién
del epitelio (3, 7 y 14) tras el dia del tratamiento con naftaleno (DO) (Volckaert et al., 2011).
Para la determinacion de la proliferacién celular a todos los animales se les administré 0,1 mg/g
de peso BrdU (Roche) 2 horas antes del sacrificio por via intraperitoneal. Este protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica de Experimentacion Animal del CIBIR con el nimero
CEEA_CIBIR_11/11-01.

4. Cultivos de los explantes de embriones de la colonia Igfl

Los primordios de pulmones embrionarios E16,5 fueron diseccionados bajo una lupa y
se posicionaron sobre filtros de policarbonato de 1 ym (Whatmann, Géttingen, Alemania) que a
su vez se colocaron sobre una rejilla metalica de fabricacion casera en la interfase aire/medio
de cultivo. Como medio de cultivo se utilizé un medio definido DMEM-F12 (Invitrogen), sin
citoquinas ni factores de crecimiento, suplementado con: apo-transferrina 50 pg/ml (Sigma), 2
mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y streptomicina y 0,2 mg/ml de &cido ascérbico
(Sigma), que se cambi6 cada 48 horas (Pichel et al., 1996; Lebeche et al., 1999; Chen et al.,
2006). Estos explantes pulmonares se cultivaron a 37°C y en una atmoésfera de CO, al 5%
hasta un maximo de 96 h. En algunos casos los explantes se trataron con IGF1 100 ng/mL
(Sigma). Para monitorizar el crecimiento de los primordios se hicieron fotos diariamente a las 6,
24, 48, 72 y 96 horas con un microscopio Optico invertido Axiovert 135 (Zeiss). Se analizaron

un minimo de 10 organocultivos por genotipo.
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5. Cultivos celulares derivados de pulmon

5.1. Cultivos primarios de células mesenquimales pulmonares derivadas de colonias de

ratones Igfl

Los cultivos primarios de células mesenquimales se obtuvieron por adhesion diferencial
segun describe Lebeche et al., con maodificaciones (Lebeche et al., 1999). Los pulmones de

+/+

embriones E18,5 de los 3 genotipos Igfl**, Igf1*" e Igf1” extraidos de hembras Igfl*" cruzadas
con machos Igfl”', se diseccionaron bajo una lupa y se colocaron en PBS. Posteriormente se
disgregaron enzimaticamente mediante una digestion con 0,1% colagenasa Il (GIBCO) y 0,01%
DNAsa | (Roche) en solucion HBSS (Invitrogen) durante 45 minutos a 37°C para el genotipo
Igf1+’+ y 30 minutos para los Igfl"'. La suspension celular, con una mezcla de células
mesenquimales y epiteliales, se filtré por una malla de Nylon de 70 pum (BD Falcon) y se
centrifug6é a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente para sedimentar las células
disociadas. Las células sedimentadas se resuspendieron en 4 mL de DMEM (Invitrogen)
suplementado con: suero fetal bovino al 10% (Invitrogen) desnaturalizado con calor, L-
glutamina 2mM (Invitrogen), penicilina/estreptomicina, 100 U/ml/100 pg/ml respectivamente
(Invitrogen) y DMSO 0,5% (Sigma). La suspension celular derivada de pulmones Igf1™, Igf1*" y
explantes se sembré en placas de 60 mm y de 35 mm la derivada de Igfl”'. Las placas se
incubaron a 37°C durante 1 h en un incubador humidificado con atmosfera de CO, al 5%. El
sobrenadante conteniendo las células epiteliales se elimind, mientras que las células
mesenquimales adheridas a la placa se lavaron tres veces con PBS (Invitrogen) y se afiadié
medio fresco completo. Tras alcanzar un 70-90% de confluencia, aproximadamente a las 18
horas, estas células consideradas en pase 1, se trataron con tripsina 0,25% (Invitrogen) y se
pasaron a una dilucion 1:2 a nuevas placas que se incubaron hasta que las células alcanzasen
un 75% de confluencia. Posteriormente se pasaron de la misma forma a un tercer pase
siguiendo el mismo procedimiento en una dilucién 1:2. En el caso de que su destino fuese el
estudio inmunocitoquimico el tercer pase se realizd a placas de 24 pocillos que poseian cubres
de vidrio tratados con polilisina (0,01%, Sigma). Estas células en pase 3 y crecidas hasta sub-
confluencia (70-90%) en el medio completo de cultivo (10% FBS), se usaron directamente para
su estudio o bien se pasaron a un medio de ayuno con muy poco suero (0,1% FBS) durante 16
h adicionales. En algunos casos después de 16 h de ayuno se afiadio al medio dos factores de
crecimiento IGF1 (60 ng/mL) (R&D system) o IGF2 (30 ng/mL) (R&D system) y se analizaron a

diferentes tiempos hasta un méaximo de 48 h.
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5.2. Generacién y cultivo de lineas celulares de fibroblastos inmortalizados derivados de

ratones mutantes en Igfl

Para obtener fibroblastos inmortalizados los cultivos de células mesenquimales se
mantuvieron en el medio completo indicado en el apartado 5.1. durante mudltiples pases
siguiendo un protocolo 3T3. Las células del cultivo que sobrevivieron a la crisis de muerte
celular después de 15-20 pases, se clonaron y se verificé su genotipo (Igf1™"*, 1gf1™ o 1gf1™)
por analisis de PCR. Los fibroblastos inmortalizados asi generados, y entre los pases 22y 25
se crecieron en placas de 100 mm hasta sub-confluencia (70-100%). Para los estudios
inmunocitoquimicos las células se cultivaron en placas de 24 pocillos con cubres tratados con
polilisina. De forma similar que en el apartado 5.1., estas células se usaron directamente en
medio de cultivo completo (10% FBS), o bien se cambiaron en un medio de ayuno, en este
caso con ausencia completa de suero (0% FBS) durante 16 h adicionales. En algunos casos
después del ayuno se afiadié a las células IGF1 (60 ng/mL) o IGF2 (30 ng/mL) en el mismo
medio de ayuno y se cultivaron durante diferentes tiempos hasta un maximo de 48 h. Se
verificd el origen mesenquimal de estas lineas comprobando que expresaban vimentina, un

marcador de este linaje celular (Mendez et al., 2010)

5.3. Cultivos de lineas celulares tumorales de pulmén humano

Las lineas celulares epiteliales tumorales de pulmoén usadas fueron: H177, H520, H322,
H358, H23, H460, H727, H1299 y A549. Las células de estas lineas se cultivaron en placas de
100 mm (BD Falcon) con 10 mL de volumen de medio de cultivo DMEM (Invitrogen)
suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 2 mM (Invitrogen) y los antibiéticos
penicilina/estreptomicina (Invitrogen) y se mantuvieron en un incubador a 37°C con una
atmosfera de CO, al 5% hasta alcanzar un 70-90% de confluencia. Para los pases a una nueva
placa, se les aspiré el medio de cultivo, y se lavaron con 3 mL de PBS (conteniendo Na" y K).
Las células se tripsinizaron, se resuspendieron en medio de cultivo completo y tras una
centrifugaciéon de 5 minutos a 16000xg, se volvieron a resuspender en medio completo en
diluciones adecuadas para ser sembradas en placas nuevas. Su analisis se realizé en medio
completo (10% FBS), en medio de ayuno durante 16 h (0% FBS) o afiadiendo al medio de

ayuno IGF1 o IGF2 hasta un méaximo de 48 h.

5.4. Aislamiento y cultivo de células madre pulmonares derivadas de ratones mutantes
condicionales de Igfilr

Los cultivos primarios de células madre pulmonares se obtuvieron por adhesion
diferencial, segun describe el grupo del Dr. Juan José Ventura (Oeztuerk-Winder et al., 2012).
Para cada cultivo y condicion se usaron los pulmones obtenidos de tres ratones con el mismo

genotipo. Estos tres pulmones tras ser troceados finamente con tijeras se disociaron
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conjuntamente mediante una digestién en 0,5-3 mg/mL de colagenasa de tipo Il (168U/mg,
CLS3 Worthington) en medio de cultivo DMEM durante 30 min y a 37°C en agitacion. Tras la
incubacion, el digerido celular resultante se centrifug6 durante 5 minutos a 225xg y tras eliminar
el sobrenadante se resuspendié en 5 mL de PBS. La suspension celular se pas6 primero por
un filtro de 70 um (Falcon), seguido de otro de 40 um (Falcon), y se centrifugé durante 5 min a
225xg. El filtrado celular resultante se resuspendid en un medio de cultivo DMEM-F12
(Invitrogen) suplementado con L-glutamina 2mM (Invitrogen), 100 U/ml de penicilina y
streptomicina, 10 ng/mL de FGF2 (Peprotech), 10 ng/mL de EGF (Peprotech), 2% de de B27
(Invitrogen), y 1% de medio N2. A su vez la composicion del medio N2 es constituida por: 25
mg/mL de insulina humana (Sigma), 0,1 g/mL de apo-transferrina (Sigma), 7,5% de BSA
fraccion V (Invitrogen), 0,6 mg/mL de progesterona (Sigma), 160 mg/mL de putrescina (Sigma),
y 2,99 mM de selenito de sodio (Sigma) todo disuelto en DMEM-F12 (Invitrogen). La
suspension de células (3 mL) se reparti6 en dos pocillos de una placa de 6 (NUNC),
considerando este dia como dia cero (DO0). Durante los dos primeros dias de cultivo el medio
anteriormente descrito fue suplementado adicionalmente con 5 pg/mL de insulina humana
(Sigma) y 2% de FBS. Las células se cambiaron cada 2 dias, hasta el dia 8 (D8). A partir de
aqui se mantuvieron tres dias adicionales hasta el dia D11, dia final del analisis. En los dias
D2, D4 y D8 los pases se efectuaron exclusivamente disgregando las colonias celulares
mediante pipeteo. En el caso del pase del D6 se realizé con ayuda de una disociacion
enzimatica una solucion de acutasa 10% (PAA). En cada pase después de su disgregacion, la
suspension celular se centrifugd a 225xg y se resupendieron en 3 mL de medio completo (sin
suplemento adicional de insulina ni suero) y se sembraron en 2 pocillos de 3,5 mm, salvo para
el dia D6 que se resuspendieron en 6 mL y se sembraron en 3 pocillos (Figura 26). En el dia
del andlisis las células se levantaron de la placa mediante pipeteo mecanico y, o bien se
dividieron para ser recogidas en citospins (4 citospins/pocillos) (Shadon) y posterior analisis
inmunocitoquimico o se centrifugaron y lisaron para obtener ARN, proteinas o ADN genémico.
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Figura 26. Esquema resumen del método de cultivo in vitro de células madre del pulmén de ratén.
Una vez diseccionados los pulmones (3 por condicidn), se prosiguié a su troceado y posterior digestion
con colagenasa durante 30 minutos con agitacion a 37°C. La suspension celular se pas6 por un filtro de
poro de 70 um, seguido de uno de 40 um y se sembré en medio completo en dos placas de 3,5 mm.
Durante los dos primeros dias el medio se suplementé con 5 pg/ul de insulina y 2% de FBS. Tras
algunos pases mecanicos y uno enzimatico con acutasa cada dos dias se procedio a su andlisis en el dia
11. Las colonias obtenidas se usaron para andlisis por inmunofluoescencia, para obtencién de ADN
gendmico, ARN y proteinas para andlisis por Western blot.

6. Obtencion y analisis de proteinas de pulmones, organocultivos y

cultivos celulares

6.1. Obtencion de lisados de proteinas de los cultivos celulares

Los lisados de proteina se obtuvieron de pulmones completos diseccionados de

embriones o de ratones adultos, de explantes de pulmén cultivados ex vivo, y de los diferentes

62



Material y Métodos

cultivos celulares. Los pulmones y los explantes de pulmones en cultivo tras ser lavados en
PBS frio, se homogenizaron en una solucion de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, TRITON X-100 1%, SDS 0,1%, PMSF 1 mM, aprotinina 1 pg/mL, leupeptina 1
pg/mL, pepstatina 1 pg/mL, NaF 1mM, NasVO, 1mM, con un homogenizador T8 Ultra Turrax

+/+

(IKA-Werke). Los pulmones completos de embriones E18,5 cuyo genotipo era Igfl™ o Igfl”' se
lisaron en 500 pl de solucién de lisis y en 300 pl los Igfl”'. En el caso de los cultivos celulares,
las células adheridas se lavaron con PBS frio y se lisaron directamente en las placas usando la
solucion de lisis arriba indicada. Se usaron 400 ul para las placas de 100 mm y 100 pl para las
de 60 mm. En todos los casos, tras una incubacion de 15 min en hielo los desechos celulares
fueron eliminados mediante centrifugacién a 14000xg durante 15 min a 4°C, y los
sobrenadantes con los extractos de proteinas se pasaron a un tubo nuevo y se congelaron a -

80°C hasta su uso.

6.2. Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la cantidad de proteina, se utiliz6 el sistema de determinacion de
proteinas Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), basado en el método de Bradford (absorbancia de
595 nm en una solucién 4cida de azul de Coomassie G-250 cuando el colorante se une a
proteina). El célculo de la concentracién de proteina, se determiné por interpolacién en una
recta patrén, empleando diluciones de concentracién conocida de proteina a partir de una
solucién patrén de 1 mg/mL de seroalbumina bovina (BSA, Bio-Rad). La recta patrén se generé
preparando las diluciones de las muestras en pocillos de 96 de fondo plano (Falcon). Para ello
se prepararon por duplicado, en un volumen final de 262 puL en agua estéril, soluciones de
cantidad conocida de proteina (0 a 10 ug) a las que se les afiadié 2 uL de la misma solucién de
lisis en la que se encuentra el extracto de proteinas y 50 pL del colorante (Dye Reagent, Bio-
Rad).

Para determinar la cantidad de proteina presente en los extractos de las distintas
muestras, éstas se pipetearon por duplicado en pocillos de la misma placa en la que se realiz6
la recta patron. En cada pocillo se pipetearon 2 pL de muestra, 210 uL de agua estéril y 50 L
del colorante (Dye Reagent). La placa con las diluciones de la recta patron y las distintas
muestras se agitdé vigorosamente durante unos segundos en un agitador de placas TITRAMAX
100 (HEIDOLPH), y se pas6 a un lector de placas (POLARstar Omega, Biogen), donde se
midio la absorbancia a 595 nm.

En todos los casos las concentraciones de las diluciones problema se hicieron coincidir
dentro de los valores de los patrones de la recta de calibrado. La calidad y fiabilidad de la
medida la aportd el coeficiente de determinacion de la recta de calibrado, que oscil6 entre 0,98
y 1. Con la ecuacion de calibrado y las medidas de absorbancia se obtuvieron por interpolacién

los valores de las concentraciones de las disoluciones problema.
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6.3. Analisis por Western blot

Para la realizacion de los analisis por Western blot entre 10 y 20 ug de extractos
proteicos de los lisados pulmonares se mezclaron 1:1 con una solucién 2X de tampén de carga
(Tris-Cl 200 mM pH 6,8, DTT 400 mM, SDS 8%, glicerol 40%, y azul de bromofenol 0,4%) y se
hirvieron durante 10 minutos. Las muestras se separaron en geles de SDS poliacrilamida al
8%, 10% o 15%, dependiendo del tamafio de la proteina de interés, utilizando un tampén de
electroforesis que contiene Tris-HCI 0,25 M, glicina 2 M y SDS 0,5%. A continuacion, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF- Immobilon Transfer membranes —
(Millipore) de poro 0,45 pm o de nitrocelulosa de poro 0,2 um (Millipore) dependiendo del peso
molecular de la proteina en estudio, utilizando un tampén de transferencia humeda (Tris-HCI 25
mM, glicina 192 mM y metanol 10%). La transferencia se realiz6 empleando un aparato Mini
Trans-Blot Cell (BioRad) con un voltaje de 100 V y a 4°C durante 1 hora y 15 min para
proteinas de peso molecular superior a 36 kDa, o durante 30 minutos para proteinas con peso
molecular inferior a 36 kDa. Las membranas se bloquearon con leche desnatada en polvo al
10% en solucion TBS-T (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4; KCI 3,0 mM; NaCl 140 mM, y Tween 20
0,1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas se incubaron
con los anticuerpos primarios diluidos en TBS-T con BSA 1% durante toda la noche a 4°C. Los
anticuerpos empleados y su diluciéon se muestran en la Tabla 5. Para determinar los niveles de
carga de las muestras pulmonares, las membranas se incubaron a la vez con un anticuerpo
para la deteccion de B-Tubulina. Seguidamente, las membranas se incubaron con los
anticuerpos secundarios adecuados conjugados a un fluorocromo durante 1h a temperatura
ambiente, y diluidos en leche en polvo desnatada al 10% en TBS-T. La lista y dilucién de los
anticuerpos secundarios usados se muestra en la Tabla 7. Después de cada incubacion, la
membrana se lavé 3 veces en TBS-T durante 10 min. La deteccion de las proteinas se llevé a

cabo por fluorescencia utilizando un scanner y software adecuado (Li-COR, Odissey).
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TABLA 5. Origen y dilucion de los anticuerpos primarios utilizados para los analisis por Western
blot

Anticuerpo primario

(referencialclon) Origen Dilucién Casa Comercial

CCNL1/Cyr61 (Sc-13100) Policlonal, conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
CCNL1/Cyr61 (PAB12525) Policlonal, conejo 1:1000 AbNova Corporation
CCN2/CTGF(Ab6992) Policlonal, conejo 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
CCN2/CTGF (Sc-14939) Policlonal, cabra 1:100 Santa Cruz Biotechnology Inc.
IGF1rB (C20) (Sc-713) Policlonal, conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
KLF2 (AB4137) Policlonal, conejo 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
NFIB/NFIB2 (Ab11989) Policlonal, conejo 1:1000 Chemicon International, Inc.
Foxm1 (MCA4903Z2) Monoclonal, ratén 1:500 AbD Serotec

Erg-1 (Sc-110) Policlonal, conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
c-junc (Sc-44) Policlonal, conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
PAKT (ser473) Monoclonal, ratén 1:1000 Cell Signaling

AKT (736E11) Policlonal, conejo 1:1000 Cell Signaling

pPERK1/2 (Tyr 202/204) Monoclonal, ratén 1:1000 Cell Signaling

ERK-2 (C-14) (Sc-154) Policlonal, conejo 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
pSTAT-3 (Tyr705) Policlonal, conejo 1:1000 Cell Signaling

STAT-3 (Sc-8019) Monoclonal, ratén 1:1000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
P-p38 (Tyr180/182) Policlonal, conejo 1:1000 Cell Signaling

p38a MAP Kinasa (9218) Policlonal, conejo 1:1000 Cell Signaling

CC10 (T18) (Sc-9772) Policlonal, conejo 1:5000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
B-Tubulina (T4026) Monoclonal, ratén 1:10000 Sigma

7. Histologia e Inmunodeteccién en las células y tejidos

7.1. Inmunocitoquimica (ICQ)

Para las tinciones de inmunohistoquimica (ICQ), las células crecidas en cubres se
fijaron en paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces durante 5
minutos en tampon HBSS (Invitrogen). A continuacidon se permeabilizaron con 0,5 ml PBS,
NP40 0,5% (Sigma) y Glicina 100 mM (Sigma) durante 10 minutos, y se volvieron a lavar otras
tres veces durante 5 minutos con HBSS. Antes de la adicion del anticuerpo primario, los portas
se trataron durante 1 h a temperatura ambiente con una solucion de bloqueo con suero de

conejo o cabra al 5% en PBS-T (Tween-20 0,2%) del mismo animal de donde esta generado el
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anticuerpo secundario. Posteriormente se procedid a la incubacién de los cubres con el
anticuerpo primario en solucién de bloqueo a 4°C durante toda la noche en una cédmara
humeda, segun las diluciones que se indican en la Tabla 6 (ICQ). Tras tres lavados de 5
minutos en PBS-T, las células se trataron a temperatura ambiente durante 2 h con los
anticuerpos secundarios diluidos en solucion de blogqueo segun se indica en la Tabla 7.
Finalmente los cubres se montaron con Mowiol (DABCO 2,5% 4-88), al que se le afiadié DAPI
(Sigma) sobre el portaobjeto, y finalmente se sellaron con laca de ufias. La deteccion del
anticuerpo se complet6 utilizando el microscopio confocal (LEICA). En todos los tipos celulares
las inmunotinciones se realizaron para los factores de transcripcion Nfib, Kif2 y FoxM1,
contratifiendo con phaloidina para visualizar los microtibulos de actina y DAPI para visualizar

los nlcleos.

7.2. Preparacion de tejidos para la histologia y las tinciones inmunohistoquimicas (IHQ)

Tanto las cajas toracicas conteniendo los pulmones de los embriones, como los
pulmones postnatales o sus l6bulos diseccionados se lavaron en tampon fosfato salino (PBS)
frio y se fijaron entre 8-15 horas en 10% de formalina tamponada (Merck). Las muestras se
introdujeron en un procesador de tejidos (Shandom Excelsior) que las tratd sucesivamente en
una graduacion creciente de etanoles (70%, 60 minutos; 80%, 60 minutos; 2 veces a 95%, 60
minutos y 2 veces 100%, 60 minutos), seguidos de dos bafos en xilol de 45 minutos cada uno
y cuatro bafios de parafina a 60°C de 60 minutos cada uno. Los bloques de parafina se
montaron en una mesa de tallado (Tissue-Tek TEC 5, Sakura, Japén), y se cortaron en
secciones seriadas de 3 a 5 ym con un micrétomo Microm HM 310 (Microm). Estas secciones
se adhirieron a portaobjetos cargados positivamente SuperFrost Plus (Menzel-Glaser). Los
portaobjetos con las secciones se mantuvieron 1 h en una estufa Binder (Tuttlingen) a 60°C, se
desparafinaron en dos bafios de xilol (proporcién 1:1) y se rehidrataron en graduacion
decreciente de etanoles (VWR) (100%, 100%, 96%, 96%, 70%, 70%) durante 5 min cada uno,

para finalmente ser sumergidos en agua destilada.

Para la obtencién de criosecciones de los cultivos de explantes de pulmén adheridos a
los filtros, las muestras fijadas se sumergieron en sacarosa 20% en PBS durante 24 horas para
su criopreservacion. A continuacion se incluyeron en bloques de Tissue-Teck O.C.T. (Sakura)
que se congelaron en isopentano a -80°C, se almacenaron a -80°C y se cortaron en secciones
de 5-10 um con un criostato Microm HM 505N (Microm) en un plano perpendicular al filtro. Tras
la realizaciébn de tinciones histoldgicas, y excepto en los casos de técnicas de
inmunofluorescencia, las secciones se volvieron a deshidratar en una serie de etanoles de
concentraciéon creciente (50%, 70%, 90%, 100%, 100%) durante 5 min cada paso. A
continuacion los portas se sumergieron en dos bafios de xilol durante otros 5 min y se

montaron con medio de montaje Eukitt (O. Kindler GmbH & Co). Estas muestras pulmonares

66



Material y Métodos

fueron analizadas y fotografiadas con un microscopio 6ptico BX41 (Olympus) equipado con una

camara digital (DP70, Olympus).

7.3. Tincién de Hematoxilina y Eosina

Para el examen histolégico, las secciones de parafina de pulmones E18,5 y las
secciones de pulmones adultos, se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E). En el caso de
secciones de parafina las muestras previamente se desparafinaron y se rehidrataron usando el
método estandar y fueron entonces teflidas con hematoxilina de Harris (Surgipath, Bretton,
Reino Unido) durante 5 min. Se lavaron con abundante agua del grifo y se procedi6 a la
diferenciacion de la tincién sumergiendo las secciones durante unos segundos en agua
carbonatada (solucion saturada de carbonato de litio). Se lavaron de nuevo con agua del grifo y
se tifieron durante 3 min en una solucién alcohdlica de eosina (Surgipath). Finalmente, tras un
Gltimo lavado, las secciones tefiidas se deshidrataron, se montaron y se analizaron en el

microscopio.

7.4. Tinciones inmunohistoquimicas de fluorescencia (IHQ)

Para las tinciones inmunohistoquimicas (IHQ) se emplearon muestras fijadas en 10%
de formalina tamponada y embebidas en parafina. Las muestras se desparafinaron y se
hidrataron segun lo descrito en el apartado anterior. A continuacién se procedié al
desenmascaramiento de antigenos. Para realizar la doble inmunofluorescencia con los
anticuerpos anti-IGF1Rp, -IGF1, -CC10, -SPC, -PECAM, -CGRP, -AQp5, -Vimentina, -SMA, -
BrdU las secciones se hirvieron durante 3 min en una olla a presion con tampén citrato 10 mM
pH 6,0. Para el analisis inmunohistoquimico de IGF2 se sumergieron en una solucién EDTA pH
9,0 en un vaso a 95°C durante 20 min. A continuacion se dejaron enfriar a temperatura
ambiente 20 min, y se lavaron con PBS. A continuacion, las secciones se bloquearon en una
solucién con suero de burro 5% (Vector), Tween al 0,1% y glicina (Sigma) en PBS (PBSTG)
durante una hora, se lavaron con PBS y se incubaron toda la noche a 4°C con los anticuerpos
primarios adecuados diluidos en solucion de bloqueo (Tabla 6, IHQ). Retirado el anticuerpo
primario, se lavaron las secciones con PBSTG y se incubaron segun las diluciones que se
indican en la Tabla 7 con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 h a temperatura
ambiente. Estos se usaron a una dilucion 1:200 para todos los anticuerpos estudiados a
excepcion del usado para detectar IGF1RB que se utilizé a 1:500 (Tabla 7). Todas las muestras
pulmonares se contratifieron con el marcador nuclear DAPI 1 yg/mL (Sigma). Por dltimo se
montaron con un medio de montaje (Prolong Gold Antifade Reagent de Invitrogen) y se
guardaron a 4°C protegidos de la luz. Las muestras de inmunofluorescencia fueron estudiadas

con un microscopio confocal (LEICA, modelo S5)
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TABLA 6.

Origen y dilucion de los anticuerpos

Inmunocitoquimica e Inmunohistoquimica.

primarios utilizados para los analisis por

Anticuerpo primario

Referencia/clon Origen Dilucién Casa Comercial
Actin (phalloidin- O7465) OREGON GREEN® 1:40 (ICQ) Molecular Probes O7465
CCN1/Cyr61 (Sc-13100) Policlonal, conejo 1:200 (ICQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
CCN2/CTGF (Sc-14939) Policlonal, cabra 1:200 (ICQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
E-Cadherina (3195) Monoclonal, ratén 1:200 (ICQ) Neomarkers-Labvision
Foxm1 (MCA49032) Monoclonal, ratén 1500 (Ic) AbD Serotec
1:50 (IHQ)
KLF-2 (AB4137) Policlonal, conejo 1:400 (ICQ) Abcam, Cambridge, UK
NFIB/NFIB2 (Ab11989) Policlonal, conejo 1:100 (ICQ) Chemicon International, Inc.
Pro-SPC (M-20) (Sc-7706) Policlonal, cabra 1100 {cQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
1:100 (ICQ)
1:1500 (IHQ)
Pro-SPC (AB3786) Policlonal, conejo Millipore (Chemicon)
1:1000 (ICQ)
Scal (Ly-6A/E) ,rOT;IgSZeFIuor 647 anti- 1:100 (ICQ) BioLegend
Aqp5 (G19) (Sc-9890) Policlonal, conejo 1:50 (IHQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
CC10 (T18) (Sc-9772) Policlonal, conejo 1:400 (IHQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
CGRP (N20) (Sc-8856) Policlonal, cabra 1:1000 (IHQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
Detyrosinated Tubulin (AB3201)  Policlonal, conejo 1:200 (IHQ) Millipore (Chemicon)
IGF1 (RB-9240P0O) Policlonal, conejo 1:25 (IHQ) Naision/Neomarkers R&D
IGF2 (AF-292-NA) Policlonal, cabra 1:25 (IHQ) R&D
IGF1RB (C20) (Sc-713) Policlonal, conejo 1:50 (IHQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
PECAM1/CD31 (M20) (Sc-1506) Policlonal, ratén 1:500 (IHQ) Santa Cruz Biotechnology Inc
Vimentin (Clone V9) Monoclonal, ratén 1:40 (IHQ) DAKO
BrdU (BU1/75) Monoclonal, rata 1:200 (IHQ) Abcam
SMA (Clone 1A4) (A5228) Monoclonal, ratén 1:500 (IHQ) Sigma

ICQ: Dilucion usada en tinciones inmunocitoquimicas
IHQ: Dilucion usada en tinciones inmunohistoquimicas
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TABLA 7. Origen, dilucién y aplicacion de los anticuerpos secundarios utilizados en las distintas
técnicas experimentales.

Anticuerpo primario Dilucion Aplicacion Casa Comercial
Alexa Fluor 633° donkey anti-goat 1:200 ICQ/IHQ Invitrogen
Alexa Fluor 546° donkey anti-rabbit 1:200/1:500 ICQ/IHQ Invitrogen
Alexa Fluor 633° goat anti-rabbit 1:200 ICQ/IHQ Invitrogen
Alexa Fluor 633® goat anti-mouse 1:200 ICQ/IHQ Invitrogen
Alexa Fluor 647° rabbit anti-goat 1:200 ICQ/IHQ Invitrogen
Alexa Fluor 488° chicken anti-rat 1:200 IHQ Invitrogen
Anti-Mouse IRDye 680 1:15000 WB LI-COR
Anti-Mouse IRDye 800 1:15000 WB LI-COR
Anti-Goat IRDye 800 1:15000 wWB LI-COR
Anti-Rabbit IRDye 680 1:15000 WB LI-COR
Anti-Rabbit IRDye 800 1:15000 WB LI-COR
Anti-lgG Conejo Biotinilado 1:400 IHQ Vector Labs
Anti-IgG Cabra Biotinilado 1:400 IHQ Vector Labs
Anti-lgG Rat Biotinilado 1:200 IHQ Dako

7.5. Tinciones inmunohistoquimicas con peroxidasa (DAB)

Para las inmunotinciones con peroxidasa se emplearon secciones de muestras fijadas
en 10% formalina tamponada y embebidas en parafina o criosecciones de los explantes de
cultivos pulmonares. Los portaobjetos con las secciones de 3 pm en parafina se mantuvieron
toda la noche en una estufa Binder (Tuttlingen) a 60°C y se desparafinaron en dos bafios de
xilol. A continuaciéon se rehidrataron en una serie de etanoles (VWR) en una graduacion
decreciente (100%, 90%, 70%, 50%), durante 2 minutos cada uno, y finalmente se sumergieron
en agua destilada. En el caso de las criosecciones se dejaron a temperatura ambiente durante
unos minutos antes de ser sumergidas en un bafio con PBS y después en agua. En ambos
tipos de secciones para el desenmascaramiento de epitopos de los anticuerpos Nfib y SPC, las
secciones de tejido se sumergieron en un bafio durante 3 min en una olla a presién con tampén
citrato 10 mM, pH 6,0. Posteriormente, las secciones se atemperaron y se lavaron con PBS

durante 5 minutos. Para inhibir la actividad de la peroxidasa endbégena las muestras se
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incubaron en perdxido de hidrogeno 10% (Sigma), a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Tras lavar con PBS 3 veces durante 5 minutos las secciones se incubaron durante 90 min a
temperatura ambiente con suero de cabra 5% (Vector) en PBST (Tween 0,1% en PBS) para
bloguear las uniones inespecificas. Los anticuerpos primarios se incubaron en una camara
himeda a 4°C durante toda la noche. Todos los anticuerpos, tanto primarios como secundarios
se diluyeron en la solucién de bloqueo. En la Tabla 6 se encuentran detallados los anticuerpos
primarios utilizados y las diluciones empleadas. Al dia siguiente se lavaron las secciones con
PBS y se incubaron 90 min a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario adecuado.
Los anticuerpos secundarios empleados en todos los casos conjugados con biotina, y sus
diluciones se muestran en la Tabla 7. Tras lavar de nuevo las secciones con PBS, se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain
ABC Reagent, Vector) para amplificar la sefial. La peroxidasa fue entonces revelada con el
sustrato 3,3’-diaminobencidina (DAB, Sigma) durante un periodo de tiempo variable segun el
experimento, normalmente entre 2 y 10 min. Las muestras se lavaron y se contratifieron con
hematoxilina (Dako). Finalmente los portas se deshidrataron y se montaron segun lo
especificado anteriormente en el apartado 7.2. Las muestras fueron analizadas y fotografiadas

con un microscopio 6ptico BX41 (Olympus), equipado con una camara digital DP70 (Olympus).

7.6. Determinacion de la proliferacion celular mediante inmunodeteccién de

Bromodeoxiuridina (BrdU) en ratones adultos

Las células en proliferacién se cuantificaron por incorporaciéon nuclear de BrdU in vivo
en los pulmones de los ratones adultos analizados tanto por utilizaciéon de la peroxidasa como
por inmunofluorescencia. Para el marcaje con BrdU, se inyecté a los ratones
intraperitonealmente una solucién de BrdU (Roche) a una concentracion de 0,1 mg/g de peso
corporal. Los ratones inyectados fueron sacrificados 2 horas mas tarde y procesados para su
inclusién en parafina y obtencion de secciones tal y como se ha detallado anteriormente. Las
secciones se desparafinaron y se hidrataron segin lo descrito en el apartado 7.2. Estas se
sometieron a un bafio durante 25 minutos en tampén citrato pH 6,0, 10 mM. A continuacién, se
atemperaron y posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS seguido de un tratamiento con HCI
2N en dos pases: el primero fue de 5 minutos a temperatura ambiente y el segundo de 25
minutos a 37°C. A continuacion, las secciones se lavaron 2 veces durante 10 minutos en borato
0,1 M, pH 9,5 seguido de dos lavados de 10 minutos en PBS. La actividad de la peroxidasa
endogena se bloque6 incubando las muestras con H,O, al 0,2% (Sigma), durante 15 minutos.
Tras lavar con PBSTG 3 veces durante 5 min las secciones se bloquearon 1 h a temperatura
ambiente con suero de conejo 5% (Vector) en PBSTG. Para la deteccion de las células en
proliferacion que incorporan BrdU se incubaron las secciones durante toda la noche a 4°C con
un anticuerpo anti-BrdU (AbCam) a una dilucién 1:200 en solucién de bloqueo. Tras lavar en

PBS se procedi6 a incubarlas con un anticuerpo secundario biotinilado anti-rata a una dilucion
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1:200 (Dako) durante 1 h a temperatura ambiente. Se amplifico la sefial con el método del
complejo avidina-biotina-peroxidasa (Kit ABC - ATOM) y se reveld la sefial con DAB (Sigma)
segun describe el apartado anterior. Por Ultimo, las muestras se contratifiieron con hematoxilina
de Harris y se montaron tal y como se describe en el apartado 7.2. Ademas de la realizacién de
la técnica inmunohistoquimica se realiz6 también la técnica de inmunofluorescencia con un
protocolo similar al anteriormente descrito pero con algunas diferencias. Para la recuperacion
antigénica las muestras se sometieron a un bafio en tampén EDTA pH 9 durante 25 minutos,
se dejaron enfriar y se lavaron 1 vez en PBS, seguido del mismo tratamiento con HCI 2N e
incubacion con el anticuerpo primario tal y como se ha descrito anteriormente. A continuacion,
se lavaron con PBSTG y se incubaron en soluciéon de bloqueo durante 1 h a temperatura
ambiente con suero de burro 5% (Vector) en PBST. Tras el lavado del anticuerpo primario con
PBS se procedié a incubarlas con un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488® anti-rata
(Invitrogen), a una dilucion 1:200 durante 1 h a temperatura ambiente. Las muestras se
contratifiieron con DAPI (1 pg/mL, Sigma). Por Ultimo se montaron con un medio de montaje
(Prolong Gold Antifade Reagent de Invitrogen) y se guardaron a 4°C protegidos de la luz, hasta

su andlisis y fotodocumentacion con un microscopio confocal (LEICA).

8. Determinacién de la proliferacién celular por incorporacion de MTS

La determinacién de los niveles de proliferacién en los cultivos celulares se realiz6
mediante el método colorimétrico de la incorporacion por MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (Promega). Este método determina
el numero de células viables en ensayos de proliferacién o de quimiosensibilidad, al incorporar
el MTS (de color amarillo) en el medio de cultivo celular. Al aumentar el nimero de células en
cultivo el MTS se reduce a formazano (de color morado) en las mitocondrias de las células
proliferantes, y se produce una solucién coloreada cuya absorbancia se puede medir en un
intervalo de longitud de onda alrededor de 490 nm, determinandose asi de forma directa el
nivel de proliferacion celular. La conversion de MTS en formazano soluble acuoso se lleva a
cabo por las enzimas deshidrogenasas que se encuentran en las células metabdlicamente
activas. La cantidad de conversion a formazano, medida por la cantidad de absorbancia es

directamente proporcional al nimero de células viables.

El ensayo con MTS se realiz6 en placas de 96 pocillos en donde se sembraron 15.000
células por pocillo en un volumen de 100 pl de medio. Este se realiz6 en las células de
diferentes tipos y genotipos y en diferentes condiciones de cultivo: medio completo 10% FBS,
medio de ayuno (0% FBS 6 0,1% FBS) y con IGF1 o IGF2 durante 48 h segln se describe en

los apartados correspondientes (5.1., 5.2., y 5.3. de Material y Métodos).

En el momento adecuado del cultivo se afiadié a cada pocillo 20 pl del reactivo MTS
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega #cat. G3582) y las

placas se incubaron adicionalmente durante 2 h a 37°C tapadas con papel de aluminio.
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Transcurrido ese tiempo se leyé la absorbancia a 490 nm, en un lector de placas POLARstar
Omega (Biogen). Los resultados finales se adquirieron de las medias de los datos obtenidos de
experimentos independientes con el disefio descrito para los diferentes tipos celulares

+/+

estudiados: mesenquimales primarias Igfl™" (n = 6); mesenquimales primarias Igfl'/' (n=4);y

la linea celular H1299 (n = 3).

9. Obtencidn y analisis de ARN

Todos los reactivos utilizados en cualquiera de los procedimientos descritos a
continuacion, fueron preparados con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y el material

de laboratorio tratado previamente para inactivar ARNsas.

9.1. Extraccion de ARN total

El ARN total se obtuvo de pulmones de raton de diferentes estadios embrionarios y
postnatales usando el reactivo Trizol® (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Los pulmones diseccionados se lavaron en PBS frio, se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido con 0,5 mL de Trizol®, y se almacenaron a -80°C hasta el momento de la
extraccion. Se homogeneizaron a temperatura ambiente en 1 mL total de Trizol® con un
homogeneizador T8 Ultra Turrax (IKA-Werke). Los homogenados se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 min para permitir la disociacién de los complejos nucleoproteicos, se
centrifugaron a 4°C para eliminar restos, y se pasaron a un tubo nuevo. Tras afadirles 200 pl
de cloroformo, los tubos se agitaron durante 15 segundos y se volvieron a incubar a
temperatura ambiente durante 3 min. Estas muestras se centrifugaron a 12000xg durante 15
min a 4°C. Tras la centrifugacion, se trasvaso la fase acuosa (ARN) a un tubo limpio y se
guardé a -80°C la interfase y la fase organica a partir de las cuales se puede aislar ADN y
proteinas respectivamente. A la fase acuosa se afadié 500 pl de isopropanol por mL de Trizol
inicial y el ARN se obtuvo mediante columnas “RNeasy Mini Handbook” (QIAGEN), siguiendo
las especificaciones del fabricante. De forma breve, el ARN precipitado en el sobrenadante con
isopropanol se carg6 en las minicolumnas. Tras un primer lavado, la columna se tratdé con una
solucién de 80 pl de ADNasa (QIAGEN, 2,72 KU/ul) en una solucién y condiciones indicadas
por el fabricante. Tras posteriores lavados, el ARN se eluy6 por centrifugacion en 30 ul de H,O-
DEPC.

Para cuantificar su concentracion y ver su grado de pureza, se tomaron 2 pl de los 30
pl totales y se analizaron con un NanoDrop® (Spectophotometer, ND-1000). Finalmente la

concentracién de ARN final se ajust6 a 1ug/pl en H20-DEPC.
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9.2. Sintesis de ADNc por transcripcion inversa

Para obtener ADNc a partir de ARN por la reaccion de transcripcién inversa (RT), se
utilizé el kit SuperScript 1l First-Strand Synthesis kit (Invitrogen) y un termociclador (Applied
Biosystem). Para cada reaccion de 20 pl finales, se utilizaron 2,5 ug de ARN de cada una de
las muestras objeto de estudio, 1 uL de dNTPs 10 mM, 1 ul de hexameros (50 ng/upl) ambos
reactivos proporcionados por el kit y H,O-DEPC hasta completar un volumen de 10 pl, en un
tipo de eppendorf de 0,2 mL. Estas mezclas se incubaron a 65°C durante 5 minutos en un
termociclador (Applied Biosystem). A continuacion se enfriaron durante 2 minutos en hielo y se
afiadio 9 pl de una mezcla con los siguientes reactivos: 2 pl de tampén RT (10X), 4 pl de MgCI2
(25 mM), 2 pyl de DTT 0,1 My 1 pl de RNAsaOUT (40 U/ul). Los tubos con estas mezclas se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos antes de afiadir a cada uno 1 ul de la
enzima SuperScript Il RT y de incubarlos de nuevo a temperatura ambiente durante 10 minutos
adicionales. A continuacion los tubos volvieron al mismo termociclador donde se incubaron a
42°C durante 50 minutos para realizar la transcripcién inversa, y finalmente 70°C durante 15
minutos para inactivar la enzima. Transcurrido este tiempo se afiadié a cada reaccion 1 ul de
RNAsa H para eliminar el ARN. El ADNc asi obtenido se guard6 a -20°C hasta el momento de

su utilizacion.

9.3. PCR cuantitativa a tiempo real

La expresion diferencial de los ARNm de cada uno de los genes en estudio se analiz6
mediante reacciones de PCR cuantitativa a tiempo real que se llevaron a cabo con la
tecnologia SYBR Green (iScript™ SYBR® Green PCR Kit, BioRad) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las reacciones de PCR se realizaron en un solo paso en un volumen final de 25
pl, con 100 ng de ADNCc aislado de los pulmones de ratén en diferentes estadios del desarrollo
(E16,5, E18,5, P1, P15, 4 semanas, 3 meses, 1 afio y 19 meses) y una concentracién final de
200 nM de los cebadores especificos para cada gen. Los cebadores se disefiaron para que
amplificaran productos de PCR entre 70 y 160 pb de longitud, y sus secuencias se detallan en
la Tabla 8.

Las reacciones de amplificacion se realizaron siempre por triplicado en un
termociclador “7300 Real Time PCR System” (Applied Biosystems). Las condiciones para todas
las parejas de cebadores fueron las siguientes: un primer paso de 10 min a 95°C;
posteriormente se realizaron 40 ciclos basados en una desnaturalizacion de 15 min a 95°C, un
anillamiento de cebadores a 60°C durante 1 minuto y una elongaciéon de 72°C durante 30
segundos. Por dltimo se llevé a cabo una ciclo basado en 95°C, 15 segundos; 60°C, 1 minuto;
95°C, 15 segundos y 60°C, 15 segundos. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el
software 7300 System SDS.
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Tabla 8. Cebadores utilizados en las reacciones de qRT-PCR

Gen Nombre Secuencia 5—3’ Fragmento amplificado
Igf1r IGFIR F11 CCAGAGCAAAGGGGACATAA
104
IGF1R R11 TGATTCGGTTCTTCCAGGTC
g1 m-IGF1-F3 CAGAAGCGATGGGGAAAAT
136
m-IGF1-R3 GTGAAGGTGAGCAAGCAGAG
Igf2 m-IGF2-F3 CCTTCGCCTTGTGCTGCAT
134
m-IGF2-R3 ACGGTTGGCACGGCTTGAA
Igfbp2 m-IGFBP2-F2 GGGAGTGCTGGTGTGTGA
183
m-IGFBP2-R2 CTGCTGGTGTTCGGGATG
InsrA m-IRa-F3 TCCTGAAGGAGCTGGAGGAGT
89
m-IRa-R3 CTTTCGGGATGGCCTGG
InsrB m-IRb-F4 TCCTGAAGGAGCTGGAGGAGT
123
m-IRb-R4 TTCGGGATGGCCTACTGTC
ccsP m-CCSP-249 (CC10)  ATGAAGATCGCCATCACAATCAC
135
m-CCSP-250 (CC10) GGATGCCACATAACCAGACTCT
SPC SPC-F GAAGATGGCTCCAGAGAGCATC
GGACTCGGAACCAGTATCATGC 129
SPC-F
Nkx2.1 Nkx2.1-F2 GCAGGTCAAGATCTGGTTCCAG
TGTCCTGCTGCAGTTGTTGCTG 88
Nkx2.1-R2
Cyp2f2 Cyp2f2-F2 TGAGGAAAATGGAAGGCAAG
85
Cyp2f2-R2 CCGAAGACGACAGAGCAGAT
Gadph GAPDH-F2 TCCTGCACCACCAACTGCTTA
TGGCATGGACTGTGGTCATGAG 91
GAPDH-R2
185 h/m 18S F ATGCTC TTAGCTGAG TGTCCCG
110
h/m 18S R ATCCTAGCGCGGTATCCAGG
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10. Andlisis estadistico

Para el estudio de las caracteristicas de la distribucion de las variables se ha recurrido
a pruebas no paramétricas. La prueba de Kruskal-Wallis se us6 siempre y cuando los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas no se cumplen, la muestra sea
pequefia o los datos sean ordinales. Es un método no paramétrico que permite comparar, en
un sélo test, las medianas de un conjunto de k muestras independientes. Otra de las prueba
utilizadas fue la prueba de Mann-Whitney U-test (también llamada de Mann-Whitney-Wilcoxon,
prueba de suma de rangos Wilcoxon, o prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney). Esta es una
prueba no paramétrica con la cual se identifican diferencias entre dos poblaciones basadas en
el analisis de dos muestras independientes, cuyos datos han sido medidos al menos en una
escala de nivel ordinal. En todos los casos se considerdé el valor de p < 0,05 como

estadisticamente significativo.
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Resultados

1. Perfiles de expresion de genes del sistema de IGF/Ins durante el

desarrollo del pulmdn en el raton

Dado que los genes IGFs estan implicados en el normal desarrollo del pulmén de ratén,
como lo demuestran multiples estudios sobre todo los realizados en ratones mutantes para
Igfir, Igfl e Igf2 (Liu et al., 1993; Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006; Silva et al.,
2006; Epaud et al., 2012) y que existe la posibilidad de sefializacion cruzada con genes de la
via de la insulina y sus receptores (Nakae et al., 2001), como primer objetivo decidimos
analizar los perfiles de expresién de ARNm de algunos genes del sistema de IGFs/Ins durante
el desarrollo pulmonar murino. La determinacion de los niveles relativos de expresion de ARNm
de estos genes se realiz6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) en diferentes
estadios del desarrollo pulmonar, desde estadios embrionarios (E16,5) hasta los 19 meses de
edad. Los resultados de estos experimentos para los genes Igfl, Igfir, Igf2, Igfbp2, las dos
formas de “splicing alternativo” del ARNm del Insr (A y B) se muestran en la Figura 27. Se
observa que estos genes se expresan en todos los estadios analizados, salvo 1gf2 que es casi
indetectable a partir del estadio P15 (Figura 27C), resultado que concuerda con datos ya
publicados donde se menciona que en condiciones normales, Igf2 no se expresa en estadios
postnatales del raton (Giannoukakis et al., 1993). Los niveles de Igfl son més elevados en los
estadios tempranos del desarrollo (E16,5; E18,5 y P1) para descender significativamente
postnatalmente hasta los 3 meses, y todavia mas a partir de esta edad (Figura 27A). Mientras
que los niveles de los ligandos Igfl e Igf2 descienden postnatalmente (Figura 27A y 27C) los de
su receptor, Igflr, presentan una expresion mas constitutiva con la edad (Figura 27B), aunque
también se aprecia una reduccion significativa en los estadios postnatales P15, 1 mes y 1 afio
con P1. El perfil de expresién de ARNm de Igfbp2 es practicamente complementario al de Igfl
e Igf2, presentando bajos niveles en los estadios embrionarios, y P1, y un pico de expresién
maxima a las dos semanas después del nacimiento (P15), para volver a bajar
significativamente en estadios posteriores (1 mes y 1 afio) (Figura 27D). Estos resultados

corroboran los realizados con los microarrays por Kho et al., (Kho et al., 2009).

Dado que la sefializacién de IGF1 e IGF2 por IGF1R es compartida con el receptor de
la insulina, incluyendo la formacion de receptores hibridos funcionales promiscuos
(IGF1R/Insrs), (Nakae et al., 2001), se decidid incluir en el estudio los perfiles de expresion de
las dos formas de “splicing alternativo” del receptor de la insulina (variantes A y B). Los perfiles
de expresion de estos ARNm siguen patrones similares entre si y también a los de Igfl e Igflr
con una expresion maxima en el estadio E18,5 y el dia 1 postnatal (Figura 27E y 27F). La
presencia de ARNm de estos genes durante los diferentes estadios del desarrollo del pulmon,
con cambios dindmicos en los niveles de expresion sugiere una posible implicacion funcional

de estos genes durante el desarrollo pulmonar en el ratén.
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Figura 27. Perfiles de expresion de ARNm de genes del sistema de IGF/Ins durante el desarrollo
pulmonar del ratén. Las gréficas representan los datos de gRT-PCR para los genes indicados usando
ARN obtenido de pulmones de ratén de distintas edades. El gen Rn18s (ARN ribosémico 18S) se ha
usado como control (n = 3 por condicion). A. Perfil de expresion de Igfl. B. Perfil de expresion de Igflr.
C. Perfil de expresion de Igf2. D. Perfil de expresion de Igfbp2. E. Perfil de expresion de InsrA. F. Perfil
de expresion de InsrB. Los datos corresponden a la media * error tipico. El resultado del analisis
estadistico significativo se representa con los siguientes simbolos: * diferencias significativas comparado
con P1; * diferencias significativas comparado con E16,5; * diferencias significativas comparado con
E18,5; ¢ diferencias significativas comparado con P15; @ diferencias significativas comparado con 1 mes.
Un simbolo, p < 0,05; dos simbolos, p < 0,01; y tres simbolos, p < 0,001 (Kruskal Wallis).
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2. Caracterizacion fenotipica de pulmdén prenatal en ratones mutantes Igfl
/-

Aunque estudios previos han mencionado o descrito preliminarmente el fenotipo
pulmonar de los pulmones de ratones deficientes de Igfl (Liu et al., 1993; Powell-Braxton et al.,
1993a; Powell-Braxton et al., 1993b; Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006), como
segundo objetivo nos propusimos caracterizar el mecanismo molecular de la accién de IGF1 en
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la organogénesis pulmonar, analizando la posible implicacion de genes diana de IGF1 en los
pulmones prenatales de los ratones mutantes Igfl”', con un fondo genético C57BI/6J. A
diferencia de los estudios previos realizados en ratones mutantes con fondo genético mixto, el
fenotipo pulmonar en los ratones mutantes Igfl” es mucho mas acusado y uniforme en los
animales C57BI/6J (Pais, 2013).

2.1. Validacién de la expresion diferencial de ARNm de genes reguladores en los

pulmones Igf1”

En trabajos previos de nuestro laboratorio al estudiar mediante la utilizacion de
microarrays la expresion diferencial de ARNm en pulmones prenatales E18,5 de ratones Igf1™,
se encontré genes con expresion diferencial significativa, algunos de ellos corroborados por
gRT-PCR (Tabla 1 de Introduccién) (Pais, 2013). El siguiente objetivo de nuestro trabajo fue
comprobar si los cambios de expresién de algunos de estos genes a nivel de ARNm se
corroboraban a nivel de proteina. De la lista de genes con expresion diferencial de ARNm se
eligieron algunos siguiendo dos criterios: (i) que fuesen genes con funciones reguladoras, y (ii)
0 bien que se expresasen y tuviesen funciones relacionadas con el desarrollo y maduracion del
pulmon, (iii) o bien que su expresién se haya descrito previamente regulada por IGF1 en algin
sistema hiolégico. Segun estos criterios, entre los genes con expresion diferencial de ARNm en
los pulmones E18,5 Igfl”' (Tabla 1 de Introduccién) se eligieron los factores de transcripcion
Nfib, KIf2, Egrl y c-Jun, y los factores matricelulares Cyr61 (CCN1/Igfbpl0) y Ctgf
(CCN2/1gfbp8). Todos ellos poseen capacidad reguladora de funciones celulares. Los factores
de transcripcion (Nfib, KIf2 y ¢-Jun) son proteinas que regulan los niveles de transcripcion de
otros genes. También se ha atribuido a los factores matricelulares, Cyr61 y Ctgf multiples
funciones reguladoras en diferentes tipos celulares y tejidos asi como en patologias (Brigstock,
2003; Perbal, 2004; Dhar and Ray, 2010). Por otra parte, estd perfectamente descrita la
implicacion de Nfib, KIf2 y Ctgf en el desarrollo pulmonar, ya que los ratones deficientes de
estos genes presentan alteraciones en el desarrollo embrionario del pulmén (Wani et al., 1999;
Grunder et al., 2002; Steele-Perkins et al., 2005; Baguma-Nibasheka and Kablar, 2008; Chen et
al.,, 2011). Ademas, Cyr61 y Ctgf se clasificaron inicialmente como IGFBPs de baja afinidad,
denominadas Igfbp10 e Igfbp8 respectivamente, debido a la presencia en su secuencia de un
dominio estructural relacionado con las IGFBPs (Chen and Lau, 2009). Por ultimo, Egrl y c-
Jun, son dos factores de transcripcion de respuesta inmediata cuya expresion se encuentra
inducida por IGF1 (Tominaga et al., 1994; Catania et al., 1999).

El estudio de los niveles de estas proteinas se realiz6 mediante el andlisis por Western
blot usando extractos de proteina total obtenidos de pulmones del estadio E18,5 Igf1*™* e Igf1”
incubados con anticuerpos especificos. Los resultados se presentan en la Figura 28A-B. La
expresion del factor de transcripcion Nfib, presenta niveles mas elevados de proteina en los

pulmones E18,5 Igfl”', al igual que lo obtenido para su ARNm. Del mismo modo los niveles de
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proteina de los genes Klf2, Egrl y Ctgf son méas bajos en los pulmones Igfl”', al igual que
ocurria con sus ARNm. Por el contrario las proteinas c-Jun y Cyr61 no mostraron diferencias
(Figura 28A-B).
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Figura 28. Niveles de proteina de los genes reguladores seleccionados con expresion diferencial
en microarrays de ARNm de pulmones mutantes para Igfl. A. Western blots representativos de los
factores de transcripcion Nfib, KIf2, Egrl y c-Jun, y de los factores matricelulares Cyr61/CCN1 y
Ctgf/CCN2 en los pulmones E18,5 de ratones Igfl”+ y Igfl"’. La B-Tubulina se utilizé como control de
carga. B. Representacion gréfica de las mediciones de densitometria de las sefiales especificas de las
bandas después de la normalizacién con B-Tubulina. Los valores de las muestras Igfl”+ se tomaron
como 100%. El numero de muestras diferentes utilizadas por genotipo se presenta en paréntesis (n). Los
niveles elevados de Nfib en los pulmones Igfl"' son estadisticamente significativos (** p < 0,01), y la
disminucion de los niveles de Klf2, Egrl y Ctgf también es significativa (* p < 0,05) (Mann-Whitney U-
Test). C-D. Inmunotincion para Nfib en secciones transversales de pulmon. Noétense los altos niveles de
expresion nuclear de Nfib en células mesenquimales que rodean los vasos sanguineos (flechas) y los
bronquiolos (puntas de flecha). La presencia de estas células es mas evidente en los pulmones Igf1™. as,
espacio aéreo; br, bronquiolo; bv, vaso sanguineo; B-Tub, B-Tubulina; s, septo. Barra de escala: 20 um.

La expresion de Nfib fue adicionalmente evaluada mediante tincion

+/+

inmunohistoquimica. En los pulmones normales Igfl™" Nfib se expresa en los nucleos de
multiples células del parénguima pulmonar, pero sobre todo en las células que bordean la base
del epitelio bronquiolar y el endotelio de los vasos sanguineos (figura 28C). Esta expresién se

corresponderia con células mesenquimales del musculo liso de estas estructuras histolégicas
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del pulmén prenatal segin se ha descrito previamente (Steele-Perkins et al., 2005). En los
pulmones Igfl”' el patrén es semejante, pero con una expresion mas acentuada en las células
mesenquimales parabronquiales y subendoteliales (Figura 28D). En su conjunto, estos datos
contribuyen a una mejor comprensién de las bases moleculares del retraso en la maduracion
pulmonar en un contexto de déficit del IGF1, con niveles de proteina mas elevados de Nfib y

mas bajos de Egrl, KIf2 y Ctgf, pero no afectando a los niveles proteicos de c-Jun y Cyr61.

2.2. Expresion de los IGFs en los pulmones E18,5 mutantes Igfl”'

Para determinar posibles efectos de compensacion del sistema IGF/Ins en la expresion
de determinados genes en los pulmones prenatales de los ratones mutantes para Igfl en
primer lugar se compararon los niveles de expresion de ARNm de 1gf2, Igflr, Igf2r, InsrA, InsrB,
lgfbp2, Igfbp4 e Igfbp6 por gRT-PCR en pulmones E18,5 Igf1™*

Igfb2, que mostré una reduccidn significativa en los pulmones Igfl"' (0,8 veces), ninguno de los

e Igfl”". Con excepcioén de la

otros genes mostré diferencias entre genotipos en los niveles de ARNm (Figura 29A).

Para comprender mejor el fenotipo pulmonar observado en los ratones nulos para Igfil,
adicionalmente se compararon mediante IHQ los patrones de expresién proteica de IGF1R y de
IGF2 en los pulmones E18,5 de ambos genotipos. Por una parte elegimos IGF1R por ser el
principal mediador de la accién de IGF1 con funcién y expresién celular autbnoma, por lo que
su localizacién y funcién en una determinada célula depende exclusivamente de su expresién
en esa célula, y por otra parte escogimos IGF2 por ser el ligando alternativo de sefializacién de
IGF1 a través de IGF1R. Para identificar la localizacion celular de estas moléculas se realizé
inmuno-co-tincion con marcadores especificos para diferentes tipos de células en el tejido
pulmonar (Retsch-Bogart et al., 1996; Morrisey and Hogan, 2010) (Figura 29B-M). Se encontré
una expresion ubicua generalizada de IGF1R (Figura 29B-K), con un patron similar en los

+/+

pulmones Igf1*" e Igfl”. Se aprecia que IGFIR se expresa prominentemente en todas las
células del epitelio bronquiolar de ambos genotipos (Figura 29B-G). Entre las células epiteliales
del bronquiolo terminal los mayores niveles de IGF1R se observan en las células de Clara, que
expresan especificamente el marcador de la proteina de células de Clara (CCSP) (Figura 29B-
C). También se observa una tincion de IGF1R en las células endoteliales de los vasos
sanguineos, y en las zonas del musculo liso perivascular y peribroquiolar colocalizando con la
actina del musculo liso (SMA) (Figura 29D-E). En los bronquiolos terminales la tincion del
IGF1R se encuentra dispersa en todo el parénquima, colocalizando con células que también
expresan SMA (Figura 29D-E). En la zona alveolar la tincion para IGF1R coincide con la tincién
para el precursor de la proteina surfactante C (Pro-SPC), un marcador que identifica las células
AEC2 (Figura 29F-G), pero sin embargo no colocaliza con las células tefiidas positivamente
para Aquaporina 5 (Agp5), un marcador especifico de células AEC1 en el pulmén (Figura 29H-

).

83



Resultados

>

Relative mRNA expression
>

O Igft +/+
algft -/-

-
»n

ot
o

0.0
lgf2 Igfir Igf2r InstrA InsrB Igfbp2 Igfbpd Igfbp6

Figura 29. Expresion de genes del sistema de IGFs en el pulmén E18,5 de ratones mutantes para
Igfl. A. Niveles de expresion de ARNm de Igf2, Igflr Igf2r, InrsA, InsrB, Igfbp2, Igfbp4 e Igfbp6
analizados por gRT-PCR en pulmones Igflm e Igfl (n = 4 por genotipo). El gene Gapdh se ha usado
como gen control endogeno. Sélo los niveles de ARNm de Igfbp2 son significativamente menores en los
pulmones Igfl (* p < 0,05) (Mann-Whitney U-Test). (B-K) Inmunodeteccién de IGF1R (marcaje en
verde), y de otros marcadores celulares especificos del pulmén (contratefiidos en rojo). La inmunotincion
para IGF1R es alta en el epitelio bronquiolar (flechas verdes), pero también se encuentra con menor
intensidad dispersa por todo el parénquima alveolar (asteriscos). No se observan grandes diferencias
entre los genotipos. (B-C) Tincion para IGF1R (flechas verdes) en el epitelio bronquiolar y en las células
de Clara, CCSP (flechas amarillas). (D-E) Tincion del IGF1R en las células vasculares endoteliales
(puntas de flechas verdes), SMA (actina de musculo liso) en el musculo liso peribronquial y perivascular
(flechas amarillas), y en el parénquima pulmonar (puntas de flechas amarillas). (F-G) Co-tincion de Pro-
SPC (SPC) con IGF1R en muchas células alveolares de tlpo 2 (flecha de color amarillo), dlstrlbwdas de
forma aleatoria en los controles (F) y con una organizacion mas acinar en los pulmones Igfl (G). (H-1)
Las células AEC1, tefiidas para AQP5, también se tifien para IGF1R (flechas rojas). (J-K) Co-tincién de
PECAM/CD31 con IGF1R en algunas células endoteliales alveolares en los pulmones Igf1™ (flecha
amarilla en J), pero no en los Igfl (flecha blanca en K). (L-M) Inmunodeteccion positiva de IGF2 (en
rojo) con Pro-SPC (en verde) en las células epiteliales bronquiolares de ambos genotipos. Notese que la
utilizacién de EDTA para la recuperacién antigénica de IGF2 causa una sefial refringente inespecifica en
las células rojas de la sangre (puntas de flechas naranja). br, bronquiolo; as, espacio aéreo. Barras de
escala: 25 ym en B-Cy F-G, 17 um en D-E y LM, 12 um en H-l y 8 um en J-K.
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También se observa frecuentemente una co-tincién de IGF1R con el marcador capilar
endotelial CD31/PECAM en los pulmones Igfl"’+ (Figura 29J), aunque este patrén no ocurre en
los pulmones Igfl'/' (Figura 29K). Finalmente, la inmunotincion para IGF2 fue intensa en el
epitelio bronquiolar del pulmén pero ausente en el parénquima pulmonar distal, y tampoco se

aprecian diferencias en el patrén de tincion de IGF2 entre los dos genotipos (Figura 29L-M).

2.3. Expresién y niveles de activacion de mediadores de la sefializacion de IGFs en el

pulmén de los ratones mutantes Igfl”'

Como las rutas de transduccion de sefiales de Ras/MAPK y PI3K/Akt estan
generalmente implicadas en proliferacién y diferenciacion celular mediadas por factores de
crecimiento durante el desarrollo de diversos érganos, incluido el pulmén (Ferrell, 1996; Lee et
al., 2001; Thrane et al., 2001; Wang et al., 2005; Ventura et al., 2007; Wu et al., 2009), se
analizaron los niveles de activacion por fosforilacion de las MAP/Kinasas ERK-1/2, Akt, p38, y
JNK (p46) en los pulmones E18,5 de ambos genotipos (Figura 30). Al analizar la proteina total
y los niveles de fosforilacion de ERK1/2, p38 y JNK, se observé un aumento tanto en la
expresion total como en los niveles de fosforilacion de las dos formas de ERK, pero tan sélo el
nivel de activacion de pERK2 fue estadisticamente significativo. Tampoco se ha apreciado
diferencias en la activacion de Akt, JNK o de p38 entre genotipos (Figura 30A-B). Dado que
STAT3 es un factor de transcripcion cuya activaciéon por fosforilacién también es dependiente
de la sefializacion de IGF1/IGF1R en el pulmén, también se analizaron los niveles de su forma
fosforilada, pero tampoco se observaron diferencias (Zong, 2000 # 68; Wang, 2005 # 145)
(Figura 30A-B). Como resumen del estudio de los niveles de expresion y activacion de
proteinas mediadoras de la sefalizacién de IGFs en el pulmoén prenatal Igfl"' sélo se aprecia
un aumento en la activacion de ERK2, indicando que al menos en parte, la accién de IGF1 en

la maduracion prenatal del pulmén se genera a través de esta via de sefializacion.
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Figura 30. Niveles de expresion de proteinas mediadoras de la sefalizacion de IGF1 en los
pulmones prenatales de ratones deficientes de Igfl. A. Western blots representativos de extractos de
proteina total sometidos a analisis de Western blot para IGF1R, pAkt, Akt total, pSTAT3, STAT3 total,
pERK1/2, ERK1/2 total, pp38, p38(a) total, pJNK y JNK (p46) total, usando dos muestras representativas
diferentes de pulmones por genotipo en el estadio E18,5. Los niveles de activacion se determinaron
utilizando anticuerpos fosfo-especificos. La B-Tubulina se ha utilizado como control de carga de proteina
en los geles (paneles inferiores). B. Representacion de las mediciones densitometricas de las bandas de
Western blot después de la normalizacion total de las proteinas de carga, ya sea usando 3-Tubulina o el
contenido total de cada proteina, en eI caso de la evaluacion de los niveles de fosforilacion. Las medidas
de los valores en las muestras Igfl”"* se tomaron como 100%. En paréntesis se muestra el nimero de
animales usado por genotipo. (* p < 0,05) (Mann-Whitney U-Test). -Tub, B-tubulina.

2.4. Efecto de IGF1 sobre la morfogénesis, la maduracién del septo alveolar y sobre los

niveles de expresién de genes reguladores en pulmones prenatales cultivados ex vivo

Las alteraciones morfologicas, histoldgicas y moleculares de los pulmones Igfl”'
descritos previamente y de forma puntual en el estadio del desarrollo E18,5, son consecuencia
de los cambios acumulados por ausencia del factor de crecimiento durante toda la
embriogénesis hasta este momento. Sin embargo estos cambios posiblemente sean
contrarrestados por mecanismos de compensacion que podrian enmascarar parcialmente el
papel real del IGF1 en la organogénesis de un pulmoén normal. Para validar y demostrar la
accion directa de IGF1 en la maduracion terminal del pulmén prenatal se diseccionaron los
pulmones de embriones en el estadio E16,5 tanto normales como Igfl”", se separaron los

I6bulos y éstos se cultivaron ex vivo durante 96 horas en medio definido, tanto en ausencia
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como en presencia exogena de IGF1. Estos cultivos se monitorizaron tomando fotografias de
su progresion en cultivo, y se observé que los explantes de ambos genotipos crecen en cultivo

hasta las 96 h de forma proporcional a su tamafio original (Figura 31A-B). En los pulmones Igfl

- ++

, cuyos lébulos pulmonares son ligeramente menores que los Igfl™ en el momento de la

diseccion, la adicién de IGF1 causa un efecto en la morfogénesis muy claro (Figura 31C-D). En

+/+

el caso de los l6bulos pulmonares Igfl™" la adicion de IGF1 produce cambios morfogenéticos
en la periferia del I16bulo (Figura 31C). Este efecto es mucho més evidente en los explantes de
pulmones Igfl” (Figura 31D).

+/+

El analisis histolégico de los explantes de pulmones normales Igf1™" revela la presencia
de una alta proporcion de células epiteliales de tipo cibico en el epitelio distal de los espacios
“saculados” presuntos sacos alveolares (Figura 31E y recuadro). Los explantes derivados de
embriones Igfl'/' presentan unos presuntos espacios aéreos mas reducidos y apenas exhiben
septos celulares definidos (Figura 31F y recuadro). Los pulmones cultivado ex vivo en
presencia de IGF1 sufren un proceso de vacuolizacibn muy acusado que probablemente sea
responsable del aumento de su tamafio. La adicién de IGF1 a los pulmones control Igfl”+ en
cultivo hace que los septos entre espacios se estrechen y sean mas definidos y el epitelio
respiratorio se aplane (Figura 31G y recuadro). Sorprendentemente, los efectos de IGF1 son
mas claros en los explantes de los pulmones Igfl”', provocando que los septos celulares entre
espacios sean mucho mas estrechos (2 a 6 células de grosor), que presenten un mesénquima

escaso y ausencia de células epiteliales cubicas (Figura 31H y recuadro).

La alta proporcién de células inmaduras del presunto epitelio sacular en los I6bulos no
tratados se demuestra por su tincion positiva para Pro-SPC (figura 311-J). La adicién de IGF1
reduce la proporcién de células SPC positivas y el aumento de la proporcidon de células no
tefiidas con una morfologia plana mas madura (Figura 31K-L). Asi, la adicion de IGF1 a los
explantes pulmonares conlleva una maduracidon de los septos que se asemejan mas a la
situacion in vivo de los pulmones normales E18,5 (Pichel et al., 2003; Moverare-Skrtic et al.,
2009; Pais, 2013).

A continuacién se procedié a comprobar si la accién in vitro de IGF1 en los explantes
pulmonares induce cambios en los niveles de expresion de genes con funciones reguladoras
propuestos como genes diana de IGF1 durante la organogénesis de pulmén (apartado 2.1.).
Asi, se procedio al analisis por Western blot de los niveles de proteina de Nfib, KIf2, Ctgf y
Cyr61, en los cultivos de explantes pulmonares, y en el estudio también se incluyé la laminina
como un marcador de maduracién pulmonar embrionaria (Relan and Schuger, 1999; Pierce et
al., 2000; Nguyen and Senior, 2006). Los resultados de este analisis se muestran en la figura
31M-N. Se observo que los niveles de expresion de Nfib en los explantes Igfl”, cultivados sin

+/+

IGF1, fueron significativamente méas altos que en los explantes Igfl™", mientras que no se
observaron diferencias significativas en los niveles de KIf2, Cyr61, Laminina y Ctgf (Figura

31M-N). Curiosamente, estos resultados reflejan los resultados encontrados en los pulmones
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E18,5 nativos, con la excepcién de KIf2 que si mostraba disminuida su expresion en los
pulmones Igfl”' (Figura 28A). La adicién de IGF1 exdgeno a los explantes IgflJ"+ provoca un
aumento significativo en la expresién de Nfib, Laminina y Ctgf, pero no cambia los niveles de
KIf2 y Cyr61, y en los pulmones Igfl” todas las proteinas, salvo Ctgf aumentan
significativamente sus niveles en respuesta a IGF1 (Figura 31M-N). Cuando en paralelo se
determinaron los niveles de proteina de IGF1R, se observé que aumentaron significativamente

+/+

en los pulmones Igfl”' con respecto a los Igf1™", tanto en ausencia como en presencia exégena
de IGF1 (figura 31M-N). Como era de esperar, la adicion de IGF1 causa una leve reduccion en
la expresion de su receptor en explantes de ambos genotipos, probablemente debido a una
inhibicién de la expresiéon de IGF1R por retroalimentacién generando una represion de la
expresion de IGF1R. Este efecto ya habia sido demostrado previamente en otros sistemas
biolégicos (Stewart and Rotwein, 1996 144). En conjunto, estos resultados demuestran que
IGF1 funciona como un factor importante durante el desarrollo terminal del pulmoén,
colaborando en la maduracion morfogenética y molecular de las vias aéreas, y regulando la
expresion de los factores de transcripcion, Nfib y KIf2, y de las proteinas matricelulares, Cyr61

y Ctof.
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Figura 31. Efecto de IGF1 sobre la morfogénesis alveolar y sobre la expresion de genes diana en
pulmones prenatales cultivados ex vivo. Los lébulos pulmonares de embriones E16,5 con genotipo
Igfl”+ e Igfl"' se cultivaron en medio definido durante 96 h, en ausencia o en presencia de IGF1
recombinante (100 ng/mL). A-D. Im4genes del mismo tipo de I6bulo pulmonar cultivado ex vivo durante
96 h donde la transparencia del tejido refleja el efecto de la adicién de IGF1 exdégeno al medio de cultivo
sobre la morfogénesis del explante, dependiendo del genotipo (n = 10 para cada condicion). La linea
purpura discontinua indica los planos de corte histolégicos mostrados en E-L. E-H. Tincion de H&E en
secciones de los pulmones cultivados (n = 4 por condicién). Los explantes no tratados con IGF1
muestran un tejido pulmonar compacto con septos indefinidos y espacios reducidos, revestidos por un
epitelio mayoritariamente cubico (flechas en E-F). El tratamiento con IGF1 induce la apertura de espacios
en los tejidos, la reduccion de los septos y el aplanamiento del epitelio (flechas en G-H). En los recuadros
de E-H se muestra como el epitelio alveolar es méas plano en los cultivos tratados con IGF1. I-L. Tincion
inmunohistoquimica para Pro-SPC en los explantes. La alta proporcion de células positivas cubicas que
recubren los reducidos espacios aéreos en los explantes no tratados con IGF1 (asteriscos en 1-J),
disminuye en proporcion en el epitelio de los pulmones tratados con IGF1 (puntas de flecha en K-L) (n =
2 por condicion). M-N. Western blot y cuantificacion densitométrica de los niveles de la expresion
proteica de genes diana de IGF1. La B-Tubulina (3-Tub) se ha usado como control de carga de proteina
total en cada blot. Los valores de los explantes Igfl”+ no tratados con IGF1 se tomaron como 100%. En
paréntesis, nimero de Western blots cuantificados por condicion. (* p < 0,05; ** p < 0,01) (Mann-Whitney
U-Test). as, espacio aéreo; s, septo. Barra de escala: 50 ym en A-D; 50 um en E-H y 7 pm en sus
recuadros; 20 um en I-L.
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2.5. El tratamiento con corticosterona induce maduracidon del septo alveolar pero no

rescata la viabilidad postnatal de los ratones Igfl”'

Para determinar si era posible rescatar el fenotipo inmaduro de los pulmones
prenatales Igfl”', las madres heterocigotas prefiadas se trataron con glucocorticoides
exégenos, compuestos bien conocidos como reguladores de la maduracion del pulmén
(Chinay, 2003; Silva et al., 2006). Se observé que la administracién de corticosterona a las
madres gestantes desde E9,5 hasta E18,5 no rescata la mortalidad neonatal de los ratones
Igfl"'. Cuando se recogieron por cesarea embriones a E18,5 de siete madres tratadas con
corticosterona, ninguno de los embriones Igfl"' (n = 9) fueron capaces de respirar con
regularidad, y aunque algunos de ellos daban bocanadas intentando respirar, finalmente se
quedaban inmdéviles y se volvieron cianéticos después de los 20 minutos. Por el contrario, sus
hermanos de camadas Igfl*”* (n = 15) e Igfl*™" (n = 29) respiraron espontaneamente y con
regularidad, tenian un color de piel rosa después de 10 minutos y movian activamente sus
extremidades después de los 20 minutos. Sin embargo a pesar del fallo en el rescate de la
mortalidad, el tratamiento con corticosterona dio lugar a una arquitectura histolégica mas
madura en los embriones E18,5 Igfl"' (Figura 32D) comparando con los derivados de las
madres no tratadas (Figura 32B). De hecho, también se encontr6 que los pulmones Igfl”+
obtenidos de madres tratadas con corticosterona presentaban pulmones con caracteristicas de
mayor madurez que los no tratados, con presencia de septos alveolares mas delgados (Figura
32A y C). Estos resultados respaldan la importancia de la corticosterona materna como
inductor de la maduracién pulmonar prenatal aunque en estos mutantes no fue capaz de
recuperar la supervivencia de los neonatos Igfl”'.
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"-/-CORT

Figura 32. Maduracion pulmonar en embriones E18,5 mutantes para Igfl obtenidos de madres
tratadas con corticosterona. A-B. Histologia pulmonar mediante tincion con H&E de embriones IgflJ"+
(A) y Igf1” (B) obtenidos de madres no tratadas con corticosterona. Obsérvese la reducida superficie de
los espacios aéreos, septos gruesos, abundante parenqwma pulmonar y la presencia de membranas
hialinas en los sacos alveolares (asterisco) de embrlones lgf1” (B) en comparacion con los controles (A).
C-D. Histologia de los pulmones embrionarios Igf1** (C) y Igfl” (D), recogidos de madres que habian
recibido 30 mg/ml de corticosterona en el agua a partir del dia E9,5 de la gestacion. El tratamiento con
corticosterona mejoro la maduracién pulmonar en ambos genotipos. La mejora es evidente en los
pulmones Igfl” (D) aunque también se nota el tratamiento en las Igfl™* (C) como lo demuestran sus
septos saculares mas delgados (flechas) y el aumento del tamafio de los saculos alveolares. Notese la
presencia de hematies en los espacios aéreos de los pulmones Igfl” (puntas de flechas en D). n = 4
pulmones/genotipo/tratamiento. as, espacio aéreo; s, septo. Barra de escala: 25 pum.

3. Efecto de los IGFs sobre la expresion de genes reguladores (diana de
IGF1) en diferentes tipos celulares del pulmén: estudio in vitro sobre
células mesequimales de pulmones prenatales de raton y en lineas

celulares derivadas de tumores epiteliales humanos

Con el objetivo de discriminar efectos diferenciales de los IGFs, en particular de IGF1
sobre diferentes tipos celulares del pulmén se decidié estudiar su efecto sobre la expresion de
los genes diana identificados en el apartado 2 en cultivos celulares de células mesenquimales
derivadas de pulmén de ratdbn embrionario, normales o deficientes de Igfl"‘, y en lineas

celulares de origen epitelial derivadas de tumores humanos.

Los genes diana a estudiar fueron las proteinas matricelulares Cyr61/CCN1/Igfbp10 y
Ctgf/CCN2/Igfbp8, y los factores de transcripcién Nfib y KIf2. Tal y como se ha demostrado en
el apartado 2 todas ellos han sido descritos como genes diana de accién de IGF1 en el
desarrollo pulmonar. Ademas, en el estudio se incluyé un nuevo gen, el factor de transcripcion
FoxM1, implicado en la maduracion pulmonar prenatal (Xu et al., 2012) que regula la
diferenciacion en diferentes tipos celulares del pulmoén incluyendo células mesenquimales y
epiteliales (Kim et al., 2005; Ustiyan et al., 2009; Ustiyan et al., 2012). También se ha descrito
a FoxM1 como un gen diana de IGF1 en el desarrollo prenatal del oido interno (Sanchez-
Calderon et al., 2010).
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3.1. Efecto de IGF1 sobre la expresién de genes reguladores diana de IGF1 en LMEFs

derivados de embriones Igf1** e Igf1™

Para el estudio del efecto de IGFs en células mesenquimales en primer lugar se decidié
usar fibroblastos embrionarios derivados de pulmones de raton (LMEFs) obtenidos de ratones
de la colonia de los mutantes Igfl. Para ello se establecieron en cultivo lineas de fibroblastos

pulmonares inmortalizados segun el protocolo 3T3, a partir de pulmones embrionarios de

+/+ +/+

ratones con los genotipos Igfl™" e Igfl”'. Se inmortalizaron cuatro lineas de fibroblastos Igf1™" y
seis lineas Igfl"'. De las diferentes lineas, que poseian fenotipos morfolégicos y de tasa de
crecimiento muy diferentes, incluso entre lineas del mismo genotipo, se eligieron dos, una con
genotipo Igfl”+ y otra con genotipo Igfl”' para usar en los estudios aqui presentados. La
eleccién se realiz6 en base a su morfologia mas fibroblastica, y que ademas tuviesen una tasa

de crecimiento regular.

Las células de estas lineas se crecieron siempre hasta semi-confluencia antes de su
uso para la extraccion de proteinas en las diferentes condiciones de cultivo. Se crecieron en
diferentes condiciones: medio completo, sometidas a ayuno sin suero durante 16 h, y en
algunos casos con IGF1 o IGF2 durante 24 o 48 h afiadido al medio sin suero después del
ayuno. Se obtuvieron los extractos proteicos de las diferentes condiciones del cultivo (medio
completo, ayuno, y 24 o 48 h con IGF1 después del ayuno), y se analizaron por Western blot
para determinar los niveles de expresion de Cyr61 y Ctgf, y de los factores de transcripcion
Nfib, KIf2 y FoxM1, y adicionalmente de IGF1R. Las imagenes de Western blot representativas
de los niveles de expresion de los diferentes genes se muestran en la Figura 33A. Su
cuantificacion densitométrica corregida con los niveles de B-Tubulina en cada condicion vy
relativizada a la expresion de cada gen tras el ayuno (0% FBS) (tomada como 100%) se
representa en las gréaficas de la Figura 33B-G. Estas muestran que no se encontraron cambios
significativos en los niveles de expresion de ninguno de los genes en las diferentes condiciones

+/+

de cultivo en los LMEFs Igfl1”. En la linea celular Igf1"* se apreciaron descensos en la
expresion de KIf2 tras la adicion de IGF1 en los dos tiempos estudiados (24 y 48 h) (Figura
33E). También se observé un descenso significativo en los niveles de IGF1R 48 h después de
haber afiadido el factor (Figura 33G). Cuando se compararon los niveles de expresién en las
mismas condiciones de cultivo entre LMEFs de diferentes genotipos tampoco se observaron en

ninguno de los genes, diferencias en los niveles de expresion proteica.
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Figura 33. Expresion de genes reguladores en lineas celulares de fibroblastos pulmonares
embrionarios inmortalizados (LMEFs) derivados de pulmones embrionarios mutantes para Igfl. A.
Determinacién por Western blot de los niveles de expresion de los factores matricelulares Cyr61 y Ctgf, de
los factores de transcripcion Nfib, KIf2 y FoxM1, y de IGF1R en LMEFs obtenidos de pulmones de
embriones Igfl“+ e Igfl'/', cultivados en medio completo (10% FBS), tras 16 h en medio de ayuno (0%
FBS), y a las 24 y 48 h con IGF1 (60 ng/mL) tras el ayuno (Western blots superiores en verde y rojo). La
imagen para los niveles de B-Tubulina (blots en rojo) se muestra debajo del blot de cada gen. B-G.
Densitometria de los inmunoblots para los genes especificados después de su normalizacion con los
valores de B-Tubulina, y tomando como 100% en cada gen el valor de 0% FBS. Los datos corresponden a
la media + error tipico de tres experimentos independientes. (* p < 0,05 segun el test de Mann Whitney U-
Test y Kruskal Wallis) WT, LMEFs Igf1**; KO, LMEFs Igf1™".
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Para determinar posibles cambios en la morfologia celular o en la localizacion
subcelular de las proteinas, los LMEFs cultivados en diferentes condiciones de cultivo (en
medio completo, en ayuno, o con IGF1 o IGF2 afadidos tras el ayuno durante 48 h), se
sometieron a un analisis inmunocitoquimico con anticuerpos especificos para los factores de
transcripcion (Nfib, KIf2 y FoxM1), seguido de un contratefiido simultdneo con faloidina que tifie
los microtibulos de actina y perfila la morfologia celular. Los resultados se muestran en la
Figura 34. En ningln caso se aprecia cambios considerables en la localizacion subcelular de
los factores de transcripcién ni tampoco en la morfologia celular, aunque si podemos observar

un pequefio descenso en la tincion para Klf2 en presencia de IGF1 (Figura 34C-D).

10% FBS 0% FBS IGF1/48 h IGF2/48 h
Igf1** IgF1* Igf1**

e Igft” Igft”
Igf1+* - Igft**
)
Igft” 1gft1”
et .

/Actina

Igf1+/+ ,gf10/¢
K Igf1” Igft”

Figura 34. Efecto de los IGFs sobre la morfologia y expresion de los factores de transcripcion
Nfib, KIf2 y FoxM1 en LMEFs de ratones mutantes para Igfl. Microfotografias confocales
representativas de tinciones inmunocitoquimicas de LMEFs Igf1”* e Igf1” en diferentes condiciones de
cultivo: medio completo (10% FBS), en ayuno sin suero durante 16 h, y a las 48 h de afadir IGF1 (60
ng/mL) o IGF2 (30 ng/mL) después del ayuno (n = 3 por condicion). A-B. Los paneles muestran la
inmunotincién nuclear para Nfib (rojo) contratefiidos con faloidina (verde) que identifica los
microfilamentos de actina, en LMEFs IgflJ'/+ (A) e Igfl”' (B) (flechas rojas). De la misma forma, en C-D
se representa la inmunotincién para KlIf2, y en E-F para FoxM1. En ningln caso se observan alteraciones
llamativas de la morfologia celular, ni cambios de localizacién intracelular de las proteinas, que es
nuclear en todas las condiciones. Aunque si se aprecia una pequefia bajada en la intensidad de tincion
para KiIf2 en los LMEFs de ambos genotipos tratados con Igfl comparando con 0% FBS (flechas
blancas). Barra de escala: 20 pm.
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De estos resultados se infiere que IGF1 no parece modificar los niveles de expresion
de los genes analizados en estas células. Cabe mencionar, dada la gran variabilidad fenotipica
observada entre las diferentes lineas celulares estudiadas que este modelo experimental no

parece ser el mas adecuado para el estudio planteado.

3.2. Efecto del IGF1 sobre la expresion de genes reguladores en células mesenquimales

primarias derivadas de pulmones embrionarios

Para descartar la gran variabilidad experimental en morfologia, crecimiento y expresion
génica de los niveles celulares obtenidos con los LMEFs, decidimos usar cultivos primarios de
células mesenquimales primarias con el mismo abordaje experimental que en el apartado
anterior. En principio estas células reflejarian mejor la situaciéon nativa in vivo de las células
mesenquimales pulmonares embrionarias que los LMEFs. Para estos experimentos se usaron
cultivos primarios de células mesenquimales derivadas de embriones E18,5 Igfl”+ o] Igfl”'.
Para preservar lo mejor posible su identidad original y evitar la acumulacién de mutaciones, no
se usaron células con mas de tres pases de tripsinizacion. Del mismo modo que para los
LMEFs, las células mesenquimales primarias en este tercer paso se dejaron crecer hasta
subconfluencia y se lisaron en las cuatro condiciones de estudio: en medio completo (10%
FBS), después de 16 h en medio de ayuno (0,1% FBS), y tras 24 o 48 h con factores de
crecimiento (IGF1 o IGF2). Para determinar los cambios en los niveles de expresion de Cyr61 y
Ctgf, de los factores de transcripcidon Nfib, KIf2 y FoxM1, y también de IGF1R los extractos
proteicos de estas células se analizaron por Western blot y los resultados se muestran en la
Figura 35A. La cuantificaciéon densitométrica de los resultados de tres experimentos para cada
gen se muestra en las Figuras 35B-G. En ninguno de los genes se obtuvieron diferencias
apreciables en los niveles de expresion en las diferentes condiciones de cultivo en cada

+/+

genotipo de células mesenquimales primarias, I1gf1™" o Igfl”'. Sin embargo, si se encontraron
diferencias al comparar los niveles de las proteinas en las mismas condiciones de cultivo entre
los dos genotipos. Asi, en medio completo (10% FBS) la expresion de Cyr61 y Ctgf es menor

+/+

en las células Igfl”" que las Igfl™" (Figura 35B y 35C respectivamente), mientras que la de
FoxM1 es mas alta (Figura 35F). La expresion de IGF1R también es menor en las células Igfl”'

tras la adicion de IGF1 tanto a las 24 h como a las 48 h.
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Figura 35. Expresion de genes diana de IGF1 en células mesenquimales primarias pulmonares de embriones
mutantes para Igfl. A. Determinacién por Western blot de los niveles de expresion de los factores matricelulares
Cyr61 y Ctgf, de los factores de transcripcion Nfib, Kif2 y FoxM1, ademas de IGF1R en células mesenquimales
primarias Igf1*"* e Igf1” cultivados en medio completo (10% FBS), tras 16 h en medio de ayuno con poco suero (0,1%
FBS), y a las 24 y 48 h con IGF1 (60 ng/mL) tras el ayuno (blots superiores en verde y rojo). Debajo de cada uno de
estos blots se presenta la imagen tomada para la expresion de la B-Tubulina (bandas en rojo). B-G. Representacion
gréfica de la densitometria de los inmunoblots normalizado con los niveles de B-Tubulina y tomando como 100% el
valor de 0,1% FBS, en los genes especificados. Los datos corresponden a la media + error tipico de tres experimentos
independientes. En las células mesenquimales primarias (Igfl”+ o] Igfl'/') no se obtuvieron diferencias significativas en
los niveles de expresion de los genes analizados en las diferentes condiciones de cultivo. Sin embargo si se
observaron diferencias al comparar los niveles de las proteinas entre los dos genotipos. (* p < 0,05 ; *** p < 0,001,
segun el test de Mann Whitney U-Test y Kruskal Wallis). WT, LMEFs Igfl”*; KO, LMEFs Igfl”'.

96



Resultados

Para concretar posibles cambios en la morfologia celular y en la localizacion subcelular
de las proteinas, las células mesenquimales cultivadas en medio completo, en ayuno o con
IGF1 o IGF2 durante 48 h tras el ayuno, se sometieron a analisis inmunocitoquimico con
anticuerpos especificos para los factores de transcripcion en estudio (Nfib, KIf2, FoxM1), y a un
contratefiido simultdneo de actina. Estos analisis se expresan en la Figura 36. La inmunotincion
es exclusivamente nuclear para los tres factores de transcripcion, y tan so6lo se aprecia un
descenso en la intensidad de tincion para Nfib en las células mesenquimales primarias Igfl”'
tras afadir IGF1 al medio (Figura 36B) aunque éste no es significativo cuando se cuantifica
(Figura 35D). La tincion con faloidina mostr6 alteraciones en la localizacién de los microtlbulos

-

de actina en las células Igfl” tras adiccion de IGF1 (Figura 36B, D y F), que induce su

localizacion periférica.

Con el objetivo de determinar el efecto de los IGFs sobre la proliferacion de estas
células, se determinaron sus niveles mitoticos relativos a las 48 h de haber afiadido los factores
IGF1 e IGF2 mediante ensayos colorimétricos de MTS. Los resultados se presentan en la
Figura 37. Se aprecia que IGF1 produce un aumento significativo de la proliferacion en ambas

" Por el contrario el IGF2 no

+/+

lineas celulares, siendo ligeramente mas alto en las células Igfl
muestra efecto alguno sobre la proliferacion de las células Igfl™", y aunque presenta unos
niveles medios ligeramente mas elevados en las células Igfl”', éstos tampoco son

significativos.
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Figura 36. Inmunolocalizacion de los factores de transcripcion Nfib, KIf2 y FoxM1 en células
mesenquimales primarias mutantes para Igfl. Microfotografias confocales representatlvas de
tinciones inmunocitoquimicas en células mesenquimales primarias Igfl“+ e Igfl en diferentes
condiciones de cultivo: medio completo (10% FBS), en ayuno con poco suero durante 16 h (0,1% FBS), y
a las 48 h tras afadir IGF1 (60 ng/mL) o IGF2 (30 ng/mL) después del ayuno (n = 3 por condicién). (A-B).
Los paneles muestran la |nmunot|nC|on nuclear en rojo para Nfib (flechas rojas), en células
mesenquimales Igf1++ (A) e Igfl (B). En verde se visualiza la faloidina, proteina que identifica la
localizaciéon de los microtubulos de actina. De la misma forma, en C-D se representa la inmunotincion
para KIf2, y en E-F para FoxM1. En ningun caso se aprecian alteraciones en la localizacion intracelular
de las proteinas, que es nuclear en todas las condiciones, y tan sélo se aprema una bajada en la
intensidad de tincién para Nfib en las células mesenquimales primarias Igfl (B, IGF1/48 h; punta de
flecha roja). También se aprecia que en la condicion IGF1/48 h de las células Igfl la faloidina se
localiza mas en la periferia celular (IGF1/48 h en B, D y F) (puntas de flechas blancas). Barra de escala:
20 pm.
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Figura 37. Efecto de los IGFs sobre la proliferacion de células mesenquimales de pulmén
embrionarias. Las células mesenquimales primarias de ambos genotipos (Igfl”+ e Igfl"') cultivadas in
vitro en medio de ayuno (0,1% FBS) se incubaron 48 h adicionales con IGF1 (60 ng/mL) o IGF2 (30
ng/mL) en el mismo medio y se determinaron los niveles de proliferacion mediante ensayos
colorimétricos con MTS. En la gréfica se representan los valores relativos medios + error tipico en cada
condicion de cultivo en las células Igf1*™* (barras blancas) (n = 6) e Igfl” (barras negras) (n = 4). (* p <
0,05 ; ** p < 0,01; test de Kruskal Wallis).

De todos estos resultados se deduce que aunque IGF1 no altera la expresion de los
genes analizados en las células mesenquimales primarias cultivados in vitro, si demuestran
que induce proliferacién. Ademas, también demuestran que las células Igfl”' son més sensibles
a los cambios en las condiciones de cultivo ya que muestran mayores cambios de expresién de
IGF1 y en la proliferacion.

3.3. Estudio del efecto de IGF1 sobre la expresion de genes reguladores en la linea
celular tumoral de origen humana H1299

Normalmente los IGFs se encuentren altamente expresados en muchas lineas
celulares tumorales de pulmén (Reeve et al.,, 1992; Quinn et al.,, 1996). Para determinar el
efecto de IGFs sobre las células epiteliales del pulmén hemos seguido el mismo abordaje
experimental que en los apartados anteriores, pero en este caso usando una linea celular de
origen epitelial derivada de tumores humanos. Las lineas usadas fueron derivadas de:
carcinomas escamosos o epidermoides (CE) las lineas H157 y H322, adenocarcinomas (ADC)
las lineas H52, H358, H23 y A549, carcinoma de células grandes (CCG) las lineas H460 y
H1299, y tumor carcinoide (CA) la linea H727, cultivadas en medio completo (10% FBS). En
ellas se determiné la expresion de Cyr61, Ctgf, Nfib, KIf2, FoxM1 e IGF1R mediante Western
blot, y los resultados se muestran en la Figura 38A. Se aprecia que los niveles de expresion de
Cyr6l y Ctgf son bajos y similares en todas las lineas, con excepcion de la linea celular de
carcinoma de células grandes H1299 dénde se presentan especialmente elevados. La
expresion de Nfib es mas elevada y similar en todas las lineas analizadas. Por el contrario KIf2
e IGF1R, aunque se expresen en todas las lineas, sus niveles son mas variables,
independientemente del tipo de tumor del que proceden.
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Dado que la linea H1299 es cominmente usada como modelo de estudio molecular del
cancer de pulmén y dado que expresa todos los genes en estudio, se decidi6 usar para
determinar el efecto de los IGFs sobre la expresion de las proteinas de interés. Esta
determinacion se realiz6 por Western blot para Cyr61 y Ctgf, Nfib, KIf2 y FoxM1, e IGF1R en
extractos de proteina del cultivo de esta linea celular H1299 en diferentes condiciones. Los

resultados se muestran en la Figura 38B.

En primer lugar cabe mencionar que todos los genes, con excepcion de Nfib y Ctgf,
aumentan su expresion al cambiarles del medio completo (10% FBS) al medio de ayuno sin
suero. Ya en el medio de ayuno se aprecia que IGF1 induce un descenso a lo largo del tiempo
con respecto a 0% FBS, en los niveles de expresion de todos los genes, excepto Nfib que
aumenta. Los niveles de Nfib aumentan considerablemente entre las cuatro y doce horas tras
haber afadido el IGF1 para después ir bajando hasta casi niveles normales a las 48 h. Entre
los que descienden sus niveles, Cyr6l ya se ve afectado a las 4 h, mientras que Ctgf, Klf2,
FoxM1 e IGF1R no empiezan a descender sus niveles hasta las 8 h, para mantenerse bajos
hasta las 48 h. Por ultimo, IGF1R muestra la mayor inhibicion por IGF1 a las 12 h, para
después ir progresivamente recuperando sus niveles, hasta casi los normales, un patrén muy

parecido al observado en Ctgf.

En las tinciones inmunocitoquimicas de los factores de transcripcién (Figura 39) no se
aprecian cambios en la localizacion extracelular de estas proteinas, que en todos ellos se
mantiene nucleares, y sus niveles de tincion reflejan los datos de Western blots. Asi, en Nfib se
aprecia un ligero aumento en la intensidad a las 48 h después de afiadir IGF1, efecto no tan
claro con IGF2 (Figura 39A). También se nota que la tinciébn para Klf2, y sobre todo para
FoxM1 tras aumentar en la condicién de ayuno, vuelve a descender a niveles de medio
completo tras la adicién de IGF1. Este efecto es especifico de IGF1 en el caso de FoxM1, ya
que no se observa un descenso de su expresion al afadir IGF2 (Figura 39C), mientras ambos
factores IGF1 e sobre todo IGF2, reducen la tincion para KIf2 (Figura 39B). En este tipo celular
no se aprecian cambios importantes consistentes en la tincién de actina en las dos condiciones
diferentes de cultivo.

Cuando se determinaron los efectos de los IGFs sobre los niveles de proliferacion de
las células H1299 también se observé un aumento significativo tras la adiccion de IGF1 al

medio, efecto no observado por la adiccion de IGF2 (Figura 40).

De los resultados obtenidos de los experimentos en las células de origen epitelial de
tumores de pulmoén H1299 se infiere que son sensibles a la acciéon de los IGFs, pero sobre todo
de IGF1, en donde ademas de inducir su proliferacion también induce la expresién de Nfib y

reprime la de Cyr61, Ctgf, KIf2 y FoxM1, ademas del receptor, IGF1R.
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Figura 38. Expresion de genes reguladores en lineas celulares derivadas de tumores epiteliales de
pulmén humanos. A. Deteccion por Western blot de los niveles de expresion de los factores
matricelulares Cyr61 y Ctgf, de los factores de transcripcion Nfib y KIf2, y de IGF1R en lineas celulares
de tumores pulmonares humanos con origen epitelial cultivadas en medio completo (10% FBS) (color
verde). Los tipos tumorales de las células fueron de carcinomas escamosos o epidermoides (CE) (lineas
H157 y H322), adenocarcinomas (ADC) (lineas H52, H358, H23 y A549), carcinoma de células grandes
(CCQG) (lineas H460 y H1299), y tumor carcinoide (CA) (linea H727). Debajo se muestran los blots con
los niveles de B-Tubulina (color rojo). B. Determinacion por Western blot de los perfiles de expresion de
Cyr61, Ctgf, Nfib, KIf2, FoxM1, e IGF1R en la linea celular H1299 en diferentes condiciones de cultivo:
medio completo (10% FBS), tras 16 h en medio de ayuno (0% FBS), y a las 24 y 48 h con IGF1 (60
ng/mL) tras el ayuno y respectiva cuantificacion relativa con respecto al 0% FBS, tomado como control.
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/Actina

Figura 39. Inmunolocalizacion de los factores de transcripcién Nfib, KIf2 y FoxM1 en la linea
celular H1299. A-C. Microfotografias confocales representativas de tinciones inmunocitoquimicas para
los factores de transcripcion Nfib, KIf2 y FoxM1 en células H1299 en medio completo (10% FBS) en
ayuno durante 16 h (0% FBS), y a las 48 h tras afiadir IGF1 (60 ng/mL) o IGF2 (30 ng/mL) después del
ayuno (n = 3 por condicién). En verde se visualiza la faloidina, proteina que identifica la localizacién de
los microtubulos de actina. La tincién de los factores de transcripcion (en rojo) es nuclear en todos los
casos (flechas rojas). Notese el descenso en la intensidad de la tincién de KIf2 y FoxML1 tras la adicion de
IGF1 (B y C; IGF1/48 h) (puntas de flechas blancas) y aumento en la intensidad de tincion de FoxM1 con

las células en ayuno (0% FBS) y en presencia de IGF2 (C, IGF2/48 h) (flecha blanca) Barra de escala: 20
pm.
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Figura 40. Efecto de los IGFs sobre la proliferacion de la linea celular H1299. Las células en cultivo
en medio de ayuno (0% FBS) se incubaron 48 h adicionales con IGF1 (60 ng/mL) o IGF2 (30 ng/mL) en
el mismo medio y se determinaron los niveles de proliferacion mediante ensayos colorimétricos con MTS.
En el gréafico se representan los valores relativos medios + error tipico en cada condicién (n = 3) respecto
a los valores en medio de ayuno (0% FBS) (tomado como 1,0). Nétese el aumento de proliferacion tras la
adiccion de IGF1. (* p < 0,05, test de Kruskal Wallis).
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4. Expresion de IGF1R en pulmén de raton adulto

Como se ha mencionado en el apartado 1, los ARNm de los IGFs (Igfl, 1gf2 e Igflr) se
expresan en el pulmdén del ratén adulto (Figura 27). Para establecer la localizacion concreta a
nivel celular se determinaron por inmunohistoquimica los patrones de expresion de IGF1R e
IGF1 en los pulmones de los ratones adultos. Las imagenes de microscopia confocal de las
inmunotinciones de estas proteinas en los bronquiolos terminales y parénquima alveolar
adyacente se presentan en la Figura 41. Se aprecia inmunotincion tanto para IGF1R (Figura
41C) como para IGF1 (Figura 41D) sobre todo en el epitelio de los bronquiolos terminales
(véase histologia en la Figura 41A), que en el raton estd formado casi exclusivamente por
células de Clara, que se tifien para CCSP (Mercer et al., 1994) y en menor proporcion por
células ciliadas, cuyos cilios de su parte apical se tifien con Glu-Tubulina (Toskala et al., 2005)
(Figura 41B). Se demuestra que IGF1R e IGF1 se expresan en las células de Clara por su co-
tincién con la CCSP (Figura 41C-D). También se aprecia que estos genes, pero sobre todo
IGF1R, presentan inmunotincion en el parénquima alveolar (Figura 41C y D, paneles de la

izquierda).

En la Figura 42A se aprecia la expresion de IGF1R en practicamente todas las células
del epitelio bronquiolar proximal, colocalizando practicamente con CCSP en todas las células
de Clara, pero también presente en el otro tipo celular mayoritario de esta zona, las células
ciliadas, como lo demuestra la tincion conjunta de CCSP en células de Clara y de Glu-Tubulina
en la parte apical de las células ciliadas (Figura 42B). Las células epiteliales neuroendocrinas,
presentes en pequefios acimulos localizadas sobre todo en zonas de ramificacién de los
bronquiolos, y que se identifica por la expresion del marcador CGRP (Gould et al., 1983)
también expresan IGF1R, como lo demuestra la inmuno-localizacion de ambas proteinas
(Figura 42C). En el pulmén proximal se observa que IGF1R también se expresa en el musculo
liso, mucho mas en el musculo que rodea los vasos sanguineo que en el musculo

parabronquial (Figura 42D).

Como se ha mencionado, las células del epitelio de los bronquiolos terminales se tifien
para IGF1R, y la méxima expresion de esta proteina se obtiene en las células de Clara (Figura
42E), aunque las células ciliadas, aqui en menos proporcion que en los bronquiolos proximales
(Figura 42F), también expresan IGF1R.
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Figura 41. Patron de expresion de genes IGF en el pulmoén de raton adulto. Histologia y tincion
inmunohistoquimica para IGF1R y su ligando IGF1 en los bronquiolos terminales de ratones de 6 meses
de edad. A. Tincién inmunohistoquimica por H&E de un corte longitudinal de un pulmén mostrando un
bronquiolo terminal. B-D. Im&genes de microscopia confocal de las inmunotinciones. B. Imagen confocal
del marcaje de las células de Clara con un anticuerpo anti-CCSP (en rojo) (flecha roja) y de las células
ciliadas con un anticuerpo anti Glu-Tubulina (en verde) (flecha verde) en los bronquiolos terminales. C-D.
Inmunotinciones para IGF1R e IGF1, en los paneles de la izquierda (en verde); para CCSP en los
paneles centrales (en rojo); y las imagenes superpuestas con la tincion en azul con DAPI en los paneles
de la derecha. C. Se aprecia una intensa tincion para IGF1R en el epitelio bronquiolar (flecha verde),
colocalizando con las células de Clara (flechas en rojo y naranja). También se aprecia expresion de
IGF1R en células de la zona alveolar (asterisco). D. La tincion para IGF1 también es intensa en las
células del epitelio bronquiolar (flecha verde), colocalizando con las células de Clara (flecha roja y
naranja). al, zona alveolar; bt, bronquiolo terminal. Barra de escala en A-D: 50 um.

En la zona pulmonar distal del parénquima alveolar, IGF1R presenta una tincién
puntuada (Figura 43A, panel izquierdo). A mayor magnificacién se observa que IGF1R se
expresa en todas las células AEC2 del epitelio alveolar porque colocaliza perfectamente con el
marcador Pro-SPC especifico de este tipo celular (Weaver and Whitsett, 1988) (Figura 43B)
pero no en las células AEC1, porque no colocaliza con Agp5, marcador que las identifica
(Funaki et al., 1998) (Figura 43C). IGF1R también colocaliza con células que expresan
PECAM, marcador de células endoteliales de capilares, pero no en todas, ya que algunas
células PECAM", como las que estan bajo la pleura, no expresan IGF1R (Figura 43D). En la
zona alveolar existen algunas células que por su gran tamafio, y localizacion dentro del espacio
aéreo alveolar, podrian ser macréfagos (Figura 43B), previamente descritos que expresan
IGF1R (Suh et al., 2013).
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Estos resultados de inmunolocalizacion de IGF1R e IGF1 en el pulmén de ratones
adultos son practicamente idénticos a los descritos en el pulmén prenatal embrionario (Figura
29B-M), lo que indica que el patréon de expresion de estos genes no se altera durante el
desarrollo del pulmén, y que por lo tanto deben ejercer alguna funcién relevante en éste
drgano.

Figura 42. Expresion de IGF1R en el epitelio bronquiolar. Imagenes confocales de la colocalizacion
de IGF1R con marcadores del epitelio bronquiolar en el pulmén de raton adulto de 3 meses. A.
Inmunolocalizacion de IGF1R en el panel de la izquierda (color verde), de CCSP en células de Clara en
el panel central (color rojo) y de su superposicién con marcaje nuclear con DAPI en el panel de la
derecha (color azul), en un bronquiolo proximal. Se aprecia colocalizacién de IGF1R (flecha verde) en
células de Clara (flecha roja y naranja), aunque también hay células con tincién de IGF1R que no
colocaliza con CCSP (flechas blancas). B. Marcaje de CCSP (en rojo) y de Glu-Tubulina en la parte
apical de las células ciliadas (en verde) en una seccién adyacente a la mostrada en A. La flecha blanca
marca las células con co-tincion de Glu-Tubulina que en la seccion adyacente se tefiia para IGF1R
(flechas blancas). C. Co-inmunotincion (flecha naranja) de IGF1R en el panel izquierda (flecha verde) con
CGRP en el panel central (flecha roja). D. Tincion para IGF1R (en verde) en el musculo liso de la arteria
pulmonar (flecha blanca) y en el musculo liso parabronquial (asterisco). E. Tincidn para IGF1R en el
epitelio distal de un bronquiolo terminal (panel de la izquierda, en verde), y para CCSP en la misma
muestra (panel central, en rojo). En el panel de la derecha se muestra la superposicion con la tinciéon
nuclear con DAPI (en azul). Las células con mayor intensidad para CCSP son también las que mas se
tifien para IGF1R (flechas de colores). También se observan células IGFIR" (en verde) que no se tifien
para CCSP (flechas blancas). F. Tincion de Glu-Tubulina (verde) y CCSP (rojo) en una seccion
adyacente a la mostrada en E. Se aprecia que las células no tefiidas para CCSP en E, se tifien para Glu-
Tubulina (flecha blanca). bt, bronquiolo terminal; bp, bronquiolo proximal; al, zona alveolar; ar, arteria.
Barra de escala: 25 um en A-B y D-F; 17 umen C.
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Figura 43. Expresion de IGF1R en la zona alveolar. Imdgenes confocales para determinar la expresion
de IGF1R (en verde) en la zona alveolar, co-tefiidas con diversos marcadores celulares especificos (en
rojo). A. Co-tincion de IGF1R (panel izquierdo) y pro-SPC y su colocalizacion en la imagen superpuesta
(panel derecho, en naranja). Las flechas de colores apuntan a la misma célula. B. Imagen aumentada del
recuadro en A en donde se aprecia la colocalizaciéon de IGF1R en todas las AEC2 en naranja (flecha
naranja). Existen algunas células IGF1R" en la zona alveolar que no se tifien con Pro-SPC, posiblemente
macréfagos (flecha blanca). C. Co-tincion para IGF1R (panel izquierdo), y Aqp5 (panel central), y
superposicion con la tincion adicional de DAPI nuclear (azul, panel derecho). No se observa
colocalizacién de estas proteinas (flecha blanca). D. Co-tincion para IGF1R (verde, panel izquierdo), y
PECAM (CD31) (rojo, panel central), y superposicion de imagenes con DAPI (azul, panel derecho). Se
aprecian células co-tefiidas para ambos marcadores en la zona alveolar (flechas de colores), aunque en
la zona pleural hay células marcadas con PECAM que son IGF1R’ (flecha blanca). al, zona alveolar; pl,
pleura. Barra de escala: 50 um en A; 17 um en B y 25 pum en C-D.

5. Generacion y estudio preliminar del fenotipo pulmonar de ratones

mutantes condicionales de IGF1R en el epitelio respiratorio

Dado que los mayores niveles de expresion de IGF1R en el pulmoén adulto de los
ratones se observan en células del epitelio respiratorio, y sobre todo en las células de Clara de
los bronquiolos terminales, para determinar la funcion de los IGFs en estas células, decidimos
generar ratones mutantes condicionales de Igfir en el epitelio respiratorio (Figura 21 de
Material y Métodos). Para conseguir este objetivo generamos y caracterizamos dos lineas

diferentes de mutantes condicionales de IGF1R: una con delecién especifica en las células de
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Clara (Figura 22 de Material y Métodos), y otra con delecién generalizada en todas las células

del epitelio respiratorio (Figura 24 de Material y Métodos).

5.1. Generacién y caracterizacion preliminar del fenotipo pulmonar de los mutantes

condicionales de IGF1R en las células de Clara

Dado que hemos encontrado altos niveles de expresion de IGF1R y de su ligando,
IGF1, en las células de Clara de raton adulto (Figura 41C y 41D), planteamos la hipétesis de
gue estos genes podrian estar implicados en la diferenciacion y/o funcién de este tipo de
célula. Para determinar el papel de IGF1R en las células de Clara de las vias respiratorias
eliminamos por métodos genéticos el gen de Igflr en las células epiteliales de Clara. Para ello

los ratones Igf1r"" Toi

se cruzaron con los ratones transgénicos CCSP-Cre que dirigen la
expresion de la recombinasa Cre especificamente a las células de Clara (Apartado 3.2 de
Introduccion), generando los ratones mutantes dobles CCSP-Cre'®": Igfir"". Estos ratones
deberian sufrir la delecién genética en el locus de Igfir que causaria la pérdida de funcion del
gen especificamente en las células de Clara (Bertin et al.,, 2005). Al cruzar los ratones

homocigotos Igf1r™

con los transgénicos CCSP-Cre se generan cuatro posibles genotipos
segun se ilustra en la Figura 23 de Material y Métodos. Para comprobar que la delecién ocurre
a nivel genémico de forma especifica en el pulmén de los animales CCSP-Cre'": Igf1r"", el
ADN gendmico del pulmén y de la cola de ratones con diferentes genotipos se analizé por PCR
para determinar la presencia de la deleciéon. En la Figura 44A se observa que la delecion
(banda de 491 pb) en el locus Igflr ocurre especificamente en el pulmén de los animales

transgénicos para Cre (CCSP-Cre'®* fir+

) tanto heterocigotos Igflr™ cémo en los homocigotos
Igf1r"" pero no en la cola de los mutantes condicionales. Ademas se aprecia la banda de 1300
pb, correspondiente al alelo con el exén 3 de Igfir “floxeado”, unicamente en los homozigotos
Igf1r" y una banda adicional de 1220 pb correspondiente al alelo normal en el heterocigoto
Igfr'*

traqueal se analiza para determinar la delecion en el ex6n 3 de Igflr, se observa su presencia

. Cuando el ADN gendmico de diferentes tejidos y raspados de células del epitelio

tan sélo en el pulmén y células del epitelio traqueal, pero no en el ADN obtenido de otros
d6rganos como higado, bazo, rifidén o testiculo (Figura 44B).

T9* sufrian la delecion en

Una vez comprobado que el pulmén de los ratones CCSP-Cre
el gen Igflr, decidimos comprobar si los niveles de expresion de IGF1IR y CCSP se veian
afectados. La determinacion de los niveles de expresién del ARNm de estos genes por qRT-
PCR en homogenados del pulmén completo no mostré diferencias significativas entre los
animales de los dos genotipos, aunque sobre todo en el caso de Igflr, la media de los niveles

de expresion de ARNm es inferior en los animales doble transgénicos (Figura 45).
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Pulmoén Cola CCSP-Cre™®* ; [gflrf/f
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Figura 44. Deteccién de la delecion en el locus Igflr”’fI de ratones mutantes CCSP-Cre'¥"; Igflr”’fI

mediante PCR. Imagenes de geles de agarosa tefiidos con Gel Red® en el que se analizaron muestras
de PCR para determinar la delecion de ADN genémico de los tejidos especificados. A. Resultado de la
PCR en ADNs de pulmén y cola de animales con diferentes genotipos. B. Gel de PCR de ADNs de
animales mutantes condicionales CCSP-Cre'?"; 1gf1r"" mostrando la especificidad de la delecion en el
pulmén y trdquea. EI ADN gendmico analizado procede de: pulmén proximal (PuP), pulmén distal (PuD),
epitelio traqueal (EpTr), higado (Hi), bazo (Ba), rifién (R), testiculo (Te). EI ADN de pulmén es de animales
diferentes. La banda de la delecion sélo aparece en ADNs de pulmodn y trdquea. Notese que en todos los
canales aparece amplificacién de ADN sin sufrir la delecién (banda de 1300 pb), sugiriendo que no se
produce una delecion total del gen Igflr.
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Figura 45. Niveles de expresion relativos de ARNm de Igflr y CCSP en ratones mutantes CCSP-
cre™"; Igflr”’". La grafica representa los datos de la gRT-PCR para los genes usando ARN obtenido de
pulmones de ratones control (Igf1r"™ o mutantes condicionales (CCSP-Cre™"; Igf1"™. El gen Rn18s
(ARN ribosémico 18S) se ha usado como control (n = 3 por condicion). A. Nivel de expresién de Igfir. B.
Nivel de expresion de CCSP. Los datos corresponden a la media + error tipico. (Mann Whitney U-Test).

T9" muestra diferencias sutiles en la

El andlisis histoldgico de los mutantes CCSP-Cre
morfologia del epitelio de algunos bronquiolos terminales. En los ratones control (Igfir"™) el
epitelio pseudoestratificado es grueso y muestra una continuidad en la disposicién de los
ndcleos con proyecciones al espacio aéreo de las clpulas de las células de Clara (Figura 46A).
Sin embargo en los bronquiolos terminales afectados de los ratones mutantes se observa que

el epitelio es mas plano, se aprecia la falta de continuidad en la distribucion de nicleos y no se
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aprecian tan claramente las proyecciones apicales del citoplasma de las células de Clara
(Figura 46B).

A diferencia de los ratones control con expresion de IGF1R en todas las células del
epitelio bronquiolar terminal, mas intensa en las células de Clara (Figura 46C) descrita en
detalle en la Figura 42E, la determinacién inmunohistoquimica de la expresion de IGF1R en los

animales mutantes CCSP-Cre'?*

demostré en algunos bronquiolos terminales la ausencia de
expresion de IGF1R. Esta ausencia se corresponde con la reduccién o casi inexistencia de la

expresion de CCSP en las células de Clara (Figura 46D).

La proporcion y extension de estas zonas afectadas es variable entre secciones del
pulmén de un mismo animal y en pulmones de animales diferentes. Este resultado demuestra
que la delecién de Igfir en estos mutantes no ocurre en todas las células de Clara,

probablemente debido a una expresion de la recombinasa Cre en mosaico en estas células.

La presencia de células ciliadas mediante tinciéon con Glu-Tubulina en los bronquiolos
terminales afectados por la disminucién de la expresién de IGF1R se vio reducida en los
animales mutantes respecto a los control (Figura 46E-F). Estos resultados indican que la
delecion de IGF1R en las células de Clara de los bronquiolos terminales altera la morfologia de
estas células, dandoles un aspecto méas plano, y también afectaria la proporcién y
diferenciacion de las células ciliadas.

Con el objeto de determinar si la delecién de Igfir en los animales CCSP-Cre™®”

afectaba a la proliferacién celular del epitelio de los bronquiolos terminales se realizaron
inmunotinciones para BrdU y Ki-67 en secciones del pulmén de estos animales. Los resultados

no demuestran diferencias apreciables entre los genotipos (Figura 47).
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Igftr i CCSP-Cre™*; Igf1r

Figura 46. Efecto de la delecion condicional de IGF1R en el epitelio bronquiolar terminal en los
ratones adultos CCSP-Cre™"; Igflr"’". Tinciones de cortes longitudinales de pulmones de ratones
adultos control (Igflr"”') y bronquiolos afectados en los mutantes condicionales (CCSP-CreTg”; Igflrﬂ’“). A-
B. Tinciones con H&E indicando alteraciones histoldgicas en el epitelio bronquiolar. En los ratones control
se aprecia una capa casi continua de células de Clara mostrando sus tipicas cupulas de secrecion (flecha
roja en A). En los mutantes las clpulas son menos abundantes y menos prominentes (punta de flecha
roja en B). El epitelio del bronquiolo terminal es méas grueso en los ratones control (flecha negra en A) que
en los ratones mutantes condicionales donde esporadicamente se observan zonas con falta de nucleos
(punta de flecha negra en B). C-D. Imagenes confocales de co-inmunotinciones para IGF1R (panel de la
izquierda, en verde) y CCSP en células de Clara (panel central, en rojo), y la superposicion de las
imagenes anteriores con la tincion nuclear con DAPI (panel de la derecha, en azul). Los ratones control
expresan IGF1R en todas las células del epitelio bronquiolar (flecha verde) y en muchas células colocaliza
con la expresion de CCSP en las células de Clara (flecha roja y naranja) (C). En los pulmones mutantes
condicionales existen zonas del epitelio con carencia de IGF1R y reduccion de la expresion de CCSP
(segmento A), aunque se aprecian algunas células con expresion de IGF1R y CCSP (flechas de colores)
(D). E-F. Alta magnificacion de imagenes confocales de bronquiolos terminales presentando co-tinciones
para Glu-Tubulina (Glu-Tub) en células ciliadas (paneles de la izquierda, en verde), y CCSP en células de
Clara (paneles centrales, en rojo), y la superposicion de ambas con DAPI (panel derecho, en azul). Se
aprecia que en los bronquiolos de ratones control existen células Glu-Tub" distribuidas por todo el epitelio
hasta las zonas mas distales (flecha verde) (E), mientras que en los doble transgénicos estas células sélo
se aprecian en zonas mas proximales (flecha verde) (F). al, zona alveolar; bt, bronquiolo terminal. Barras
de escala: 20 um en A-B; 50 pm en C-D y 25 pm en E-F.
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Figura 47. Determinacion de la proliferacion en el epitelio bronquiolar de los ratones mutantes
condicionales CCSP-Cre™®"; Igflr"'ﬂ. Tinciones inmunohistoquimicas para BrdU y Ki-67 en secciones
longitudinales de pulmones de ratones control y doble transgénicos de 3 meses de edad, mostrando
zonas del epitelio bronquiolar distal. A-B. Inmunodeteccién de BrdU en bronquiolo terminal de ratones
(Igf1r"™) (A) y de ratones mutantes condicionales (CCSP-Cre'*; 1gf1r"™ (B). C-D. Inmunotincién de Ki-67
con igual distribucién que en A-B. Las flechas sefialan las células marcadas. al, zona alveolar; bt,
bronquiolo terminal. Barra de escala: 50 um.

5.1.1. La regeneracién de las células de Clara esta alterada en los animales mutantes
CCSP-Cre™"

Para determinar si la diferenciacion de las células de Clara se veia afectada por la
carencia de Igflr, los ratones mutantes condicionales se sometieron a un estudio de ablacién
de células de Clara con naftaleno para estudiar su posterior regeneracion (Apartado 4.1 de la
Introduccion) (Volckaert et al., 2011). Los resultados de la expresion de IGF1R y CCSP en los
diferentes dias antes y después del tratamiento con naftaleno se muestran en la Figura 48.
Como ya se ha mencionado, en los animales mutantes condicionales se observan zonas en
algunos de los bronquiolos terminales con carencia de IGF1R y reduccidn concomitante en la
expresion de CCSP (Figura 46C-D y Figura 48A-B). A los tres dias después del tratamiento con
naftaleno se observa una reduccion muy significativa en la expresion de IGF1R y CCSP en los
bronquiolos terminales de los ratones control y mutantes condicionales, aunque se distinguen
células o pequefios grupos de células aisladas, que expresan ambas proteinas (Figura 48C-D).
Después de siete dias tras el tratamiento se observan abundantes grupos de células en el
epitelio de los bronquiolos terminales de los animales control con co-expresion de IGF1IR y
CCSP (Figura 48E), mientras que en los mutantes condicionales se aprecian zonas con
ausencia de células con expresion de estos marcadores (Figura 48F). A las dos semanas
después del tratamiento (D14) la mayoria de los bronquiolos terminales de los ratones control
recuperan una expresion casi normal de IGF1R y CCSP (Figura 48G), mientras que en los
dobles transgénicos todavia se aprecian grandes zonas con ausencia de IGF1R y CCSP

(Figura 48H). Estos resultados indicarian que la regeneracion de las células de Clara requiere
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la expresion de IGF1R y su recuperacion del dafio se ve alterada o retrasada por la falta de

este receptor.

CCSP-Cre™*; Igf1r™

Figura 48. Expresion de IGF1R y CCSP en los bronquiolos terminales de mutantes condicionales
CCSP-Cre™; Igflrf"fI durante la regeneracion pulmonar tras ablacién con naftaleno. Tinciones
inmunohistoquimicas en secciones longitudinales de bronquiolos terminales de pulmones adultos de 3
meses de animales control (Igflr"/ﬂ)r, (triadas de paneles de la izquierda) y bronquiolos afectados en los
mutantes condicionales (CCSP-Cre o Igflr"/ﬂ) (triadas de paneles de la derecha). Se realizaron tinciones
para IGF1R (panel da la izquierda, en verde), CCSP (panel central, en rojo) y la superposicion de estas
imagenes con la tincion de DAPI (panel de la derecha, en azul), en diferentes dias después de la
administracion del naftaleno (DO, sin naftaleno; D3, tres dias después del naftaleno; D7, 7 dias después;
D14, 14 dias después). A-B. Antes de la administracion de naftaleno (DO) la expresion de IGF1R es
abundante en todo el epitelio bronquiolar, colocalizando con la de CCSP en las células de Clara en
ratones control (flechas de colores) (A), mientras que en los ratones mutantes condicionales se aprecian
zonas con un descenso en la expresion de IGF1R en el epitelio bronquiolar distal, concomitante al
descenso de la intensidad para CCSP (segmento A) (B). En estos animales se observa un grupo de
células con tincién IGF1R'/CCSP’, al final del bronquiolo terminal (flechas de colores). C-D. A los tres
dias (D3) se aprecia una reduccion de la expresion de IGF1R y CCSP en todo el epitelio bronquiolar con
excepcion de grupos de células residuales con tincidon para IGF1R y CCSP en ambos genotipos (flechas
de colores). E-F. A los siete dias de recuperacién tras el naftaleno (D7) se observa un aumento en la
proporcion de células IGF1IR" y CCSP" (flechas de colores) en ambos genotipos, aunque en el doble
mutante se aprecian amplias zonas del epitelio con células IGF1R/CCSP" (segmento A) (F). G-H. Tras 14
dias de la dosis de naftaleno, los ratones control han recuperado casi completamente la expresion normal
de IGF1IR y CCSP (G), mientras que los mutantes condicionales todavia mantienen segmentos del
epitelio en los que no se han recuperado esta expresion (segmento A) (H). al, zona alveolar; bt, bronquiolo
terminal. Barras de escala: 50 um.
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5.1.2. La hiperoxia altera la regeneracién de las células de Clara que carecen de
IGF1R

Para determinar si la deleciéon de IGF1R en las células de Clara afectaba a la funcion
respiratoria (ventilacion pulmonar) de los ratones control y mutantes condicionales, éstos se
sometieron a un analisis no invasivo de la capacidad respiratoria en un pletismografo bien en
condiciones normales (Normoxia), bien después de respirar 72h en una atmdsfera hiperoxia, y
tras instilacion con concentraciones crecientes del farmaco broncoconstrictor metacolina. El
protocolo de tratamiento y analisis de los ratones se muestra en la Figura 49A. Los resultados
de la determinacion del valor de la PenH méaxima en ambos genotipos se representa en la
Figura 49B. No se observan diferencias entre genotipos, aunque los ratones sometidos a
hiperoxia presentan una mayor dificultad de ventilacién respiratoria. Independientemente del
genotipo el tratamiento con metacolina de los ratones en normoxia genera dificultad respiratoria
creciente (valores de PenH maxima), hasta alcanzar valores cercanos a los de los animales en
hiperoxia, cuyos valores de PenH méxima se mantienen homologos en atmosfera normal o con

presencia creciente de metacolina (Figura 49B).
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Figura 49. Andlisis funcional no invasivo de ventilacion (funcién respiratoria) expresado como
PenH maxima. A. Procedimiento experimental del tratamiento en hiperoxia: hiperoxia durante 72 h y
posterior recuperacion durante 48 h en normoxia; y momento del analisis de la funcién respiratoria en D -
2, D3 y D5. B. Determinacién de la capacidad de respuesta ventilatoria de las vias aéreas sensibilizadas
con metacolina. Los tests de la funcion pulmonar fueron realizados en ratones control Igflrﬂ"', y mutantes
condicionales CCSP-Cre™"; Igflrﬂ/ﬂ bien en animales expuestos a concentraciones normales (Normoxia),
0 bien después de respirar 72 h en una atmdsfera hiperédxica (> 90% O,) (Hiperoxia). En cada animal las
medidas fueron realizadas en condiciones basales o tras nebulizacion de PBS con concentraciones
crecientes del broncoconstrictor metacolina. No se encontraron diferencias significativas en Max PenH
entre los genotipos en ninguna de las condiciones. Los valores se representan como la media + error
tipico (n = 3 por condicién).
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Dado que la hiperoxia afecta a la homeostasis de las células epiteliales del epitelio
respiratorio, se determing tras el dafio en hiperoxia, si la falta de IGF1R en las células de Clara

79" para ello se determind la

afectaba a los animales mutantes condicionales CCSP-Cre
expresion de IGF1R y CCSP en los bronquiolos terminales de estos ratones después de ser
sometidos a hiperoxia (D3) y tras su recuperacion en atmosfera normal (D5). De nuevo en
condiciones normales se aprecia el mosaicismo de la ausencia de IGF1R en zonas del epitelio

9" que en paralelo

de los bronquiolos terminales de los ratones doble transgénicos CCSP-Cre
sufren una reduccién en la expresion de CCSP (Figura 50A-B). Después del tratamiento de los
ratones durante 72 h en hiperoxia (D3), se aprecia una reduccion en la expresion de IGF1R en

algunos bronquiolos terminales tanto en los ratones control, como en los CCSP-Cre'®*

, que
conlleva a una reduccién paralela de CCSP (Figura 50C-D). Al dejar a los ratones recuperarse
en condiciones normales de oxigeno (Normoxia) durante 48 h, mientras los ratones control
recuperan el patron de expresiéon de IGF1IR y CCSP en el epitelio de los bronquiolos
terminales, los animales CCSP-Cre'*; Igf1r" no recuperan esta expresion en algunas zonas
del epitelio de algunos bronquiolos terminales, dependiendo de la zona pulmonar o del animal
estudiado (Figura 50E-F). Estos resultados corroboran que la delecién de IGF1R ocurre de
forma aleatoria “en mosaico” en las células de Clara, y que en las zonas afectadas la expresién

de CCSP se va reduciendo durante la fase de recuperacion tras el dafio en hiperoxia.
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Figura 50. Alteracion de la expresiéon de IGF1IR y CCSP en las células de Clara de los pulmones de
los ratones Igf1r"™ y ccsp-cre™"; Igf1r™™ después del tratamiento en hiperoxia. Co-inmunotinciones
en secciones de bronquiolos terminales de pulmones de ratones adultos de 3 meses con genotipo Igfir"",
(triadas de paneles de la izquierda) y de genotipo cCcsP-Cre'": Igflr"/fI (triadas de paneles de la derecha)
para determinar IGF1R (panel da la izquierda, en verde), CCSP (panel central, en rojo) y la superposicion
de estas iméagenes con la tincién de DAPI (panel de la derecha, en azul), en tres condiciones de estudio:
antes de la hiperoxia (condicién de Normoxia), después de la hiperoxia, y durante la recuperacion post-
hiperoxia. A-B. En normoxia (D -2) se observa una expresion abundante de IGF1R colocalizando con la
de CCSP en las células de Clara de los ratones control (flechas de colores) (A) mientras que en los
ratones mutantes condicionales existen zonas del epitelio terminal con carencia de IGF1R y reduccién de
la expresion de CCSP (segmento A) (B). C-D. Después de 72 h en hiperoxia se aprecia un descenso
general en la expresion de IGF1R y CCSP en las células de Clara en el epitelio terminal de ambos
genotipos, pero es mas notable en los dobles mutantes. E-F. A las 48 h de recuperacion tras el
tratamiento en hiperoxia se aprecia una completa recuperacion de la expresion de IGF1R y CCSP en toda
la extension del epitelio terminal en los animales control (flechas de colores) (E) mientras que en los
mutantes se mantienen grandes segmentos del epitelio en los que no se ha recuperado esta expresion
(segmento A) (F). al, zona alveolar; bt, bronquiolo terminal. Barras de escala: 50 pm.
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5.1.3. Aumento en el contenido de células indiferenciadas en las colonias de
células madre de ratones CCSP-Cre™": Igf1r"™ cultivadas in vitro

Con el fin de determinar si IGF1R esta implicado en la regeneracién de los precursores

de las células epiteliales de pulmoén (células madre, stem), los pulmones de Igfir""

y los
mutantes condicionales, CCSP-Cre'"; Igflr"" se disgregaron a nivel celular usando
colagenasa y medio mecanicos para seleccionar, aislar y amplificar in vitro las células madre
epiteliales pulmonares. Los cultivos de estas células fueron mantenidas durante once dias
siguiendo, con algunas modificaciones, el protocolo usado en el laboratorio del Dr. Juan José
Ventura en Cambridge (Ventura et al., 2007) (Apartado 5.4. de Material y Métodos). Las células
conseguidas por la disgregacion del pulmén de los ratones de ambos genotipos crecen muy
bien hasta la primera semana, con una alta tasa de proliferacién los primeros 4-5 dias, que
exige pasarlas al principio tras 24 h y después cada 48 h. Las células crecen pegadas a la

placa, en colonias de tipo stem cells, sobre todo encima o alrededor de fibroblastos presentes
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en el cultivo. A partir del dia 3 se empiezan a formar unas colonias redondas muy poco
adheridas a la placa y que tienden a despegarse en formas esferoides. Las células que las
forman estan fuertemente adheridas unas a otras. Estas colonias siguen creciendo en tamafio,
algunas son imposibles de disgregar mecanicamente y requieren la accién de la acutasa
(necesaria en el dia 6 de cultivo). Estas colonias esferoides siguen formandose muy
activamente hasta el dia 6-7, para después disminuir progresivamente la formaciéon de menos
colonias, a partir de las células todavia adheridas al fondo (Figura 52A y 52D). A partir de este
momento en el cultivo se observan menos células adheridas al sustrato, tanto fibroblastos
como de células esféricas con fenotipo célula madre adherido. También se reduce
progresivamente la produccion y el crecimiento de las colonias esferoides flotantes. A partir del
dia 5-6 las mas grandes parece que empiezan a sufrir muerte celular probablemente por
apoptosis (no determinado) porque en su superficie empiezan a verse células que protruyen al
exterior y que presentan vesiculas citoplasmaticas. Este efecto resulta en una reduccién de su
tamafio y eventualmente en su desaparicién total del cultivo después de tres semanas. Hasta
aproximadamente el dia 10-11 del cultivo siguen formandose activamente nuevas colonias
(Figura 52B, C y 52E, F), pero a partir de este momento poco a poco el nimero y tamafio de
las esferas con células madre desciende progresivamente, hasta que finalmente acaban por
desaparecer a partir de los 20 dias de cultivo. Dado que el nimero de colonias de células
madre declina a partir del dia 10-11 de cultivo, se decidio realizar un estudio de las células en
el dia 11.

El andlisis por PCR de la delecién en el locus de Igflr de las colonias de células madre
en cultivo in vitro se muestra en la Figura 51. En los cultivos de ratones control no se detecta la
banda correspondiente a la delecién ni en las células de las colonias flotantes ni en las células
adheridas a la placa. Sin embargo en los cultivos derivados de ratones mutantes condicionales
CCSP-Cre'": Igf1r"™ se observa claramente presencia de la delecién de Igfir en las células de
las colonias flotantes recogidas del cultivo por lavado mecanico (flecha roja en Figura 51), pero
no en las células adheridas a la placa lisadas in situ para obtener ADN. Estas dltimas se
corresponden mayoritariamente a células mesenquimales, donde apenas se observan
presencia de colonias de células madre derivadas de los mutantes. Este resultado demuestra
que en las colonias de células madre de los cultivos derivados de los pulmones CCSP-Cre"":

Igf1r" ocurre la delecion del exon 3 de Igfir.
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Figura 51. Deteccion de la delecion en el locus Igfir™™ en cultivos in vitro de colonias de células

madre pulmonares derivadas de ratones mutantes CCSP-Cre™; Igflr”’fI mediante PCR. Imagen de
un gel de agarosa tefiido con Gel Red® en gue se analizaron muestras por PCR de ADN de células
madres derivadas de animales Igf1r"" y doble mutantes CCSP-Cre"*; Igf1r"" para determinar la delecion
en el locus Igflr en ADNs gendmicos de las células madre pulmonares derivadas de ratones mutantes.
Se aprecia que en el carril con ADN de colonias flotantes obtenidas de ratones mutantes condicionales
aparece la banda de la delecion (491 pb) (flecha roja), a la misma altura que el carril con ADN de pulmoén
de ratones con el mismo genotipo (flecha negra) usado como control.

La observacion de las células madre por microfotografia de contraste de fases reveld
que en los cultivos procedentes de pulmones de ratones control, las colonias poseian un
tamafio medio uniforme alrededor de 150-200 um de diametro. Morfolégicamente todas las
colonias de estos cultivos presentan una morfologia irregular, con células proyectandose hacia
el exterior de la superficie de la esfera, con apariencia de poca adherencia a la colonia (Figura
52C). Sin embargo, en los cultivos de los ratones doble transgénicos ademas de las colonias
de células madre con apariencia similar a las descritas en los ratones control, se observan
colonias de mayor tamafio, 250 um de diametro, con apariencia compacta y superficie exterior

mas regular y lisa, que suponen con un tercio del total de colonias (Figura 52F, flechas rojas).

El andlisis inmunohistoquimico de estos dos genotipos de colonias lavadas
mecanicamente de la placa de cultivo, adheridas a un porta objeto mediante citospin e
inmunotefiidas con marcadores de identidad celular revela diferencias significativas entre ellas
(Figura 52G-M).
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Figura 52. Morfologia e inmunotincion de colonias de células madre pulmonares derivadas de
ratones mutantes CCSP-Cre"": Igf1r"™" cultivadas in vitro. A-F. Microfotografias de contraste de fases
de los cultivos de colonias de células madre epiteliales de pulmén derivadas de los ratones control y
mutantes. Se observa que las colonias de los cultivos de ratones control poseen un tamafio homogéneo
(flechas negras en C), mientras que en los cultivos procedentes de ratones doble mutantes entre las
colonias normales (flechas negras), con forma y tamafio como las observadas en (A), aparecen algunas
colonias de mayor tamafo (flechas rojas) (F). G-M. Microfotografias confocales de inmunotinciones
dobles con iméagenes para los antigenos indicados: IGF1R, CCSP, Pro-SPC, y Sca-1 (flechas de color)
(paneles de la izquierda y centrales) e imagenes superpuestas incluyendo DAPI (panel derecho, en azul).
Las imagenes de las colonias de ratones CcCSP-Cre"; Igflrﬂ’fI (H, J y L) corresponden a las colonias
grandes observadas en F (flechas rojas), aunque también aparecen en el cultivo colonias peqfueﬁas
similares a las de los ratones control (mostradas en G, I, K y M). Las colonias de ratones Igflr"fI son
homogéneamente de menor tamafio y con una forma mas regular (rugosa), mientras que las colonias
grandes seleccionadas de los cultivos de pulmones doble mutantes poseen una superficie mas lisa. G-H.
Co-tincion con IGF1R y CCSP. Las colonias de los ratones control poseen una mayor proporciéon de
células IGF1R", con algunas de ellas que se co-tifien con CCSP (flechas de colores) (G). En las colonias
de los ratones doble mutantes la tincion de IGF1R aparece exclusivamente en las células de la superficie
de la colonia, y solo algunas de ellas también se co-tifien con CCSP (flechas de colores) (H). I-J. Co-
tincion para IGF1R (flecha verde) y Scal (flecha roja). En las colonias grandes de los animales mutantes
condicionales practicamente todas las células centrales son Scal” (asterisco), y solo las de la monocapa
externa son Scal’, y si se tifien con IGF1R (flecha verde) (J). K-L. Co-inmunotinciones para CCSP (flecha
verde) y Scal (flecha roja). En las colonias de los animales control la proporcion de células Scal® es
mucho mas baja (K) que en las colonias grandes de los ratones mutantes condicionales (asterisco),
donde no se aprecian células que se co-tifien con CCSP y Scal (L). M. Co-inmunotinciéon de Pro-SPC
(verde) y CCSP (rojo). En algunas colonias pequefias se aprecian grupos de células Pro-SPC” (flecha
verde) que también se tifien para CCSP (flecha roja y naranja). Barra de escala: 200 pmen A, C, Dy F;
500 pm en By E; 50 um en G-M.
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Se observa que las células de estas colonias expresan en diferente proporcion,
localizacion e intensidad marcadores de células epiteliales pulmonares (IGF1R, CCSP, Pro-
SPC) y marcadores epiteliales de células madre (Scal). En las colonias de ratones control el
IGF1R se expresa en células de la parte exterior de la colonia y en todo el soma celular,
colocalizando con marcadores de tipo epitelial como CCSP (Figura 52G), pero no colocaliza
con células con caracteristicas de células madre que expresan Scal y ocupan el centro de la
colonia (Figura 52I). La co-tincion de estas colonias con CCSP y Scal demuestra de nuevo que
la expresion de estos marcadores es excluyente con las células CCSP+ en la periferia de la
colonia y las Scal+ en el centro (figura 52K). También se observa que en la periferia de la

colonia existen pequefios grupos de células que co-expresan CCSP y Pro-Spc (Figura 52M).

Este tipo de doble marcaje ha sido descrito en células de Clara variantes de los BADJ y
en células puntuales de zonas alveolares en los pulmones de ratones con capacidad de
generar tanto células de Clara bronquiolares, como células alveolares AEC2 (Figura 3 de la
Introduccion) (Rawlins et al., 2009a; Rock and Hogan, 2011).

Las colonias de mayor tamafio observadas en los cultivos de pulmones CCSP-Cre"";

Igf1r" expresan IGF1R tan solo en las células de la periferia de la colonia, colocalizando
esporadicamente con algunas de las pocas células que también expresan CCSP (Figura 52H).
En estas colonias IGF1R tampoco colocaliza con Scal, que se expresa practicamente en todas
las células del interior de la colonia, (Figura 52J). De igual forma que ocurria en las colonias de
los pulmones control, y como es de esperar, tampoco se observa colocalizacion de CCSP y
Scal en ninguna de las colonias (figura 52HL). Ademas en este caso la presencia de células

CCSP+ en la periferia de la colonia es muy escasa (Figura 52L).

De estos resultados se concluye que existen colonias de células madre pulmonares
“atipicas” y mas grandes de lo normal en los cultivos derivados de los ratones mutantes

condicionales de IGF1R en las células de Clara.

5.2. Generacion y caracterizacion preliminar del fenotipo pulmonar en los ratones

mutantes condicionales de IGF1R en todo el epitelio respiratorio

Con el objeto de corroborar el fenotipo pulmonar descrito en los animales CCSP-
cre'™: 1gf1r"™ y con la intencién de aumentar la proporcion de células epiteliales del pulmén
con delecion de Igfir, se decidié generar una segunda linea de mutantes condicionales donde
se expresase Cre en mas tipos celulares del epitelio respiratorio. Para ello los animales

homocigotos Igf1r""

se cruzaron con ratones transgénicos hemicigotos Nkx2.1-Cre (Xu et al.,
2008) que dirigen la expresion de Cre desde estadios tempranos del desarrollo (Tiozzo et al.,
2009) (http://jaxmice.jax.org/strain/008661.html) a practicamente todas las células del epitelio
respiratorio y que se describe en detalle en el apartado 3.3. de la Introduccion. De los cruces se

generaron los 4 genotipos de ratones (Figura 23 de Material y Métodos), entre ellos los
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mutantes condicionales de Igfir denominados Nkx2.1-Cre™*; Igf1r"™ (Figura 24 de Material y
Métodos).

Para comprobar que la delecién ocurre a nivel gendmico en el locus Igflr de forma
especifica en el pulmén, el ADN genémico del pulmén y de la cola de ratones mutantes y

" se analizaron por PCR para determinar la delecion de las secuencias floxeadas

control Igflr
en Igflr segln se indica en Material y Métodos. Los resultados se muestran en la Figura 53A,
donde se observa que la delecidn ocurre exclusivamente en el ADN de pulmén de los ratones
Nkx2.1-Cre"*: Igf1r"" pero no se observa ni en el ADN genémico de la cola de estos ratones,
ni tampoco en ningdn de los tejidos en los animales control. Aunque la intensidad de las
bandas amplificadas correspondientes a la forma alélica delecionada (491 pb) y sin delecion
“floxeada” (1300 pb) no son proporcionales a la cantidad de ADN gendmico existente. Se
aprecia que la banda de la delecién es mas intensa que la de su forma alélica floxeada (Figura
53A). El analisis de la delecién también se realiz6 en ADN gendmico de otros tejidos como
higado, bazo y rifion de ratones Nkx2.1-Cre™": Igf1r"" en paralelo al del pulmén, sélo se
observo presencia de delecion de Igfir en el tejido pulmonar (Figura 53B). También se ha
observado la presencia de delecion en otros tejidos de estos ratones en donde se sabe que los
animales Nkx2.1-Cre expresan Cre aparte del pulmén, como en el cerebro y en tiroides

(http:/ljaxmice.jax.org/strain/008661.html) (Xu et al., 2008).

A B
Pulmon Cola Nkx2.1-Cre 79+ ; Igfilrfl/fl
Cre: +/+ Cre/+ Cre/+ +/+ Cre/+ : .
Igftr:  fUfl e A Pu Hig Ba Ri

-ww.- e B W e < 1300pb

— —— —-——— <4+491pb

Figura 53. Deteccion de la delecion en el locus Igflr"/fI de ratones mutantes condicionales Nkx2.1-
cre™; 1gf1r"™ mediante PCR. Imagenes de geles de agarosa tefiidos con Gel Red® donde se
analizaron muestras de PCR para determinar la delecion en el locus Igflr de los mutantes Nkx2.1-Cre"®*;
Igflrﬂ’ﬂ usando ADN gendmico de los tejidos especificados. A. Resultado de la PCR en ADNs de pulmon
y cola de animales con diferentes genotipos. El fragmento correspondiente a la delecion (491 pb) sélo se
observa en el canal del ADN de pulmén de los ratones doble transgénicos Nkx2.1-Cre'*; Igf1r"", pero
no en el de las colas. B. Andlisis por PCR de ADNs genomicos de los tejidos especificados de ratones
mutantes condicionales Nkx2.1-Cre'®"; Igflrﬂ/ﬂ. La banda de la delecion soélo aparece en el pulmén (Pu),
pero no en otros tejidos analizados. Nétese que en todos los canales, incluso en los que poseen la banda
de delecién aparece amplificacion de ADN sin sufrir la delecion (banda de 1300 pb). Pu, pulmén; Hi,
higado; Ba, bazo; Ri, rifién.
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El andlisis por gRT-PCR de los niveles de expresion relativa de Igflr en los pulmones
de los ratones Nkx2.1-Cre™*; 1gf1r"" eran significativamente mas bajos que en los animales
control (Figura 54A). Dado que en el pulmén de ratones adultos las células de Clara de los
bronquiolos terminales y las células AEC2 del epitelio alveolar estdn supuestamente alteradas
en Igflr (Figuras 41, 42 y 43), también se determinaron los niveles de ARNm de estos genes:
CCSP y Cyp2f2 de las células de Clara, y SPC de las AEC2, y también la del gen Nkx2.1, por
ser su promotor, el usado por la recombinasa Cre para dirigir su expresion. Sin embargo, en
ninguno de estos genes se observan cambios significativos en los niveles de expresion en los
pulmones de los ratones Nkx2.1-Cre'®*; Igfir"™ (Figura 54B-E), aunque en todos ellos los
niveles medios son inferiores a los de los animales control, observandose las mayores
diferencias en CCSP y sobre todo en Cyp2f2 (Figura 54B y 54E).
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Figura 54. Niveles de expresién de ARNm de Igflr, CCSP, Pro-SPC, Nkx2.1 y Cyp2f2 en ratones
mutantes Nkx2.1-Cre'®*; Igflr"”'. Las gréficas representan los datos de qRT-PCR para los genes
usando ARN obtenido de pulmones de ratones de ambos genotipos. El gen Rn18s (ARN ribosémico
18S) se ha usado como control (n = 5 para los controles y n = 4 para los mutantes condicionales). Perfil
de expresion de Igflr (A), CCSP (B), Pro-SPC (C), Nkx2.1 (D) y Cyp2f2 (E). No se observan diferencias
en los niveles de CC10, Pro-SPC, Nkx2.1 y Cyp2f2, salvo para Igflr en los ratones mutantes. Los datos
corresponden a la media + error tipico. (* p < 0,05 Mann Whitney U-Test).
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El estudio de la histologia pulmonar de estos mutantes revel6 un fenotipo similar al
observado en el epitelio de los bronquiolos terminales de los ratones CCSP-Cre™*; Igf1r"",
pero mucho mas acusado.

Frente a la normal histologia del epitelio bronquiolar de los ratones Igflrﬂ/ﬂ, grueso, con

continuidad de nulcleos dispuestos pseudoestratificadamente y con proyecciones apicales en
forma de clpula de las células de Clara (Figura 55A-C), en los mutantes condicionales Nkx2.1-
cre': I1gf1r"™ el epitelio bronquiolar terminal es mas plano, sin las proyecciones cupuladas
tipicas de las células de Clara, con ndcleos dispuestos mas separados a la misma altura e
incluso en zonas puntuales parece que se pierden las células de Clara, formandose
discontinuidades (Figura 55D-E).

Las inmunatinciones para IGF1R de los bronquiolos terminales en los animales control
(Figura 55G) muestran intensa tincion frente a ausencia de tincién en los animales mutantes
(Figura 55H). Ademas en estos animales la tincion para CCSP en las células de Clara se
aprecia muy reducida (Figura 55H, panel central). En la zona alveolar también se aprecia una
reduccioén de la expresion generalizada de IGF1R en los mutantes (Figura 55J) comparada con
los pulmones control (Figura 55I). A mayor magnificacién se aprecia que la reduccion de la
tincién de IGF1R se corresponde a las células AEC2 que se siguen tefiiendo con intensidad
normal para Pro-SPC (Figura 55K-L).
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Nkx2.1-Cre™¥*; Igf1rf

Figura 55. Efecto de la delecion condicional de IGF1R en el epitelio pulmonar en los ratones
adultos Nkx2.1-Cre'™": Igf1r"™. Alteraciones en la morfologia y en la expresion génica en el epitelio
broquiolar terminal de los ratones control Igfir"" y mutantes condicionales Nkx2.1-Cre™*; Igf1r"". A-F.
Tinciones con H&E mostrando alteraciones histol6gicas en el epitelio bronquiolar terminal. El bronquiolo
terminal de los ratones control muestra un epitelio relativamente alto (flechas rojas) y continuo, con las
cupulas de secrecion de las células de Clara muy evidentes (puntas de flecha negras) (A-C). En los
ratones mutantes condicionales el epitelio de los bronquiolos terminales es mas bajo, y con
estrechamientos o falta de células puntuales (flecha negra) (D-E). G-H. Imégenes confocales de co-
tinciones en el epitelio de bronquiolos terminales para IGF1R (panel de la izquierda, en verde), CCSP en
células de Clara (panel central, en rojo) y la superposicion de las imagenes anteriores con la tincién
nuclear con DAPI (panel de la derecha, en azul). Los ratones control expresan IGF1R en el epitelio
bronquiolar (flecha verde) que colocaliza con la expresion de CCSP (flecha roja y naranja) (G). En los
bronquiolos de los ratones mutantes condicionales no se aprecia expresion de IGF1R y la tincién para
CCSP esta mas reducida (H). I-L. Co-inmunotincién para IGF1R y Pro-SPC en la zona alveolar. Imagenes
tomadas a baja magnificacion (I-J). En K-L se presenta a mayor magnificacion la zona de los recuadros
en I-J. En las imagenes de los ratones control (I, K) se aprecia una tincién localizada para IGF1R en la
zona alveolar que en muchos casos colocaliza con Pro-SPC en las células AEC2 (flecha roja). En los
ratones mutantes condicionales hay células Pro-SPC" sin expresién de IGF1R en las células AEC2 de la
zona alveolar (flechas roja L). M-N. Co-tincion para BrdU (en verde, flecha verde) y CCSP (en rojo) en el
bronquiolo terminal de ratones (Igf1r"™ (M) y de ratones mutantes condicionales (Nkx2.1"*; I1gf1r™™ (N).
al, zona alveolar; bt, bronquiolo terminal. Barras de escala: 20 um en A-F; 50 pm, G-Jy 17 pum en K-L.

Con objeto de determinar si la delecién de Igflr en los pulmones Nkx2.1-Cre'¥"; Igflr"’fI

afectaba a la proliferacion celular del epitelio de los bronquiolos terminales se realizo
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inmunotinciones para BrdU en secciones de pulmén y las imagenes representativas de los dos
genotipos se muestran en la Figura (55M-N). Un recuento preliminar del nimero de células
marcadas muestra un aumento considerable aunque no sea estadisticamente significativo de
las células BrdU" en el epitelio bronquiolar terminal de los ratones mutantes condicionales
(Tabla 9).

Tabla 9. Cuantificacion de la proliferacién celular en el epitelio bronquiolar de los ratones
mutantes condicionales Nkx2.1-Cre™": 1gf1r"" (n = 4)
Linea Genotipo Células BrdU'/mm?
Nkx2.1-Cre™"; Igf1r™ Igf1r™ 2,78
Nkx2.1-Cre™*; Igf1r™ 3,92

5.2.1. Aumento de células indiferenciadas en las colonias de células madre de los

ratones Nkx2.1-Cre'®*; Igflrf”fI cultivadas in vitro

Con el objetivo de determinar si Igflr estd implicado en la generacién de los
precursores de las células epiteliales del pulmén (células madre o stem), los pulmones de los
ratones adultos de los dos genotipos se disgregaron y mantuvieron in vitro en un medio de
cultivo que selecciona la supervivencia y proliferacién de células madre epiteliales pulmonares
para generar colonias redondeadas que crecen semiflotando. Tanto las colonias de células
madre normales como las obtenidas de los pulmones mutantes condicionales crecen bien en
cultivo, aunque con diferencias apreciables. La determinacién de la delecién de los segmentos
floxeados en Igflr demostrd que en el ADN gendmico de colonias de células madre mutantes
condicionales se ha producido la delecién, mientras que ésta no se observa en el ADN

gendmico obtenido de las colonias derivadas de pulmones control (Figura 56).
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Nkx2.1-Cre™¥*; Igf1r ™1
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Figura 56. Deteccion de la delecion en el locus Igf1r"™ en cultivos in vitro de colonias de células

madre pulmonares derivadas de ratones mutantes Nkx2.1-Cre'®"; Igf1r"" mediante PCR. Imagen
de un gel de agarosa tefiido con Gel Red® en que se analizaron muestras de PCR para determinar la
delecion en el locus Igfir en ADNs gendmicos obtenidos de las colonias de células madre pulmonares
derivadas de ratones mutantes. La banda de la delecion 4491 pb) se aprecia exclusivamente en el carril
con ADN de colonias con genotipo Nkx2.1-Cre"®*; Igf1r"". Como control positivo de la PCR se ha usado
ADN gendmico de pulmén de un ratén mutante condicional Nkx2.1-Cre"*; Igf1r™™.

Del mismo modo que para la linea de transgénicos CCSP'™®": Igf1r"™" las colonias de
células madre de los ratones Nkx2.1-Cre™®*; Igf1r"" cultivadas in vitro se comportan de igual
manera en crecimiento y mantenimiento. La observacion microscopica de estas colonias
demuestra que en el cultivo de células madre mutantes condicionales el nimero de colonias es
mayor y en general son todas mas grandes que en los cultivos de colonias de los pulmones
control (Figura 57A-B).

En las tinciones inmunocitoquimicas se aprecia que las colonias derivadas de ratones
Igf1r" son de menor tamarfio y poseen una forma mas irregular o rugosa, mientras que las
colonias de los cultivos de pulmones mutantes condicionales son de mayor tamafio y poseen
una superficie mas lisa (Figura 57G-N), de forma similar a lo que ocurria en este tipo de
cultivos de los animales de la linea de transgénicos CCSP-Cre'®"; Igf1r"". Se observa que las
células de estas colonias expresan en diferente proporcién, localizaciébn e intensidad
marcadores de células epiteliales pulmonares (IGF1R, CCSP, Pro-SPC) y marcadores
epiteliales de células madre (Scal). En las colonias de ratones control IGF1R se expresa en
células de la parte exterior de la colonia y en todo el soma celular, colocalizando con
marcadores de tipo epitelial como CCSP (Figura 57G), pero lo hace en muy pocas células
madre que expresan Scal y ocupan el centro de la colonia (Figura 571). La co-tincion de estas

colonias con CCSP en la periferia de la colonia y Scal en el centro demuestra que la expresion
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de estos marcadores es excluyente con las células CCSP” y las Scal® (figura 57K). También
se observa que en la periferia de la colonia existen grupos de células que co-expresan CCSP y
Pro-SPC (figura 57M y 57N). Este tipo de doble marcaje ha sido descrito en células de Clara
variantes de los BADJ y en células puntuales de zonas alveolares en los pulmones de ratones
con capacidad de generar tanto células de Clara bronquiolares, como células alveolares AEC2

(Figura 3 de la Introduccién) (Rawlins et al., 2009a; Rock and Hogan, 2011).

Las colonias grandes observadas en los cultivos de pulmones Nkx2.1-Cre™®": Igf1r™
expresan IGF1R tan so6lo en la parte externa de la colonia, colocalizando esporadicamente con
algunas células que también expresan CCSP (Figura 57H). En estas colonias IGF1R tampoco
colocaliza con Scal, que se expresa principalmente en las células del interior de la colonia, con
excepcion de las situadas en la periferia que son IGF1R" (Figura 57J). De igual forma que
ocurria en las colonias de los pulmones control, tampoco se observa colocalizacién de CCSP y

Scal en ninguna de las colonias (figura 57J).

De estos resultados se concluye que en los cultivos derivados de los ratones mutantes
condicionales de Igflr la proporcion de colonias de células madre pulmonares “atipicas” y mas
grandes de lo normal, es mayor que en la linea de mutantes condicionales CCSP-Cre™";

I g 1 rfI/fI
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ka2 1-Cre™?*; Igf1rf’/”
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Figura 57. Morfologia e |nmun0t|n0|on de colonias de células madre pulmonares derivadas de
ratones mutantes Nkx2.1-Cre'®"; Igflr M cultivadas in vitro. A-F. Microfotografias de contraste de
fases de colonias de células madre epltellales derivadas de pulmones de los ratones control Igflr y
mutantes condicionales Nkx2.1- CreTg“, Igflr . Las colonias de ratones control tienen tamafo mas
reducido (flechas negras en B) que las colonias de los cultivos procedentes de ratones mutantes
condicionales (flechas rojas en E). G-N. Microfotografias confocales de colonias con inmunotinciones
dobles para los antigenos indicados: IGF1R, CCSP y Pro-SPC en verde (paneles de la izquierda), y
CCSP y Sca-1 en rojo (paneles centrales), y superposicion de las imagenes anteriores con la tincién
nuclear con DAPI (panel derecho, en azul). G-H. Co-tincién con IGF1R y CCSP. Las colonias de los
ratones control poseen alta proporcién de células IGF1R", y muchas de ellas se co-tifien con CCSP
(flechas de colores) (G). En las colonias de los ratones mutantes condicionales la tincion de IGF1R
aparece exclusivamente en la superficie de las células periféricas de la colonia. Mientras que la tincion
para CCSP aparece con mayor extension al interior de la colonia, por lo que muy pocas células se co-
tifien con IGF1R y CCSP (flechas de colores) (H). I-J. Co-tincion para IGF1R y Scal. En las colonias de
animales control se aprecian muchas células tefiidas para IGF1R en la periferia y las células Scal® se
agrupan en el centro (I). Aunque la mayoria de las células IGFIR" son Scal’, algunas de ellas co-
expresan ambos marcadores (flechas de colores en I). Las colonias de animales mutantes condicionales
s6lo expresan IGF1R en las células de la monocapa externa (flechas verdes) y el resto son Scal” (flechas
rojas) (J). K-L. Co-inmunotinciones para CCSP y Scal. En las colonias control la proporcion de células
Scal’ (flecha roja) es mucho mas baja (K) que en las colonias grandes de los ratones mutantes (L).
Nétese que en ambas colonias las células CCSP™ estan sobre todo en la periferia (flechas verdes). M-N.
Co-inmunotinciéon de Pro-SPC y CCSP. En las colonias de ambos genotipos se aprecian grupos de
células Pro-SPC" (flecha verde) que también se tifien para CCSP (flecha roja y naranja). Barra de escala:
100 pumen A, C,DyF; 500 pmen By E; 50 um en G-N.
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Como se ha mencionado anteriormente la falta de IGF1R aumenta el tamafio y el
nimero de las colonias con genotipo Nkx2.1-Cre'": Igfir"™. Para corroborar estos datos
procedimos a contar y medir las colonias de ambos genotipos en los citospins. En la Figura
58A se representa el numero de colonias por pulmén de ratén para ambos genotipos obtenidos
en un experimento. Se aprecia un mayor nimero de colonias en los cultivos derivados de los
ratones mutantes condicionales Nkx2.1-Cre™"; 1gf1r"". Al medir el diametro de las colonias de
ambos genotipos se aprecié un mayor numero de colonias con mayor didmetro en las colonias
derivadas de los ratones Nkx2.1-Cre'*; Igfir"™ (Figura 58B). Aunque estos resultados son
provisionales podrian indicar que la delecién de Igfir en las células del epitelio ademas de
aumentar el numero de células indiferenciadas, estaria también implicado en aumento de
proliferacion y consecuente aumento del nimero y diametro de las colonias de células madre

en el modelo estudiado.
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Figura 58. Efecto de la delecién de Igflr sobre el tamafio de las colonias de células madre

Tgl+, fl/fl ;2 z e - .
pulmonares de ratones Nkx2.1-Cre *"; Igflr". Representacion gréafica del numero de colonias y su
distribucion por tamafios en un cultivo de 11 dias de colonias de ratones control Nkx2.1-Cre*’"; Igflrf"f y
de mutantes condicionales Nkx2.1-Cre'®*; Igflrﬂ’f. A. La gréfica representa el nimero de colonias por
pulmén de raton obtenidos en los citospins de los cultivos de los ratones control y mutantes
condicionales. Se aprecia un mayor namero de colonias en los ratones mutantes condicionales que en
los ratones control. B. Distribucion del ndmero de colonias por tamafios en los ratones de ambos
genotipos. En los ratones mutantes condicionales Nkx2.1-Cre™®"; Igflr"’fI se aprecia un mayor nimero de
células con mayor didametro. En cambio en los ratones control aumenta el niUmero de colonias en rangos
de diametro menores.
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1. Expresion de los genes del sistema IGF/Ins en el pulmén de ratén:
IGF1IR aunque posee una expresion constitutiva, ésta es mas alta en

células del epitelio respiratorio

Antes de proceder al estudio funcional, se ha considerado oportuno evaluar la
expresién de genes del sistema IGF/Ins en diferentes estadios del desarrollo del pulmén
murino para poder entender mejor su funcionalidad en este 6rgano. Se analiz6 a nivel de ARN,
y mas en detalle, a nivel celular mediante tinciones inmunohistoquimicas la expresion de
IGF1R e IGF2 en el pulmén prenatal, y de IGF1R, IGF1 e IGF2 en el pulmén adulto, Los
perfiles de la expresion de ARNm de genes del sistema de IGF/Ins (Igfl, Igf2, Igflr, Igfbp2,
InsrA e InsrB) mediante gRT-PCR demuestran que todos los componentes analizados se
expresan a lo largo del desarrollo del pulmén de ratdon. Se aprecia que estos genes se
expresan en todos los estadios analizados, salvo Igf2 cuyos niveles son elevados en E16,5 y
van decreciendo progresivamente hasta ser casi indetectable a partir del estadio P15, resultado
que corrobora datos publicados donde se menciona que Igf2 en condiciones normales no se
expresa en estadios postnatales del ratén (Giannoukakis et al., 1993). Los niveles de Igfl son
mas elevados en los estadios tempranos del desarrollo, para descender significativamente a lo
largo de la vida postnatal hasta los 3 meses, y todavia mas a partir de esta edad. Este perfil de
expresién es bastante similar al observado para los receptores analizados, Igflr, InsrA e InsrB,
aunque Igflr muestra una expresion mas constante con la edad. Estos resultados corroboran
los observados por otros autores usando microarrays (Kho et al., 2009), y también son
similares a los obtenidos por Nagata et al. mediante gRT-PCR para Igfl, Igf2 e Igfir en
estadios embrionarios (Nagata et al., 2007), asi como a los obtenidos para Igfl e Igf2 en ratas
mediante otras técnicas (Klempt et al., 1992; Wallen and Han, 1994). Llama la atencion que el
perfil de expresiéon de Igfbp2 es casi complementario al de estos cinco genes, ya que su nivel
de expresidn es bajo hasta el nacimiento y sus mayores niveles se observan en los estadios
postnatales. La presencia de ARNm de estos genes en diferentes niveles y con cambios
dinamicos durante los diferentes estadios del desarrollo del pulmén sugiere una posible

implicacion funcional y diferencial durante el desarrollo pulmonar en el ratén.

El estudio inmunohistoquimico de la expresién de IGF1R confirma una expresion
generalizada, casi ubicua de esta proteina en el pulmén (Retsch-Bogart et al., 1996), aunque
hay algunos tipos celulares que claramente destacan por su contenido, y con un patrén muy
similar tanto en el pulmén prenatal E18,5 como en el adulto. Los niveles mas altos se aprecian
en el musculo liso perivascular, destacando también su presencia en la mayoria de las células
epiteliales pulmonares, sobre todo en las células de Clara de los bronquiolos terminales y en
las AEC2 alveolares, pero también en la parte apical de las células ciliadas y en las células
neuroendocrinas de los bronquiolos. Las Unicas células epiteliales en donde no se aprecian

niveles altos de IGF1R son las células AEC1. IGF1R también se encuentra en las células

131



Discusion

endoteliales y en los macrofagos, como ya se habia descrito previamente en el pulmén de

pacientes humanos (Han et al., 2003; Krein et al., 2003).

La presencia de IGF2 en el pulmén prenatal se limita sobre todo a las células del
epitelio bronquiolar, datos que coinciden con los publicados para embriones de rata (Wallen
and Han, 1994). En este trabajo se describe una presencia ubicua de IGF1 en el pulmén
adulto, aunque también destaca su presencia en el epitelio de los bronquiolos. En humanos, su
expresion también es ubicua, realzando su presencia en las células mesenquimales y

macréfagos de pulmones de pacientes con sindrome de distrés respiratorio (Krein et al., 2003).

La localizacion de los IGFs, y sobre todo la del receptor IGF1IR como ejecutor
autéonomo celular de la actividad de sus ligandos, concuerda con las alteraciones generalizadas
encontradas en los embriones y neonatos mutantes Igflr'/' e Igfl”'. Estas son aquellas
relacionadas sobre todo con la diferenciacion del epitelio alveolar, del musculo liso,
vascularizacion e inflamacién en los pulmones embrionarios de los ratones Igfl”' descritos aqui
y por otros autores (Pichel et al., 2003; Moverare-Skrtic et al., 2009; Epaud et al., 2012; Pais,
2013). Ademas también concuerda con el fenotipo observado en las células de Clara de los
bronquiolos terminales o de las células madre epiteliales de pulmones adultos de los ratones
mutantes condicionales de Igflr descritos en este trabajo.

2. Accion de IGF1 en el desarrollo y maduracion del pulmén embrionario

Como se ha demostrado aqui y se ha publicado en trabajos previos, est4 claro que
IGF1, a través de IGF1R, participa en el desarrollo del pulmén actuando sobre la diferenciacion
de mudltiples tipos celulares ubicados en compartimentos pulmonares definidos, tales como el
epitelio alveolar, mesénquima y endotelio vascular (Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al.,
2006; Epaud et al.,, 2012). Durante la morfogénesis y maduracion del pulmén embrionario
diferentes genes con funcién reguladora, entre los que se incluyen factores de transcripcién
(Cardoso, 1995; Minoo et al., 1995; Kimura et al., 1996), factores de crecimiento (Korfhagen et
al., 1994; Serra et al., 1994; Simonet et al., 1995; Zhou et al., 1996a) y/o receptores de factores
de crecimiento (Peters et al., 1994; Miettinen et al., 1995; Sibilia and Wagner, 1995; Xu et al.,
1998), ejercen un efecto positivo 0 negativo coordinado en la activaciéon de otros genes que
permiten el desarrollo normal del pulmén. Trabajos previos de nuestro grupo habian
encontrado una serie de genes con expresion diferencial de sus ARNm mediante un analisis
transcripcional usando microarrays. En esta Tesis se ha intentado corroborar las alteraciones
en la expresion de algunos de estos genes seleccionados por sus propiedades reguladoras
para poder validarlos como posibles genes diana de IGF1. La validacién se ha realizado tanto
en pulmones de ratones Igfl'/" in vivo, como en cultivos in vitro, bien en explantes de sus
I6bulos pulmonares o mediante el cultivo de células mesenquimales obtenidas de los ratones

mutantes o en lineas celulares de carcinomas de pulmén. En estos estudios también se
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evaluaron cambios en los niveles de expresion de diferentes genes del sistema IGF/Ins, pero

sobre todo de IGF1R. Estos resultados se discuten a continuacion.

2.1 La deficiencia de IGF1 en los pulmones E18,5 causa alteracion de la expresiéon de
genes reguladores a nivel proteico, aumentando la expresion de Nfib y reduciendo la de
KIf2, Egrly Ctgf

En estudios previos de nuestro laboratorio sobre la caracterizacion del fenotipo
pulmonar del ratén en el estadio E18,5 se habia observado que la deficiencia de IGF1 durante
la embriogénesis provoca una hipoplasia pulmonar prenatal desproporcionada, ademas de la
presencia de membranas hialinas y colapso en los alveolos. También induce una deposicién
anomala generalizada de la matriz extracelular, reduccién del musculo liso, alteraciones
vasculares e inflamacion pulmonar (Pais, 2013). Ademas éstos ratones presentaban
reducciones en la expresion de factores de transcripcion como Ttfl, Sp3, Foxfla y Foxf2 en el
periodo perinatal (Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006). Posteriormente, para
profundizar en las causas de este fenotipo pulmonar se realizé un estudio més exhaustivo de la
expresion diferencial de genes a nivel transcripcional usando microarrays para ARN, que
identific6 19 genes cuya expresion aumenta y 40 genes cuya expresion disminuye en los
pulmones de embriones E18,5 Igfl”' (Pais, 2013)). Entre los genes expresados
diferencialmente a nivel transcripcional, se decidi6 centrar la atencién en el estudio a nivel
proteico de aquellos que resultaban interesantes funcionalmente por cumplir dos criterios: i)
que poseyeran funcion o capacidad reguladora de funciones celulares (como factores de
transcripcion, factores de crecimiento, receptores, etc.), y ii) que previamente hubiesen sido
referidos con funciones relacionadas con la organogénesis pulmonar, con células de origen
pulmonar, o dependientes o relacionadas con IGF1 en cualquier otro contexto. De la lista de los
genes mencionados se seleccionaron seis que cumplian estas condiciones. Estos fueron los
factores de transcripcion Nfib, KIf2, Egrl y c-Jun, y los factores de matriz celular o proteinas
matricelulares Cyr61 y Ctgf (Pais, 2013). Las razones por las que se han seleccionado se

exponen a continuacion.

Nfib es un factor de transcripcién que regula la expresion de genes de diferenciacién en
el pulmén (Steele-Perkins et al., 2005). Ademas juega un papel importante en la progresion del
ciclo celular, apoptosis y transformacién celular, regulando la transcripcién de genes diana para
la adecuada adipogénesis y diferenciacion mesequimal (Geurts et al., 1998; Nilsson et al.,
2005; Italiano et al., 2008; Persson et al., 2009; Pierron et al., 2009; Mitani et al., 2010). La
carencia de Nfib en ratones resulta en una aparente detencién en la maduracion pulmonar fetal
tardia, y de forma semejante a como ocurre en los ratones Igfl-/-, presentan hipoplasia,
aumento de la proliferacion y de la apoptosis, y reduccién de la expresion de varios marcadores

de diferenciacién terminal en el pulmén E18,5 (Steele-Perkins et al., 2005). Ademas del pulmén
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presentan defectos en el cerebro y se mueren poco después del nacimiento (Grunder et al.,
2002; Dooley et al., 2011).

KIf2, es un factor de transcripcidn altamente expresado en el pulmén, ademas de en
otros drganos, induciendo la diferenciacion celular y desarrollo de los tejidos. (Anderson et al.,
1995; Kuo et al., 1997). Tiene un papel importante en la biologia vascular y es esencial para el
desarrollo normal del pulmén siendo su expresion aumentada durante la maduracién prenatal
del pulmon de ratéon (Wani et al., 1999; Xu et al., 2012). Ademas, la via de PI3K, una de las
vias canénicas de sefializacién de IGF1, posee un papel clave en la mediacion de la accién de
KIf2 (Nayak et al., 2011).

El factor de crecimiento de respuesta inmediata (Egrl) fue identificado originalmente
como un gen que se induce rapidamente en respuesta a una gran variedad de estimulos,
incluyendo factores de crecimiento, citoquinas, fuerzas fisicas, hipoxia, y dafio, implicados en el
progreso de las enfermedades vasculares (Silverman and Collins, 1999). Como factor de
transcripcion, puede inducir la expresion de un conjunto de genes vasculares, tales como
PDGFA y B, bFGF, TGFB, TNFa, y la molécula de adhesion intracelular 1 (Silverman and
Collins, 1999). La expresion de Egrl es ubicua y baja en muchos tejidos, exhibiendo un patron
de expresion distinto en el cerebro. Ademés en el contexto de nuestro trabajo cabe destacar
que Egrl habia sido considerado un gen diana de IGF1 (Jhun et al., 1995; Dupont et al., 2001).
Al igual que ocurre en el pulmén de los mutantes Igf1”, los pulmones perinatales deficientes de
Tlo/Podoplanina, proteina que se expresa en las membranas apicales de las células AEC2,

también tiene una expresion reducida de Egrl (Millien et al., 2006).

c-Jun pertenece a la familia de los factores de transcripcién AP-1, que incluyen Fos y
Jun. Estudios de la expresion de c-Jun indican que éste pertenece a la clase de genes de
respuesta inmediata, que son rapidamente y de forma transitoria inducidos en respuesta a
estimulos mitogénicos en las células quiescentes (Curran and Franza, 1988). Los estudios de
la expresion de c-Jun durante el desarrollo embrionario indican que se expresa casi
ubicuamente, aunque con una importancia especial en los tejidos que contienen regiones de
células que se dividen rapidamente (Wilkinson et al., 1989). Su expresion aumenta en el
pulmén de raton en el estadio E18,5 (Xu et al.,, 2012) y los ratones que carecen de c-Jun
mueren entre el dia embrionario E12,5 y E13,5 (Hilberg et al., 1993; Johnson et al., 1993). Asi
en E12,5, todos los fetos deficientes en c-Jun muestran defectos del septo interventricular en el
corazon y la separacion incompleta de la aorta y la arteria pulmonar, lo que se traduce en el
tronco arterioso persistente que indican que c-Jun es esencial para el desarrollo normal del
tracto de salida cardiaca (Eferl et al., 1999). Como gen diana de IGF1, se ha descrito que éste
es capaz de estimular la transcripcion de c-Jun en varios contextos celulares (Chiou and
Chang, 1992; Monnier et al., 1994; Lagarrigue et al., 1995; Monno et al., 2000; Che et al., 2002)
entre ellos en la organogénesis de la vesicula Optica por el Grupo de la Dra. Isabel Varela
(Frago et al., 2000).
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Cyr6l1 y Ctgf, renombradas recientemente con los nombres de CCN1l y CCN2,
respectivamente, son proteinas secretadas asociadas a proteoglicanos heparan sulfato, que se
unen a la matriz extracelular (ECM), y participan dependiendo del contexto en la sefalizacion
celular estimulando mitosis, adhesién, apoptosis produccion de ECM, arresto del crecimiento y
migracién en mdltiples tipos celulares. Son proteinas de respuesta inmediata temprana
(inmediate early response genes), que también responden a estimulos de estrés, y entre otras
funciones median la progresion de fibrosis en rifion y pulmén. Poseen también actividad pro-
angiogénica clara, posiblemente actuando de mediadores de la sefializacion entre la ECM e
integrinas de la superficie celular. En su dia fueron consideradas IGFBPs de baja afinidad, y
por ello fueron denominadas IGFBP10 e IGFBPS8, respectivamente (Brigstock, 2003; Perbal,
2004; Holbourn et al., 2008). Su expresion es elevada en el pulmén, cuyos niveles aumentan
en el estadio E17,5 (Xu et al., 2012), pero sobre todo se expresan en el epitelio respiratorio y
en bronquiolos, aunque Ctgf también se expresa en el endotelio capilar (Ning et al., 2004).
Ademés de estar implicadas en el cancer de pulmon también participan en la angiogénesis y en
el desarrollo pulmonar, como lo demuestran los fenotipos de los ratones mutantes. Los ratones
deficientes de Cyr61 presentan un fenotipo relacionado con la angiogénesis placentaria,
mientras que los deficientes de Ctgf poseen un fenotipo pulmonar muy similar a los deficientes
de Igfl, con hipoplasia pulmonar y alteracion en la maduracién del septo alveolar.
Curiosamente, los pulmones de los ratones deficientes de Ctgf presentan una reduccién en la
proporcién de células positivas para IGF1 en la zona alveolar, y una concomitante disminucién
de los niveles totales de IGF1 (Mo et al., 2002; Baguma-Nibasheka and Kablar, 2008). En
cambio, los pulmones fetales estimulados a crecer por la oclusiéon traqueal muestran un
incremento en la expresién de Ctgf e IGF1 (Mesas-Burgos et al., 2009). Estos datos apoyan
fuertemente una posible regulacién cruzada de expresion entre estas dos proteinas durante el
desarrollo del pulmén, que encajaria con una categorizacion temprana de Ctgf como IGFBP8
(Kim et al., 1997; Brigstock, 2003).

Cuando se determinaron los niveles de expresiéon a nivel de proteina de estos seis
genes en los pulmones E18,5 Igfl"’, comparandolos con los normales, se demostré que sélo
habia cambios significativos de las proteinas de Nfib, KIf2, Egrl y Ctgf. Se observa que Nfib se
sobre-expresa y Klf2, Egrl y Ctgf bajan su expresion a nivel de proteina en los pulmones Igfl”',
cambios acordes con los descritos para sus ARNm (Pais, 2013). Curiosamente, estos cambios
de expresion en los pulmones Igfl"" altamente proliferativos se correlacionan con la expresion
de estos genes en el cancer de pulmoén. Asi, mientras que Nfib se ha descrito como un
oncogén en el pulmén debido a su alta expresién en los tumores de pulmén, KIf2 y Ctgf, y
también Cyr61, se han considerado genes supresores de tumores debido a su reduccion de la
expresion en estos carcinomas (Tong et al., 2004; Chien et al., 2006; Chen et al., 2007; Dooley
etal., 2011; Xie et al., 2011).

En cambio no se apreciaron cambios en los niveles de la proteina matricelular Cyr61,
que era el gen con mayor reduccién de la expresion a nivel de ARNm en los pulmones
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mutantes. De la misma forma tampoco se encontraron diferencias en la expresion de la
proteina de c-Jun, cuyo ARNm si esta reducido en los mutantes. Aunque se desconocen las
razones concretas de estas discrepancias, éstas podrian estar relacionadas con que estos dos
genes son considerados de respuesta inmediata temprana relacionados con el acto de respirar
de los ratones normales al nacer (Dolinay et al., 2006; Millien et al.,, 2006). Mientras los
neonatos E18,5 normales respiran y aumentan la expresion de ARNm de estos genes en el
periodo de 20 minutos antes de su sacrificio, los embriones Igfl"' que no respiran en este
tiempo, podrian no generar alteraciones de su expresion, siendo el resultado final que los
niveles de sus transcritos estén reducidos en los pulmones E18,5. Sin embargo puede que los
cambios de ARNm ocurridos en este corto periodo de tiempo no se traduzcan en cambios de
niveles de proteina. Estos genes también han sido considerados de respuesta temprana en el
contexto de la respiracién de los neonatos (Dolinay et al., 2006; Millien et al., 2006). Ademas
muestran reducciones significativas en los niveles de proteina, lo que les implicaria mas como
dependientes de la sefalizacion de IGF1 durante la organogénesis prenatal del pulmdn,
arrastrada desde momentos anteriores al estrés pulmonar causado por la respiracion del
neonato. Algunos de éstos, como Egrl, Cy61 o c-Jun, ya habian sido descritos como
mediadores de la sefializacion de IGFs/ins en otros contextos, por ejemplo en fibroblastos
(Dupont et al., 2001; Dupont et al., 2003).

Diversos estudios previos realizados en nuestro laboratorio sobre la caracterizacion de
los pulmones embrionarios de ratones Igf1” o los realizados por otros autores en los Igfir”
indican que ambos mutantes presentan un fuerte retraso en el crecimiento y en la progresion
de la organogénesis pulmonar (Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006; Epaud et al.,
2012). Una posible explicacion para los cambios de expresion proteica de Nfib, KIf2, Egrl y
Ctgf en los pulmones Igfl”' podria ser que son consecuencia de su retraso en el desarrollo,
debido a la falta de sefalizacién de IGF1 (Pais, et al., 2013). Efecto evidenciado por las
diferencias en los cambios de expresion génica entre los resultados obtenidos por Xu et al.,
que identifican alteraciones en genes reguladores a lo largo del normal desarrollo pulmonar (Xu

et al., 2012) y los presentados en esta Tesis.

2.2. Expresion y sefializacion intracelular diferencial del sistema IGF/Ins en los ratones

mutantes para Igf1”

Entre los diferentes genes del sistema IGF/Ins evaluados tan so6lo se encontrd
disminucién en los niveles de ARNm de Igfbp2 en los pulmones E18,5 Igfl”'. Este dato
contrasta con los resultados encontrados en la céclea de estos mismos ratones Igfl”', donde se
encontrd que los niveles de este gen estaban mas elevados que en los ratones normales
(Sanchez-Calderon et al., 2010). Estas discrepancias pueden ser debidas a las diferencias de
especificidad de tejido de los mecanismos de sefializacion y compensacion de los IGFs. Es

curioso que no existan diferencias en los niveles de 1gf2 ni de Igflr para intentar compensar la
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falta de IGF1. En este sentido en los pulmones prenatales de los ratones Igf2"’ si se ha descrito

que los niveles del ARNm de IGF1 son mas elevados (Silva et al., 2006).

A pesar de las alteraciones histologicas encontradas en los pulmones E18,5 Igfl”,
tampoco se aprecian diferencias relevantes en los patrones pulmonares de inmunotinciones
para IGF1R e IGF2. Llama la atencién que los altos niveles de IGF1R observados en el epitelio
bronquiolar no implican modificaciones histolégicas o moleculares relacionados con este
compartimento celular en los pulmones Igfl"'. Es posible que los altos niveles de IGF2
observados en el epitelio bronquiolar de las vias respiratorias, compense la deficiencia de IGF1
en los mutantes y por lo tanto, el mantenimiento de la sefializacion normal de IGF1R aunque se
necesitan estudios mas exhaustivos para demostrar este supuesto. Sin embargo, se han
observado pequefas diferencias en los patrones de expresion de IGF1R en las células

endoteliales de los capilares sanguineos alveolares.

Con el objeto de profundizar en la caracterizacién del efecto de la falta de IGF1 sobre la
maduracion pulmonar prenatal, hemos analizado la sefalizacion intracelular de los pulmones
de los embriones E18,5. Las MAP quinasas ERK y p38, conocidas como mediadoras tipicas de
la sefalizacion de IGF1R, juegan un papel crucial regulando la proliferacion y diferenciacion
celular de gran variedad de tejidos, incluyendo el pulmén embrionario (Ferrell, 1996; Shapiro et
al., 1997; Lee et al., 2001; Thrane et al., 2001; Kling et al., 2002). Los resultados obtenidos
demuestran que los pulmones de los embriones Igfl”' presentan mayores niveles de activacion
de ERK1/2 pero sin diferencias en los de p38. Esto apunta a que ERK2 es el mediador
fundamental en la sefalizacién de IGF1 durante la organogénesis fetal del pulmén, y que es
importante para mantener el equilibrio entre la proliferacion y la diferenciaciéon de células
pulmonares prenatales. Cambios en la fosforilacion de ERK1/2 han sido previamente descritos
durante el desarrollo embrionario de pulmén murino, en donde disminuye su activacién durante
la diferenciacién pulmonar en paralelo a la reduccién en la proliferacion (Wang et al., 2005).
Teniendo en cuenta que IGF1 es un factor de crecimiento que media la activacion de ERK1/2,
este resultado encajaria con el reducido tamafio del pulmén, su menor diferenciacién y los
mayores niveles de proliferacién de los pulmones E18,5 Igfl”' (Pichel et al., 2003; Moreno-
Barriuso et al., 2006; Pais, 2013).

La sefializacion de IGFs por la via de PI3K/AKT es histéricamente la méas candnica.
Wang et al. han descrito cdmo varian los niveles de AKT durante la diferenciacién del pulmén
embrionario de ratén. Segun estos autores, la actividad de AKT alcanza sus valores més altos
en estadios tempranos del desarrollo (E12) y va disminuyendo considerablemente hasta que
en el estadio E18,5 alcanza sus valores mas bajos, asociando este descenso a la
diferenciacion y maduracion pulmonar y a su papel anti-apoptético (Wang et al., 2005).
Ademas, AKT también juega un importante papel en angiogénesis, maduraciéon y en la
permeabilidad vascular (Chen et al., 2005). Aunque los pulmones Igfl'/" presentan un retraso en

la diferenciacion y maduracion pulmonar generalizado y alteraciones en la vascularizacion
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(Moreno-Barriuso et al.,, 2006; Pais, 2013), los niveles de activacion de AKT no se ven
afectados en los pulmones sin IGF1. Sin embargo este dato corrobora que los niveles de

apoptosis en sus pulmones tampoco varian respecto a los ratones normales (Pais, 2013).

En la literatura se ha descrito que la sefializacion de IGF1 mediada por IGF1R activa la
ruta de STATS, incluyendo STAT3, durante el desarrollo de diversos 6rganos del raton, entre
ellos el pulmén (Zong et al., 2000). A pesar de ello, los niveles de activacion de STAT3
tampoco se ven afectados en los pulmones embrionarios E18,5 Igfl"'.

El hecho de que sdlo se aprecien diferencias en la sefializacién de ERK2 (aumentada
en los pulmones Igfl"'), pero no ERK1, p38, AKT o STAT3 podria ser debido a que los
pulmones de los embriones E18,5 al carecer de IGF1 desde el momento de formarse el zigoto,
podrian haber sufrido procesos de compensacion de la sefializacidon por vias alternativas,
normalizando la sefalizaciéon durante la embriogénesis. Sin embargo, en la c6clea de estos
mismos animales la activacion de ERK1/2 y AKT esta reducida y la de p38 muy incrementada
(Sanchez-Calderon et al., 2010), demostrandose de nuevo que los mecanismos de accién de

IGF1 durante el desarrollo embrionario difieren en cada 6rgano.

2.3. IGF1 induce la morfogénesis, maduracion del septo y alteraciones de los niveles de

expresion de genes reguladores en los pulmones prenatales cultivados ex vivo

La accion de IGF1 sobre los cultivos ex vivo de explantes de pulmones E16,5 provoco
cambios morfogénicos de los I6bulos pulmonares e inducciéon de la maduracion del epitelio
alveolar, pero también cambios en la expresion génica, como se discutira a continuacion. Esto
por una parte demuestra que el sistema de cultivo pulmonar ex vivo en la interfase aire/medio
de pulmones embrionarios es valido en embriogénesis tardia (E16,5) (Prince et al., 2004; Chen
et al., 2006), asi como también lo es para estudiar los procesos de morfogénesis temprana,
sobre todo de la ramificacién del arbol de las vias respiratorias (Zhao et al., 1996; Lebeche et
al., 1999; Xiao et al., 2003; Del Moral et al., 2006; Finney et al., 2008; Carraro et al., 2010; Del
Moral and Warburton, 2010). Sin embargo también se deben entender las limitaciones de este
tipo de cultivos para reflejar completamente los eventos fisioldgicos, celulares y moleculares
que suceden en los pulmones in vivo. La principal limitacién es la ausencia de riego sanguineo,
y por lo tanto de la apropiada vascularizacion pulmonar, que es imprescindible que ocurra en
paralelo a una correcta diferenciacion y maduracion alveolar (Hislop, 2002; Han et al., 2003; Vu
et al.,, 2003; Hislop, 2005; Parera et al., 2005; van Tuyl et al., 2005; Moreno-Barriuso et al.,
2006). Aunque no se ha valorado, la falta de riego sanguineo probablemente conlleve hipoxia
cuya consecuencia redundard en muerte celular y en alteraciones en el programa normal de

diferenciacion y maduracion que ocurre en el pulmén in vivo.

El hecho de que IGF1 induzca cambios morfologicos apreciables en los explantes
pulmonares, como la apertura de espacios aéreos y el adelgazamiento de las células del
epitelio que los recubre, indica que éste posee un efecto morfogénico sobre este Grgano.
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Ademas, al demostrar que las células epiteliales que mayor cambio sufren son las alveolares
de tipo AEC2 induciendo su maduracioén a las de tipo AEC1, exhibe adicionalmente la accion
directa del factor favoreciendo la maduracion alveolar, y corroboran los resultados observados
in vivo en los pulmones Igfl"' (Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006; Pais, 2013). El
efecto morfogénico y de maduracion alveolar también se ha verificado de forma mas clara e
intensa en los explantes con genotipo Igfl”, que en los normales. La razén de este efecto
diferencial podria ser que los explantes Igfl"' expresan mayores niveles de IGF1R, y por lo
tanto la accion del IGF1 afadido exdgenamente es mas efectiva activando la sefializacion de
IGF1R.

El estudio de la expresién a nivel de proteina de los genes reguladores seleccionados
como posibles dianas de IGFl en los explantes pulmonares reveld resultados muy
interesantes, aunque alguno de ellos fue inesperado. Al igual que lo observado in vivo los
niveles de Nfib en los explantes cultivados sin afadir IGF1 fueron mas altos en los pulmones
Igf1-/-. Sin embargo, la adicion de IGF1, paraddjicamente provoc6é un aumento de los niveles
de este gen en los explantes de ambos genotipos. KIf2, Ctgf y Cyr61 aumentaron su expresion
en los explantes después del tratamiento con IGF1, pero lo hacieron en funcién de su genotipo.
Mientras que KIf2 y Cyr61 aumentaron exclusivamente en explantes Igfl"', Ctgf aumento sélo

+/+

en los pulmones Igf1™". Los notables aumentos en la expresién de Nfib, KIf2 y Cyr61 en los
cultivos Igfl”' pueden ser consecuencia de los mayores niveles de IGF1R en estos explantes, y
también reforzaria la propuesta de estos genes a ser mediadores o diana de la accion de IGF1
en la maduracién pulmonar prenatal. Las razones de las discrepancias en los resultados para
los diferentes genes se desconocen, pero en parte pueden ser consecuencia del uso de este
particular modelo experimental que no refleja completamente los eventos celulares y
moleculares que suceden en los pulmones in vivo. Como gen control del disefio experimental
se incluy6 la valoraciéon de los cambios en los niveles de laminina, proteina con expresion
dependiente de IGF1 durante la organogénesis pulmonar (Pais, 2013). En este escenario, la
laminina aumentod su expresion tras la adicion de IGF1 en los explantes de ambos genotipos.
De igual forma, la expresion de IGFIR aumentdé su expresién en los explantes Igfl™,
posiblemente para compensar la falta de IGF1 enddgeno, y tras la adicién del factor exdgeno,
probablemente por un efecto de retroalimentacién o feedback, la expresion del receptor fue
reprimida por la presencia del ligando en los explantes de ambos genotipos. Respecto a este
efecto resulta curioso resaltar que los pulmones E18,5 Igfl"" no presentaban diferencias en los
niveles de proteina IGF1R. Este efecto de control por retroalimentacién negativa de la
expresion de IGF1R por su ligando IGF1 ya se habia descrito en otros sistemas de cultivos in
vitro, como por ejemplo en la linea celular HEK293 (Shen et al., 2012). Este comportamiento de
la expresion de IGF1R, al igual que ocurre con la laminina, también sirve como un control
interno del modelo experimental de los cultivos de los explantes pulmonares, validando hasta
cierto punto los resultados obtenidos al usar este modelo.
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A pesar de las discrepancias encontradas, el sistema de cultivos ex vivo demuestra que
IGF1 induce la proliferacion en el pulmon distal, la morfogénesis y la diferenciacion diferencial
por la modulacién de la expresiéon de Nfib, KIf2, Cyr61 y Ctgf, aunque los mecanismos
moleculares que subyacen a su interdependencia en la expresion de estos genes requeriran

mayor elucidacion.

2.4. Los factores de transcripcion Nfib, KIf2 y Egrl y la proteinas matricelulares Cyr6l y

Ctgf son genes diana de IGF1 en el desarrollo pulmonar

En esta Tesis se demuestra que la expresion proteica de Nfib estd aumentada en
pulmones E18,5 de ratones Igf1”, corroborando lo determinado para su ARNm (Pais, 2013). La
expresiéon de Nfib en los pulmones E18,5 se observa principalmente en las células
mesenquimales (Grunder et al.,, 2002; Pais, 2013), y los pulmones Igfl'/' de este estadio
presentan mayor proporcion de células mesenquimales en los septos alveolares (Moreno-
Barriuso et al., 2006). Por otra parte y de forma inversa la expresion de Nfib aumenta con la
adicion de IGF1 a los cultivos de explantes pulmonares. Paraddjicamente, la funcién de Nfib en
el crecimiento pulmonar queda demostrada por el fenotipo de los pulmones prenatales de los
ratones Nfib™, gue son hipoplasicos e inmaduros, con fenotipos similares a los Igfl"' (Grunder
et al., 2002; Steele-Perkins et al., 2005). Ambos resultados indican que de alguna forma el
crecimiento y diferenciacion del pulmén mediado por IGF1 pasa por la alteracion de la

expresién de Nfib.

La expresion proteica de KIf2 y Egrl desciende en los pulmones E18,5 Igfl™”, al igual
que ocurria con la de su ARNm (Pais, 2013). Ademas, la de KlIf2 aumenta mucho en los
pulmones cultivados al afiadirle IGF1. KIf2 se expresa mucho en el pulmén y posee funciones
clave en su desarrollo y maduraciéon como indica el fenotipo de los ratones nulos para este gen
(Wani et al., 1999). El gran aumento de su expresion en los pulmones Igfl"‘ tratados con IGF1
indica que su funcién en la maduracién pulmonar podria estar mediada por IGF1. Pudiera ser
que la funcibn mediada por este factor estuviera relacionada con la vascularizacion y
permeabilidad vascular en la que participa KIf2 (Bruning et al., 1997; Ayadi et al., 2001;
Bhattacharya et al., 2005). Por su parte también se ha descrito que la expresién de Egrl esta
regulada por IGF1 e IGF1R y las MAP kinasas (Catania et al., 1999; Criswell et al., 2005).
Trabajos previos de nuestro laboratorio detectaron alteraciones en el desarrollo vascular que se
reflejaron en cambios en Vegfa, Flt1/VegfR1, KLF2, Egrl, CTGF y expresion Cyr61 (Pauling
and Vu, 2004). Por lo tanto, Vegfla a través de la sefializacién de Fltl es importante para el
desarrollo vascular embrionario en el pulmoén que implica la accion de IGF1. La deficiencia de
KIf2 provoca la desestabilizacion del vaso sanguineo, Nfib se expresa en las células
pulmonares del musculo liso, y Ctgf y Cyr6l estan implicados en la vasculogénesis
(Compernolle et al., 2002; Steele-Perkins et al., 2005; Wu et al., 2008; Chen and Lau, 2009).

En conjunto, estos datos demuestran claramente que la falta de IGF1 altera la expresién de
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multiples genes y de las vias de genes responsables por la diferenciacion epitelial,

mesenquimal y endotelial del pulmon.

Nuestra atencién también se centrd por el bajo nivel de transcripcion de genes de
respuesta inmediata-temprana, como son los factores de transcripcién de la matriz extracelular
Cyr61 y Ctgf en los pulmones Igfl”. Es posible que estos genes pudiesen en una accion
independiente de IGF1 aumentar sus niveles de ARNm como resultado del periodo de 20

+/+

minutos de respiracion normal realizado por los embriones Igfl™". Por este motivo, los
pulmones de ratones mutantes con dificultades respiratorias también se muestran alterados en
los niveles de transcripcion de los genes de respuesta inmediata-temprana (Dolinay et al.,
2006; Millien et al., 2006). Sin embargo, desde que IGF1 se identificé en otro contexto como
inductor especifico de muchos de estos genes se puede postular de que los cambios en la
expresién de tales genes en el pulmén dependen de la sefalizacion de IGF1 (Dupont et al.,
2001). La expresion reducida de Cyr61 y c-Jun a nivel de ARNm en los pulmones deficientes
de Igfl, dos genes que se han interrelacionado funcionalmente con el sistema de IGFs (Bruning
et al., 1997; Brigstock, 2003), no se reflejan a nivel de proteina in vivo. De esto modo se puede
decir que Klf2, Ctgf y Cyr61 aumentan su expresién en los explantes pulmonares después del
tratamiento con IGF1, pero dependiendo del genotipo. Datos recientes de nuestro laboratorio
destacan la importancia de IGF1 en la regulacion de la produccién de ECM durante la
embriogénesis pulmén. Los pulmones que carecen de IGF1 mostraron una alteracion general
en la deposicién de la matriz extracelular reforzada por los cambios en la expresién de ARNm
de los genes implicados en las vias moleculares que regulan la adhesion celular, la adhesién
focal, uniones estrechas y la interaccion de los receptores de la ECM (Pais, 2013). Las
proteinas matricelulares Cyr61 y Ctgf son en si mismas inductores de la acumulacién de ECM
(Brigstock, 2003). IGF1 y la sefializacion de su receptor se han implicado en la regulacion de
proteinas de adhesién celular, como cadherinas y lamininas (Mauro and Surmacz, 2004; Lee et
al., 2006a) siendo esta ultima esencial para la maduracion del pulmén (Relan and Schuger,
1999; Nguyen and Senior, 2006). En este contexto hemos encontrado que los pulmones Igf1”
cultivados tienen menos cantidad de laminina y que su expresion se induce en presencia de
IGF1 exdgeno.

Por ultimo mencionar que de los resultados obtenidos del estudio de los pulmones Igfl

" se deduce gue de los dos ligandos principales de IGF1R, IGF1 y IGF2, es IGF1 el que mayor
relevancia funcional posee durante la organogénesis prenatal de este érgano. El papel del
IGF2 en el desarrollo del pulmén es menos critica que la descrita aqui para IGF1, ya que su
deficiencia no afectan a la supervivencia neonatal y s6lo genera un fenotipo pulmonar prenatal
muy sutil, caracterizado por septos alveolares algo mas gruesos y algo desorganizados, tan
so6lo evidentes en los embriones nacidos a su vez de madres deficientes de IGF2 (Silva et al.,
2006). Ademas, los pulmones mutantes de los ratones Igf2'/" presentan niveles de expresion de
IGF1 mas elevados que en el ratbn normal, probablemente como un intento de compensar la
deficiencia de IGF2, para substituirlo funcionalmente (Silva et al., 2006). Por el contrario, la
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relevante funcion pulmonar del IGF1 descrita en esta Tesis y en estudios previos, esta avalada
por el fenotipo pulmonar severo, acompafiado de la falta de compensacion por otros genes del
sistema de IGFs en los embriones Igfl”".

2.5. El tratamiento con corticosterona induce maduracion del septo pero no la viabilidad

postnatal de los ratones mutantes para Igf1”

Los resultados presentados demuestran que la falta de IGF1 durante la embriogénesis
provoca alteraciones en las vias moleculares y en genes reguladores clave que conducen a
una hipoplasia pulmonar intrauterina, acompafiada de un gran retraso en la maduracion
pulmonar distal, que finalmente conlleva a la muerte neonatal de los ratones estos ratones. Por
otra parte estd bien documentado que los glucocorticoides aumentan el desarrollo del pulmén
al promover la remodelacion de tejidos y la maduracion alveolar antes del nacimiento (Wallace
et al., 1995, 1996; Mendelson, 2000; Chinoy, 2003). Estos resultados abren la posibilidad de
que la accion de los IGFs y los glucocorticoides estan interrelacionados durante la maduracion
pulmonar prenatal en roedores. En este sentido, hay trabajos en ratas que sugieren que la
terapia con glucocorticoides induce la maduracion pulmonar a través del sistema de los IGFs
(Oue et al., 1999). Por otra parte también se habia observado que la corticosterona acelera la
maduracién pulmonar en lo ratones Igf2” corrigiendo su fenotipo (Silva et al., 2006). Por lo
tanto, en nuestro intento de rescatar el fenotipo pulmonar de los embriones Igfl”' mediante un
tratamiento con corticosterona a las madres gestantes, hemos observado una clara mejora en
la maduracién histolégica alveolar reflejado en una mayor diferenciacién de las células en este
compartimento pulmonar. Este efecto se ha encontrado tanto en los pulmones Igfl”+ como en
los Igfl"/'. Sin embargo, a pesar del efecto positivo sobre la maduracién del septo alveolar

ninguno de los embriones E18,5 Igfl""

fueron capaces de respirar y sobrevivir postnatalmente.
Aungue es posible que la razén de la muerte de estos animales no sea exclusivamente debida
a la inmadurez pulmonar, el hecho de haber encontrado lesiones edematosas con presencia de
células sanguineas en los alveolos de algunos de estos animales neonatos parece indicar que
si puede contribuir a ello. Ademas, este resultado podria explicarse perfectamente por la
inmadurez vascular prenatal que presentan los ratones Igfl"", como descrito previamente en

nuestro laboratorio (Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006).

2.6. Efecto diferencial de IGF1 sobre la expresién de genes reguladores en células

pulmonares de origen mesenquimal embrionario y epitelial

La determinacién de la accion de IGF1l se realizé en distintos tipos celulares
pulmonares cultivados in vitro: células pulmonares embrionarias de origen mesenquimal,
primarias o0 inmortalizadas, normales y Igfl”', y células de origen epitelial derivadas de

carcinomas pulmonares. En estos estudios se valoraron cambios en la proliferacion y en la
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morfologia celular. También se evaluaron los niveles de expresion de algunos de los genes con
funcion reguladora descritos como dianas de IGF1 en el desarrollo prenatal del pulmén, entre
ellos Nfib, KIf2, Cyr61, Ctgf, e IGF1R. En la lista de factores de transcripcion se incluyd un gen
adicional, el FoxM1. Las razones para incluir a FoxM1 en este estudio son varias. Es un gen
con expresion en el pulmén, cuyos niveles descienden en el estadio E17,5 (Xu et al., 2012)
pero sin embargo, su expresién si se encuentra elevada en la cdclea de los embriones E18,5
Igfl-/-, con una localizacién sub-celular mucho més abundante en el nucleo, postulandose
como un importante gen diana de IGF1 para el desarrollo coclear (Sanchez-Calderon et al.,
2010). Los ratones mutantes para FoxM1 se mueren por alteraciones en la maduracion
pulmonar prenatal (Krupczak-Hollis et al., 2004; Kim et al., 2005; Ramakrishna et al., 2007;
Kalin et al., 2008). FoxM1 se expresa en células que se dividen activamente y es importante
para la progresion del ciclo celular. También posee funciones mas diversas como la regulacion
de la proliferacion, diferenciacién y migracion celular, o la reparacion del ADN, e incluso la
produccion de surfactante en células alveolares pulmonares (Teh et al., 2002; Kalinichenko et
al., 2004; Lee et al., 2004; Kim et al., 2006; Myatt and Lam, 2007; Yoshida et al., 2007;
Gemenetzidis et al., 2009; Li et al., 2009; Nakamura et al., 2010). FoxM1 se sobreexpresa en
multiples tipos de tumores, incluidos los de pulmén. Ademas se expresa en diversos tipos de
células durante embriogénesis, entre las que se encuentran las células mesenquimales y
epiteliales del pulmén embrionario (Ye et al., 1997; Kalinichenko et al., 2003; Zhao et al., 2006;
Kalin et al., 2008).

En algunos casos para valorar la especificidad de accién de IGF1, se afiadi6 IGF2

como control a los cultivos, y su accién se valoré en paralelo.

IGF1 (Palmade et al., 1994; Oh et al., 2002; Diaz-Araya et al., 2003; Rajski et al., 2010;
Hung et al., 2013) e IGF1R(Caro et al., 1988; Werner et al., 1989; Santos et al., 1994; Chetty et

al., 2004) se expresa tanto en células mesenquimales como en epiteliales.

El estudio del efecto de IGF1 sobre las células mesenquimales embrionarias
pulmonares, se inicié usando fibroblastos inmortalizados (LMEFs) derivados de embriones de
pulmén, para posteriormente ser realizado en células mesenquimales mantenidas en cultivos
primarios, usadas en el tercer o cuarto pase tras su obtencion. La razon de este cambio estuvo

+/+

en que las lineas celulares de LMEFs Igf1™" e Igfl"" establecidas poseian una gran variabilidad
fenotipica entre si, incluso en un mismo genotipo. Poseian morfologia muy variable, desde una
forma alargada de un fibroblasto tipico a una morfologia mucho més poligonal y con muchas
inclusiones vacuolares. Ademas, su indice de proliferacion también era muy diferente
independientemente del genotipo, razén por la que se decidid6 no realizar ensayos de
proliferacion con ellas. Esta variabilidad se manifestd en los resultados obtenidos de su
expresion génica. Los estudios presentados aqui se realizaron con una linea celular de LMEFs
de cada genotipo, pero desconocemos si los datos obtenidos de su uso son un reflejo de su

situacion in vivo, o de un efecto estocastico en su seleccién para realizar los experimentos.
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A diferencia de lo esperado, es significativo que en ningun tipo de células
mesenquimales se han encontrado cambios importantes en la expresién génica de los genes
reguladores estudiados. En lineas de LMEFs analizadas tan sélo se ha encontrado que IGF1
provoca una reduccién en los niveles de KIf2, reduccién que sélo es significativa en la linea
lgf1*"*, mientras que en las Igfl” tan sélo hay una tendencia a la reduccién de su expresion.
También hay una tendencia a la reduccion de Ctgf, y no tan clara de Cyr61 en los LMEFs Igfl'/'

tras el tratamiento con IGF1.

En los cultivos primarios de células mesenquimales se observa una reduccion
significativa de Cyr61 y Ctgf, y aumento de FoxM1, en las células Igfl"'. Al menos los niveles
de ARNm y proteina de Cyr61 y Ctdf, reflejan los datos observados in vivo en los pulmones
E18,5 Igfl'/' (Pais, 2013). Llama la atencion que IGF1 no modifiqgue de forma mas significativa
los niveles de expresién de Nfib, Cyr61 y de Ctgf, ya que es elevada en fibroblastos y en el
mesénquima pulmonar (Lau and Nathans, 1985; Steffen et al., 1998; Dupont et al., 2001;
Steele-Perkins et al., 2005). En los cultivos de explantes pulmonares IGF1 induce aumento de

+/+

expresioén tanto de Cyr61 (en los de genotipo Igfl”'), como de Ctgf (en los Igf1™"). En concreto,
Ctgf ha sido implicado en fibrosis pulmonar, enfermedad mediada por mio-fibroblastos,
aumentando su expresion durante la enfermedad (Allen et al., 1999; Allen and Spiteri, 2002).
Ademas, en otro contexto, se ha observado que el tratamiento in vivo con IGF1 en ratones con
cardiomiopatias ejerce un efecto terapéutico de la enfermedad, rebajando los niveles de Ctgf y
reduciendo la proliferacion de fibroblastos (Touvron et al.,, 2012). Dada la naturaleza
extracelular de Cyr61 y Ctgf, y con implicaciones funcionales de union a IGF1, vascularizacion
y adhesiéon celular (Brigstock, 2003), pude que éstos por su caracteristica de genes de
respuesta inmediata temprana, estén mediando las funciones de respuesta a IGF1 en tiempos
cortos, (Dolinay et al., 2006; Millien et al., 2006), mientras que en nuestros estudios realizados

a mas largo plazo (24 y 48 horas) no se aprecian cambios en su expresion.

Tampoco se ha observado que IGF1 afecte a la localizacion intracelular de los factores
de transcripcion analizados. En todos los casos es claramente nuclear, sin evidencias de su
presencia en el citoplasma. En este sentido, nuestros datos contrastan con los obtenidos por
analisis de Western blot para FoxM1 en el extracto de oido interno de embriones Igfl"" en el
laboratorio de la Dra. Isabel Varela, donde encuentran que su localizacién en mas abundante
en el ndcleo de los mutantes, mientras que es eminentemente citoplasmatica en los embriones
control (Sanchez-Calderon et al., 2010). Todas estas discrepancias pueden ser debidas a las

diferencias de tipo celular, del 6rgano de origen de las células, uso de cultivos in vitro, etc.

Al analizar el efecto de IGF1 sobre las células epiteliales pulmonares de origen tumoral
H1299, observamos efectos mas claros sobre los niveles de expresion génica de los genes
analizados, indicando que estas células son mas sensibles a la accion de este factor de
crecimiento. En general aumenta la expresién de Nfib (al igual que ocurre en los explantes de

pulmones), reduce la de Cyr61, Ctgf y KIf2 (al contrario que en los explantes de pulmones)
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(Pais, 2013), y también inhibe la de FoxM1. El significado de estos resultados no es facil de
explicar, porque aunque se quisiera postular que estarian de acuerdo con la hipotesis de que
IGF1 pudiese inducir de alguna forma la diferenciacion de estas células epiteliales en cultivo,
no parece ser el caso, ya que su proliferacion también aumenta tras la adicién del factor.

IGF1 induce un aumento significativo de la proliferacién de las células pulmonares en

+/+

cultivo, tanto de origen mesenquimal (Igfl*" e 1gf1™), como las epiteliales H1299. Ademas, este
efecto parece especifico y exclusivo de IGF1 a través de IGF1R, ya que IGF2 no afecta de
forma significativa a ninguno de estos tipos celulares. En realidad este resultado esta de
acuerdo con mltiples estudios previos que demuestran que IGF1 induce la proliferacién celular
de fibroblastos y células epiteliales derivadas de diversos tejidos (Leof et al., 1982; Takahashi
et al., 1990; Qureshi et al., 1997; Stull et al., 2002). Estudios recientes profundizan en el
mecanismo y demuestran que la estimulacion continua de IGF1l induce la asociacion
prolongada de PI3K con IGF1R, y que la actividad de PI3K unido a IGF1R es esencial para la

proliferacion celular inducida por IGF1 (Fukushima et al., 2012).

La regulacién de la expresién de IGF1R en respuesta a IGF1 es muy parecida a la
obtenida en los cultivos ex vivo de explantes de I6bulos pulmonares, para el caso de los LMEFs
Igf1+’+, las células mesenquimales Igfl"' y las células de la linea H1299. En estos tipos
celulares la expresiéon de IGF1R se comporta como lo esperado en un principio después de la
adicion del factor exdgeno. En general la expresién del receptor se reprime por la presencia del
ligando, que como ya se ha mencionado podria ser debido a un efecto de retroalimentacion
negativa, cOmo ya se habia descrito en otros sistemas de cultivos de células in vitro, como por
ejemplo en la linea celular HEK293 (Shen et al., 2012). Este comportamiento de la expresion
de IGF1R, sirve como un control interno del modelo experimental usado, validando hasta cierto
punto los resultados obtenidos al usar estas células. Sin embargo, esta regulacion no es tan

+/+

clara para el caso de los LMEFs Igfl"" y las células mesenquimales Igf1™", curiosamente los

tipos de células que tras la adicion de IGF1 manifiestan menos cambios en la expresion génica

+/+

de los genes analizados. Es razonable que las células mesenquimales Igfl™" no respondan
tanto a IGF1, porque ellas mismas lo podrian estar produciendo y usando de forma auto- o

paracrina, pero no explicaria lo que ocurre en los LMEFs Igfl”".

Dado que los estudios in vitro en cultivos de células pulmonares realizados para testar
las funciones de los IGFs y el efecto de IGF1 sobre los candidatos a ser sus genes diana, no
han respondido a las expectativas, se decidid realizar estos estudios usando modelos
animales, en concreto ratones mutantes condicionales de IGF1R, que permitiesen un analisis

funcional en un contexto mas natural in vivo.
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3. Fenotipo de los ratones mutantes condicionales de Igflr en el epitelio

pulmonar

Se ha descrito como IGF1 a través de su receptor de alta afinidad juega un papel
importante en el desarrollo pulmonar embrionario del ratén, regulando el crecimiento y la
diferenciacion de diferentes tipos celulares del pulmén. La sefializacion de los IGFs también se
sabe que colabora en el mantenimiento de la homeostasis pulmonar en el pulmoén adulto, y
como ya se ha mencionado en la introduccién, existen multiples trabajos que le atribuyen un
papel importante en la autorrenovacion y reparacién del pulmén tras una lesién, que conllevan
a enfermedades respiratorias muy relevantes a nivel sanitario como el sindrome de dificultad
respiratoria, la fibrosis pulmonar idiopatica, el asma y el cancer de pulmén, tanto en modelos
animales como en pacientes (Han et al., 1996a; Han et al., 1996b; Miyazaki et al., 1998; Chetty
and Nielsen, 2002; Krein and Winston, 2002; Krein et al., 2003; Moorehead et al., 2003; Chetty
et al., 2004; Ahamed et al., 2005; Chetty et al., 2005; Frankel et al., 2005; Nagata et al., 2007;
Zaher et al., 2007; Dziadziuszko et al., 2008; Choi et al., 2009; Linnerth et al., 2009; Werner
and Bruchim, 2009; Yin et al., 2009; Gallagher and LeRoith, 2011; Yang and Winslet, 2011; Kim
et al.,, 2012a; Kim et al.,, 2012b). En este sentido, diferentes autores han propuesto que el
blogueo de la reduccién de la sefializacién de IGFIR como una estrategia adecuada para el
tratamiento de algunas de estas patologias pulmonares como por ejemplo la fibrosis, o la
oncogénesis y progresion tumoral de los carcinomas (Sachdev and Yee, 2007; Pollak, 2012;
Hung et al., 2013).

Con el objeto de modelar en el ratdn la falta de sefializacion de los IGFs en el pulmon 'y
asi poder estudiar sus consecuencias in vivo, y sabiendo que los ratones mutantes knockout
totales Igfl"' e Igflr"" se mueren al nacer (Liu et al., 1993; Epaud et al., 2012) (Pais et al 2013),
se decidi6 generar y estudiar el fenotipo pulmonar de dos modelos de ratones mutantes
condicionales de IGF1R especificos del epitelio pulmonar, mediante el uso del sistema
Cre/loxP. En el primero de los modelos, la linea CCSP-CreTg/+; Igflrfl/fl, Cre se expresa y
elimina especificamente Igflr en un subtipo concreto de células epiteliales pulmonares, las
células epiteliales de Clara (Bertin et al., 2005). En la segunda linea mutante condicional, la
Nkx2.1-Cre "*; 1gf1r"" Cre dirige la delecion de Igflr a la mayor parte de las células epiteliales
de las vias respiratorias, incluyendo la traquea, los bronquios y bronquiolos, y también a las
células AEC2 (Xu et al., 2008; Tiozzo et al., 2009) (jaxmice.jax.org/strain/008661.html). Los

ratones doble transgénicos de ambas lineas se han obtenido realizando cruces entre los
fl/fl

ratones transgénicos de cada una de las lineas Cre y los ratones homocigotos Igfir™. Los
resultados indican que los genotipos de los ratones que se obtienen de los cruces aparecen en
las proporciones mendelianas esperadas, y que los mutantes condicionales son viables, con
fenotipos aparentes bastante normales y fértiles, y por lo tanto demuestran que la delecién de
Igflr conseguida en el epitelio pulmonar no es fundamental para la vida ni la reproduccion de

los ratones.
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Los andlisis de DNA gendmico mediante PCR demuestran que tanto los ratones CCSP-
cre'; Igf1r"™ como los Nkx2.1-Cre; Igf1r" poseen delecion de Igfir especificamente en la
traquea y en el pulmén. Coémo era de esperar, la PCR muestra menos intensidad en la banda
de la delecién de Igflr en los pulmones de los ratones CCSP-Cre'"; Igflr"/ﬂ, ya que la
proporcién de células afectadas es menor que en los pulmones de ratones Nkx2.1-Cre; Igf1r"™.
Dado que el andlisis por PCR se realiza en el ADN gendémico del tejido pulmonar completo, la

proporcién de éste con la delecidn de Igfir es relativamente pequefia en la linea CCSP-Cre"";

M En los

Igf1r™ vy considerablemente mayor en el obtenido de pulmones Nkx2.1-Cre; Igflr
primeros la delecion en el pulmén sélo deberia ocurrir en las células de Clara, y adicionalmente
a células que potencialmente pudiesen derivar de su linaje, como pueden ser las células
ciliadas y las células mucosecretoras, todas ellas presentes en los bronquios y bronquiolos
(Bertin et al., 2005; Snyder et al., 2009; Tompkins et al., 2009; Morrisey and Hogan, 2010; Rock
et al., 2010; Sullivan et al., 2010), mientras en los segundos se extenderia a todas las células
del epitelio respiratorio, incluyendo las células AEC2 de la zona alveolar ademas de todos los

epiteliales de bronquios y bronquiolos (Xu et al., 2008; Tiozzo et al., 2009).

Al analizar la expresion de IGF1R a nivel celular mediante inmunohistoquimica se pone
de manifiesto que en los pulmones CCSP-Cre™"; Igf1r"" la delecion no ocurre en todas las
células epiteliales de Clara, sino en zonas localizadas de los bronquiolos, dependiendo de la
zona del pulmén y con variabilidad entre pulmones de diferentes animales. Estos resultados
inducen a pensar que la delecién ocurre en mosaico. Este mosiacismo podria ser debido a que
el transgen CCSP-Cre no expresa Cre en todas las células de Clara, sino en forma de mosaico,
fenébmeno ampliamente descrito en los ratones transgénicos convencionales generados por
microinyeccion (Wilkie et al.,, 1986). Sin embargo, el andlisis inmunohistoquimico de la

fl/fl

expresion de IGF1R en la linea Nkx2.1-Cre; Igflr™ muestra una falta de expresion mucho mas

generalizada de IGF1R tanto en el epitelio bronquiolar, como en las células AEC2.

Aunque la caracterizacion realizada de estas linea de mutantes condicionales es
preliminar, estas diferencias obtenidas de los datos de la delecion de Igflr por PCR del ADN
genomico o por inmunohistoquimica, también se reflejan en otros aspectos analizados en estas
lineas. Por ejemplo, en la reduccién de los niveles de expresion del ARNm de Igflr realizados
por gRTPCR. Aunque los pulmones de ambos mutantes muestran niveles reducidos de Igfir, la
reduccion sélo es significativa en el pulmén de los ratones Nkx2.1-Cre; Igfir"". También se
aprecia en la proporcion y nimero de colonias de células madre pulmonares de gran tamafio
obtenidas, en ambos casos mas elevado también en los cultivos derivados de los pulmones
Nkx2.1-Cre; Igflrf"f'.
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3.1. Lacarencia de IGF1R en las células epiteliales altera la diferenciacion epitelial en los

bronquiolos terminales

La delecién de IGF1R en el epitelio pulmonar no genera un fenotipo vistoso, y en
realidad no compromete en absoluto la funcién respiratoria, ni siquiera después del dafio con
hiperoxia en los ratones mutantes CcCcsP-Cre™*; Igflrﬂ”. A nivel histolégico ambas lineas de
mutantes condicionales muestran alteraciones similares en el epitelio de los bronquiolos
terminales: un adelgazamiento o aplanamiento considerable, una ausencia de la morfologia
“cupulada” tipica de las células de Clara, y una reduccion de la densidad nuclear que podria ser
un sintoma de pérdida de células. Esta pérdida de células explicaria la falta de continuidad en
el epitelio que se aprecia esporadicamente sobre todo en los ratones Nkx2.1-Cre; Igfir™™. En
ambas lineas se aprecia una disminucion considerable en la inmunotincién para la CCSP en
las células de Clara de los bronquiolos terminales, coincidiendo con la falta de tinciéon para
IGF1R. Estos datos, en combinacion con el retraso de la diferenciacion observado de este tipo
celular después del dafio con naftaleno en la linea CCSP-Cre™"; Igf1r", o el aumento de la
proporcidn de las células indiferenciadas en las colonias de células madre de los cultivos en
ambas lineas, podrian interpretarse como una alteracion de la diferenciacion de las células de
Clara.

Los cambios morfol6gicos observados en las células de Clara se parecen en parte a los

observados en los pulmonares de los animales deficientes de CCSP (CCSP™

), en donde la
falta de CCSP genera alteraciones ultraestructurales relevantes, como carencia de granulos de
secrecion y reduccion del contenido en reticulo endoplasmatico rugoso (Giangreco et al.,
2002). Alteraciones similares en la morfologia del epitelio bronquiolar también se han
encontrado en ratones deficientes de Sox2 y FoxM1, factores de transcripcion implicados en la
diferenciacion del epitelio pulmonar y necesarios para mantener la pluripotencialidad de las
células precursoras y su adecuada diferenciacion a los diferentes tipos epiteliales de las vias
respiratorias (no ciliadas, ciliadas y mucosecretoras) (Tompkins et al., 2009; Ustiyan et al.,

2012).

Resulta curioso que a pesar de que por tinciones inmunohistoquimicas se aprecia un
descenso en la expresion de CCSP, aunque las dos lineas de mutantes los niveles medios son
menores en ninguna se aprecia un descenso significativo en los niveles de su ARNm. Sin
embargo, aunque tampoco significativa, si se aprecia una reduccién de casi el 25% en los
niveles de expresion de ARNm de Cyp2f2 en la linea Nkx2.1-Cre; Igf1r™" un gen especifico de
las células de Clara. Las razones de las discrepancias en los niveles de CCSP no se conocen, y
requerira realizar experimentos adicionales para aclarar estos resultados. Seria interesante,

por ejemplo, determinar si hay una reduccién en los niveles totales de proteina CCSP en el
pulmén completo (p.e por Western blot, evaluar precisamente si el descenso de expresion de

CCSP solo ocurre en las células de Clara de los bronquiolos terminales, pero no en otras zonas
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mas proximales de las vias respiratorias que también contienen células de Clara, o estudiar
cambios en la estabilidad del ARNm de CCSP mediados por el IGF1R. En la linea CCSP-
Cre™, Igflr"’fI una de las posibles razones de esta discrepancia entre los niveles de proteina y
ARNmM podria ser el gran mosaicismo observado en la expresion de Cre, que no permite
generar diferencias cuantitativas cuando se analizan los niveles de ARNm de CCSP en
extractos del pulmén completo.

El fenotipo en el epitelio bronquiolar terminal es siempre mucho mas generalizado y

acusado en los ratones Nkx2.1-Cre; Igf1r™"

cuando se comparan zonas sin expresion de IGF1R
(es decir, que ya han sufrido la delecion mediada por Cre en Igflr) entre ambas lineas. Esto
puede ser consecuencia de que la delecion en el locus Igflr durante la diferenciacion de las
células epiteliales, ocurre siempre antes en esta linea que en la linea CCSP-Cre; Igfir"". La
razon de ello estribaria en que la expresion de Nkx2.1, y por lo tanto la de Cre en el transgen
Nkx2.1-Cre, precede a la de CCSP (y por lo tanto la de Cre en el transgen CCSP-Cre) durante
la ontogenia y diferenciacion de las células del epitelio pulmonar (Morrisey and Hogan, 2010;
Reynolds and Malkinson, 2010; Chen et al., 2011). Es més, la expresion de CCSP esta
controlada por transactivacion del promotor de su gen por el factor de transcripcion Nkx2.1
(Nord et al., 2000; Cassel et al., 2002). Si la delecion en Igfir durante la diferenciacion epitelial
ocurre antes, IGF1R también faltara antes y por lo tanto cabe esperar un fenotipo mas

acusado.

En ninguna de las lineas de mutantes condicionales Igflr"' se aprecian diferencias
significativas en la proliferacién celular del epitelio, por lo que parece que la delecién de IGF1R
en este tipo celular no afecta a su proliferacion en las condiciones normales del desarrollo. Sin

"' la media del nimero de células marcadas con BrdU

embargo en los ratones Nkx2.1-Cre; Igflr
muestra una tendencia a ser casi 1,5 veces mas alta, aunque las diferencias con los animales
control no son significativas por la dispersién de datos y porque el nimero de células BrdU*
durante las dos horas de marcaje es muy bajo. Sera interesante determinar la tasa de
proliferacion del epitelio durante los procesos de regeneracion del epitelio bronquiolar tras el
dafio, por ejemplo inducido con naftaleno, experimento no incluido en esta Tesis.
Paradojicamente, no seria de extrafiar que la carencia de expresién de IGF1R o alteraciones
de su sefalizacion en el pulmén aumente sus tasas de proliferaciéon celular. De hecho los
pulmones de los embriones prenatales Igflr"" e Igfl"" también presentan indices de
proliferacion celular mucho mas altos que los animales normales (Moreno-Barriuso et al., 2006;
Epaud et al., 2012) (Pais, 2013). En este sentido cabe mencionar que el aumento de la
proliferacion en células deficientes de IGF1R parece depender del tipo celular. Por ejemplo, se
ha descrito que la mutacion condicional de IGF1R en el epitelio de la prostata también aumenta
su proliferacion, generando hiperplasias, e incluso carcinomas cuando las células ademas
poseen alteraciones en los mecanismos de supresion de tumores mediados por p53
(Sutherland et al., 2008). Por el contrario, la mutacion condicional in vivo de Igfir en
hepatocitos, células de Sertoli o queratinocitos de la epidermis reduce sus indices de
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proliferacion (Cadoret et al., 2005; Desbois-Mouthon et al., 2006; Sadagurski et al., 2006;
Froment et al., 2007).

Otra de las razones del fenotipo histoldgico observado en el epitelio bronquiolar de los
mutantes también pudiese ser consecuencia de alteraciones en los niveles de la muerte
celular, dado que IGF1R es un receptor con funciones de supervivencia celular ampliamente
documentadas, incluido en el contexto del desarrollo pulmonar. En este sentido esta descrito
gue los niveles de apoptosis estan considerablemente elevados en los pulmones prenatales de
embriones Igflr"' (Epaud et al., 2012).

Ademas de los cambios que parece que sufren las células de Clara en las dos lineas
de mutantes condicionales, también seria interesante determinar si sufren alteraciones en otros
tipos de células epiteliales que pudiesen verse afectadas por su posible origen en un precursor
comun con las células de Clara (Reynolds and Malkinson, 2010; Rock and Hogan, 2011;
Wansleeben et al.,, 2013). Aunque en inmunotinciones con un anticuerpo para Glu-tubulina
parece que la proporcion de células ciliadas esté reducida en los bronquiolos terminales de la
linea CCSP-Cre™"; Igf1r"" sera preciso una mejor cuantificacion de estas células para sacar
conclusiones. De la misma forma sera necesario cuantificar las proporciones de otros tipos

celulares, usando marcadores especificos.

Aunque en la linea Nkx2.1-Cre; Igfir" la falta de IGF1R también se extiende a las
AEC2, no se han apreciado cambios morfol6gicos evidentes en la zona alveolar de los
pulmones de los ratones de esta linea. Este resultado estd en consonancia con que no se
distingan alteraciones en los niveles de expresion de la proteina SPC, un marcador de
identidad de las células AEC2 (Morrisey and Hogan, 2010; Reynolds and Malkinson, 2010;
Chen et al., 2011), ni a nivel de ARNm, ni por tincion inmunohistoquimica. El hecho de que
tampoco se hayan detectado alteraciones en los niveles de ARNm de Nkx2.1 indica que la
carencia de Igflr no altera la expresion de este factor de transcripcion. Por lo tanto no parece
gue exista interferencia en la regulacion del promotor endégeno de Nkx2.1, por competencia
con el promotor de este gen localizado en el transgen Nkx2.1-Cre, que es el que también dirige
Cre para generar la delecion en el locus Igfir. La evaluacion de los posibles efectos de la
mutacién de Igflr en el pulmén de esta linea de mutantes, y en concreto en el mantenimiento
de la homeostasis de la zona alveolar requerira estudios adicionales, como por ejemplo realizar
un analisis morfométrico detallado del pulmén, o evaluar la capacidad de regeneracion tras un

dafio especifico en el compartimento alveolar.

3.2. IGF1R es necesario para una adecuada regeneracion del epitelio bronquiolar

terminal tras el dafo

Los experimentos para determinar la implicacion de IGF1R en la resistencia pulmonar

al dafio y regeneracion de las células epiteliales se han realizado sometiendo a los animales a
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la toxicidad del naftaleno, que produce muerte celular de las células de Clara (Volckaert et al.,
2011), y también mediante hiperoxia, que aunque dafia principalmente el parénquima alveolar
también afecta el epitelio bronquiolar (Weinberger et al., 2002; Pagano and Barazzone-
Argiroffo, 2003; Asselin-Labat and Filby, 2012). En esta Tesis s6lo se describen los
experimentos realizados en los ratones mutantes condicionales CCSP-Cre™"; Igflrﬂ/ﬂ, que
cémo ya se ha mencionado presentan alteraciones en la diferenciacion de las células de Clara,

aunque no de forma generalizada debido a su mosaicismo.

Las células de Clara del epitelio bronquiolar mas distal expresan altos niveles de
IGF1R. Al eliminarse estas células con naftaleno, la expresion de IGF1R en esta zona del
epitelio pulmonar se pierde casi por completo en el tercer dia tras la lesion (D3). Las células
ciliadas que se transdiferencian para recubrir la zona afectada tras la lesién (Volckaert et al.,
2011), y que también presentan expresion de IGF1R en la parte apical, tampoco mantienen la
expresién de IGF1R que en principio poseian. Cuando en el D7 las células de Clara empiezan
a regenerarse, y después repueblan casi completamente el epitelio en D14, la expresion de
IGF1R se va recuperando progresivamente, y en paralelo la expresion de CCSP. En los
pulmones de ratones CCSP-Cre"*; Igf1r"", la dinamica de recuperacién de la expresion de
CCSP e IGF1R en las células de Clara no afectadas por la delecién de Igflr es la misma que
en los ratones normales. En las zonas del epitelio con la mutacion en Igfilr (sin expresion de
IGF1R) la expresion de CCSP es mucho mas baja, pero perfectamente identificable en las
células de Clara afectadas por la pérdida de IGF1R. El hecho que durante la regeneracion, en
los dias D7 e incluso en el D14, existan zonas del epitelio con deficiencia de IGF1R que no
recuperen esta minima expresion de CCSP, demuestra que la falta del receptor de IGFs altera

o retrasa la diferenciacion de las células de Clara durante su regeneracion.

En nuestros experimentos de ablacion de las células de Clara con naftaleno, en el D3
las células de los BASCs ademas de expresar bajos niveles de CCSP también expresan
IGF1R. Estas células CCSP" resistentes al naftaleno son consideradas las progenitoras de las
células bronquiolares que se regeneran (Reynolds et al., 2000; Rawlins et al., 2008; Rawlins et
al., 2009h), ya que no hay evidencia de células basales en las vias respiratorias mas pequefias
del raton (Pack et al., 1981) y consideradas las precursoras epiteliales en las vias respiratorias
mas proximales. Si en estas células progenitoras de las de Clara se activa el promotor de
CCSP, aungque sea con baja actividad, también permitira que se active el transgen CCSP-Cre
para producir la recombinasa Cre y causar la delecién de IGF1R en las células de los BASCs.
Aunqgue no se ha estudiado en detalle, seria de esperar que IGF1R también esté expresado en
las denominadas células de Clara variantes o Clara’ en zonas mas proximales de los
bronquiolos, ya que estas células también se suponen precursoras de las de Clara (Giangreco
et al., 2007; Rawlins et al., 2009a; Rawlins et al., 2009b; Reynolds and Malkinson, 2010; Rock
and Hogan, 2011; Wansleeben et al., 2013). Es posible que la eliminacién de IGF1R en esta

poblacién de células precursoras de las de Clara altere de alguna forma su programa de
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diferenciacion, y por lo tanto impidiendo que el epitelio del bronquiolo terminal se regenere

adecuadamente.

En los pulmones de los ratones normales, después de las 72 h de hiperoxia, las células
de Clara de los bronquiolos distales sufren un considerable descenso de la expresion tanto de
CCSP como de IGF1R, para recuperar la expresién normal a las 48 horas después de
terminado el dafio. El descenso de CCSP tras la hiperoxia coincide con lo descrito previamente
(Ramsay et al., 2003). Sin embargo existen discrepancias con datos previos obtenidos para
IGF1R en pulmones de ratas sometidas a hiperoxia durante 48 h, ya que los autores observan
gue los niveles de IGF1R aumentan ligeramente tras la hiperoxia (Narasaraju et al., 2006). Las
causas de estas diferencias son desconocidas, pero podrian ser debidas a diferencias en el
protocolo del tratamiento de los animales, o a diferencias en la respuesta a la hiperoxia del
epitelio bronquiolar entre ratones y ratas. Descensos en la expresién de CCSP también se han
descrito en otros modelos de dafio pulmonar, como por ejemplo en el pulmén de ratas a las
que se le ha provocado inflamacién pulmonar aguda tras la administracion de polisacaridos
(Arsalane et al., 2000). En los animales mutantes condicionales CCSP-Cre'¥" Igf1r"™" las zonas
del epitelio bronquiolar sin IGF1R apenas sufren una bajada en la expresién de CCSP, porque
aunque con bajos niveles sigue apreciandose tras la hiperoxia, y siguen también
manteniéndose en estos niveles bajos tras las 48 horas después de finalizada la hiperoxia.

En todos los casos en que se ha determinado simultaneamente la expresiéon de IGF1R
y CCSP en el epitelio de los bronquiolos terminales mediante co-inmunotinciones, los niveles
de expresion de ambas proteinas siempre cambian en paralelo. Esto es asi tanto en los
pulmones normales como en los mutantes condicionales, y tanto en condiciones normales
como tras el dafio con naftaleno o hiperoxia. Este paralelismo da a entender que IGF1R
controla férreamente la expresion de CCSP. Para apoyar esta hipétesis en la regulacion de la
expresion de CCSP participan entre otros los factores de transcripcion Nkx2.1/TTF1 y c-Jun
(Nord et al., 2000; Cassel et al., 2002; Ramsay et al., 2003), genes cuya expresion se ha
demostrado que esta reducida o alterada en los pulmones de ratones neonatos o prenatales
Igfl”' (Pichel et al., 2003; Moreno-Barriuso et al., 2006; Pais, 2013).

Multiples evidencias experimentales obtenidas de la caracterizacion fenotipica de los
ratones knock out de CCSP (CCSP"") demuestran que esta proteina es esencial para mantener
la homeostasis pulmonar debido a sus funciones antifibroticas, antitumorales, antiinflamatorias
y de proteccién de lesiones en las vias respiratorias. En este sentido los ratones deficientes de
CCSP poseen mayores sintomas de inflamacién tras las infecciones viricas o de tras inducirles
asma alérgica (Harrod et al.,, 1998; Ray et al., 2005), y en este sentido los pulmones de
embriones prenatales Igfl”' también presentan expresién elevada y presencia de células
inflamatorias (Pais, 2013). Sera interesante estudiar si los pulmones de los nuevos ratones
mutantes CCSP-Cre; Igflr"’fI y Nkx2.1-Cre; Igflr"'fI presentan sintomas de inflamacion. Los

ratones CCSP”" también son mas propensos a desarrollar fibrosis pulmonar (Lee et al., 2006b),
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sin embargo los resultados obtenidos de ratones con fibrosis inducida por bleomicina, y con la
sefializacion reducida de IGF1R mediante el tratamiento con el anticuerpo A12 bloqueante de
su actividad, discreparian de la interrelacién CCSP/IGF1R, ya que en este caso el bloqueo de
la sefalizacion por IGF1R curan la fibrosis (Choi et al., 2009; Kim et al., 2012c). Los ratones
CCSP” cuando se tratan con el carcindgeno nitrosaminado NNK también son mas susceptibles
a generar tumores pulmonares (Yang et al., 2004). Aunque desconocemos si la falta de IGF1R
en el epitelio pulmonar poseen esta sensibilidad a desarrollar tumores, el indice de proliferacion
de los pulmones Nkx2.1-Cre; Igfir"™ es considerablemente mas elevado durante la
regeneracion tras la lesion con naftaleno (datos no presentados aqui). Serad interesante
someter a estos ratones a un desafio de susceptibilidad a tumores (tratamiento con mutagenos,
oncogenes 0 con genes supresores de tumores comprometidos), para determinar su
susceptibilidad tumorigénica en el pulmén. Aunque es logico considerar que la carencia de
IGF1R genere sefializacion anti-proliferativa, existen excepciones dependiendo del tejido, que
como ya se ha mencionado, la mutacion condicional de IGF1R en el epitelio de la prostata
aumenta la proliferacidon, y genera hiperplasias y carcinomas prostaticos (Sutherland et al.,
2008).

En nuestro estudio observamos que los ratones mutantes condicionales CCSP-Cre™¥"

lgf1r"™ tampoco poseen problemas de ventilacion respiratoria tras la hiperoxia, incluso después
de someterlos a dosis crecientes del farmaco broncoconstrictor metacolina. Este resultado es
en parte esperado, porque las alteraciones en estos ratones estan limitadas a las células
epiteliales de Clara, y no deberia afectar a la fisiologia respiratoria. Sera interesante determinar

" sometidos a

si la capacidad ventilatoria pulmonar de los animales mutantes Nkx2.1-Cre; Igflr
hiperoxia esta alterada, ya que en estos ratones la carencia de IGF1R se extiende al epitelio
del compartimento alveolar, zona del pulmén més sensible a la hiperoxia. El interés de estos
experimentos estaria fundamentado por trabajos previos obtenidos en ratones mutantes con un
alelo hipomorfo de Igflr, con niveles reducidos de IGF1R en todo el organismo, que al ser
sometidos a hiperoxia presentan resistencia al dafio pulmonar, caracterizado por una mayor
supervivencia, mejores parametros ventilatorios y carencia de edema alveolar (Ahamed et al.,

2005).

Esta ampliamente documentado que la sefializacibn mediada por IGF1l/IGF1R est4
implicada en la génesis y/o progresion de muchas enfermedades pulmonares como la
broncodisplasia pulmonar, la fibrosis, el asma, e incluso el cancer de pulmén, tanto en modelos
animales, como en pacientes (Chetty et al., 2005; Narasaraju et al., 2006) (Han et al., 1996b;
Khandwala et al., 2000; Yu and Rohan, 2000; Furstenberger and Senn, 2002; Krein and
Winston, 2002; Krein et al., 2003; Chetty et al., 2004; Pollak et al., 2004; Zaher et al., 2007,
Pollak, 2008; Werner and Bruchim, 2009; Yin et al., 2009; Dziadziuszko et al., 2010; Rajski et
al., 2010; Gallagher and LeRoith, 2011; Shersher et al., 2011; Yang and Winslet, 2011; Pollak,
2012). Como se ha mencionado mas arriba la reduccion de la expresién de IGF1R o el bloqueo
de su sefalizacion en modelos animales, redunda en un menor dafio pulmonar tras una lesion,
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por eso serd interesante valorar el posible uso clinico de farmacos para el tratamiento de
enfermedades respiratorias en donde esté demostrada la sefializacion mediada por IGF1R.
Para el bloqueo de IGF1R existen multiples farmacos en periodo de evaluaciéon en ensayos
clinicos, que en su mayoria son anticuerpos monoclonales pensados y disefiados para el
tratamiento del cancer de pulmén (Dziadziuszko et al., 2008; Kim et al., 2009; Massoner et al.,
2010; Belani et al., 2012; Pollak, 2012). Seria interesante probar a extender su uso en otras
enfermedades pulmonares. Para ello sera fundamental disponer de modelos animales y
protocolos experimentales que modelen estas enfermedades y que nos permitan estudiar sus

bases moleculares y testar farmacos adecuados para su tratamiento.

3.3. La falta de IGF1R en el epitelio pulmonar genera colonias mas grandes de células

madre cultivadas in vitro incrementando el nUmero de progenitores indiferenciados

Los datos presentados sobre el cultivo in vitro de colonias de células madre derivadas
de ratones mutantes condicionales CCSP-Cre; Igflr"" y Nkx2.1-Cre; Igf1r"™", son preliminares y
necesitan ser replicados y sobre todo ampliados para poder sacar conclusiones claras y
definitivas. Sin embargo el hecho de que los resultados obtenidos de colonias de las dos lineas
coincidan o se complementen también les da mayor fiabilidad. Los datos obtenidos de los
cultivos de colonias CCSP-Cre; Igfir'" son bastante dificiles de filtrar y diferenciar de los

obtenidos de las colonias control Igf1r""

. A pesar de los multiples experimentos realizados con
estas células, se han podido obtener pocas conclusiones definitivas. La razon de esto es doble,
por una parte es probablemente consecuencia del alto mosaicismo que presentan estos
animales en la deleccion de Igfir en el pulmoén, generandose cultivos poco puros con una gran

cantidad de colonias que no han sufrido la delecion (con genotipo Igf1r""

). Por otra parte se
puede deber a que las células pierden IGF1R ya en etapas avanzadas durante su camino hacia
la diferenciacién, cuando ya se activa la expresion del marcador de diferenciacion CCSP (y la
concomitante expresion de Cre) que las conduce a la linea de diferenciacion a células
bonquiolares de Clara y ciliadas (Rawlins et al., 2009b). En este caso dependiendo de la
efectividad y rapidez de Cre para producir la delecién de IGF1R, es posible que existan pocas
células que hayan sufrido la delecién con caracteristicas de células madre, para mantenerse en
un medio de cultivo que selecciona negativamente células con programas de diferenciacion
activados. En realidad esta baja proporcién de células Igflr"" se aprecia en las PCRs para
determinar la delecién en las colonias de estos ratones. A pesar de la alta sensibilidad de la
técnica, se generan bandas de amplificacién apenas perceptibles del fragmento del alelo de
Igflr con la delecién. Por el contrario, en el caso de los cultivos derivados de los animales
Nkx2.1-Cre; Igfir"™, el fenotipo final de las colonias es mucho mas diferenciable del de las
colonias control. En este caso el promotor de Nkx2.1 que dirige Cre se activa en etapas de
destino celular mas tempranas y las células probablemente sufren la deleccién de Cre en

estadios méas tempranos de la diferenciacion epitelial (Tiozzo et al., 2009; Morrisey and Hogan,
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2010; Whitsett et al., 2011). De esta forma las células de las colonias se mantienen un estado
maés indiferenciado y permiten que se generen colonias con un mayor nimero de células con
este fenotipo, antes de que ocurra la delecién. Aunque no se ha cuantificado, el rendimiento en
el nimero de colonias modificadas en estos cultivos también deberia ser mayor porque la
delecion de IGF1R mediada por Cre con expresion controlada por el promotor deNkx2.1, al
igual que lo hace la expresion endégena de Nkx2.1, se extiende también al compartimento de
las células alveolares AEC2 (Tiozzo et al., 2009; Morrisey and Hogan, 2010; Whitsett et al.,
2011). Hasta el momento no se han apreciado indicios significativos de que el nimero de
colonias totales generados a partir de los ratones Nkx2.1-Cre; Igflr"" sea mas alto, pero sera

otro parametro a tener en cuanta para su determinacion en experimentos futuros.

Hasta hace unos afos, e incluso algunos autores lo siguen suponiendo asi hoy en dia,
se consideraba que las células madre bronquioalveolares (BASCs) que co-expresan bajos
niveles de CCSP y SpC, y localizadas sobre todo en las uniones broquioalveolares o BADJ,
eran la que contribuian a generar células del epitelio de las bronquiolos y de los alveolos. Sin
embargo, un trabajo muy detallado del grupo de la Dra. Brigid Hogan en la Universidad de
Duke (Durhand, NC) publicado en el afio 2009, demuestra casi irrebatiblemente que las
células que expresan CCSP so6lo van a contribuir a la generacién de células bronquiolares,
sobre todo células de Clara, pero también ciliadas, pero nunca células del compartimento
alveolar (Rawlins et al., 2009b). Un estudio mas reciente del mismo grupo también demuestra
que las células alveolares AEC2 que expresan SPC, se comportan cdmo células madre del
epitelio alveolar, y tras un dafio alveolar masivo son capaces de regenerar mas células AEC2, y
también diferenciarse a las células AEC1 (Barkauskas et al., 2013). En las colonias derivadas

de los cultivos de tipo Igfir"

s6lo aparecen esporadicamente células o grupos muy pequefios
de céluas que son SpC” en la parte exterior de las colonias, sin embargo aparecen casi
siempre, y también en su periferia, células que se tifien suavemente para CCSP. Esto podria
indicar que la mayoria de las colonias en el cultivo son de origen bronquiolar, o
alternativamente que las células SPC* son menos tolerantes al medio de cultivo que selecciona

células madre, y se mueren méas rapidamente. En estas colonias Igf1r""

, también siempre se
observa una proporcion de células IGF1R" en la periferia, muchas de ellas co-expresando
CCSP. Entodos los casos en el centro de la colonia siempre existe una proporcién variable de
células pequenas y fuertemente adheridas entre si, con caracteristicas de células madre
porque expresan Scal. En las colonias grandes de los pulmones mutantes condicionales de
ambos genotipos, se aprecian esporadicamente células muy en la periferia que expresan
CCSP y muy raramente SpC. En estas colonias tampoco se observan células IGF1R", o si se
detectan estdn como adheridas a la periferia, nunca inmersas en la masa celular de las
colonias, como ocurre en las colonias control. Dado que se supone gque estas colonias poseen
delecion de IGF1R, estas células podrian originarse debido a no haber sufrido una deleccién
efectiva de IGF1R, por un efecto mosaico en la expresion de Cre por el promotor del transgen

(es decir unas expresarian Cre y otras no, por lo tanto unas sufren delecién y otras no). Otra
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explicacion es que se hubiesen adherido a la parte externa de la colonia durante su

procesamiento para el citospin.

Los cultivos de colonias de células madre pulmonares in vitro demuestran que la
supresion de Igflr durante la diferenciacion celular epitelial aumenta la proporcion de células
progenitoras epiteliales de pulmén, generando colonias mas grandes y con mayor proporcién
de células precursoras indiferenciadas. Este resultado puede interpretarse como un resultado
del balance entre tres procesos celulares: el indice de proliferacion, la capacidad de
diferenciacion y la tasa de muerte de las células en las colonias. Puede que las células Igflr"'
en las colonias en cultivo proliferen mas, que se mueran menos, o alternativamente que se
diferencien menos eficientemente, y por lo tanto resistan mejor las condiciones del cultivo que
las selecciona como células indiferenciadas. Segun este Ultimo supuesto las células de las

colonias normales Igf1™"

se deberian morir en mayor cantidad que en las colonias mutantes. Y
este parece ser el caso porque cuando se observan los cultivos bajo el microscopio las
colonias de los cultivos control presentan contornos mas irregulares, con restos celulares
desprendiéndose, que se podrian corresponder con células muertas. Por el contrario las
colonias mutantes siempre presentan un aspecto mas compacto y denso, sin restos celulares
alrededor. Sin embargo estas observaciones no concordarian con los mayores indices de
apoptosis encontrados en los pulmones prenatales Igflr"' (Epaud et al., 2012). Sera interesante
determinar las tasa de apoptosis en ambos tipos de colonias para aclarar un posible efecto
diferencial sobre la muerte celular. Tampoco se han determinado cuantitativamente los indices
de proliferacion para determinar diferencias entre colonias de diferente genotipo. Cabria
esperar que la proliferacion fuese mas alta en las células deficientes de Igfir, ya que la
proliferacion en los pulmones embrionarios de ratones Igflr"' e Igfl”' también es mas elevada
(Moreno-Barriuso et al., 2006; Epaud et al., 2012; Pais, 2013). Sin embargo, datos preliminares
obtenidos de la incorporacién de BrdU no parecen indicar diferencias entre las colonias Nkx2.1-
Cre; Igfir"™ y sus controles. Por exclusion, la mejor hipétesis parece ser que el fenotipo de las
colonias deficientes de IGF1R es sobretodo resultado de un retraso en la diferenciacion de las
células, que se beneficiarian de las condiciones de cultivo favorables en un medio selectivo
para células indiferenciadas. Esta interpretaciébn estaria avalada por el retraso de la
diferenciacion encontrado en las células epiteliales de los pulmones prenatales Igflr"‘ e Igfl”'
(Moreno-Barriuso et al., 2006; Epaud et al., 2012; Pais, 2013), y también por el retraso en la
diferenciacion observado en las células del epitelio bronquiolar tras la lesién por naftaleno.
Aunque no cabe descartar que el resultado final sea un equilibrio entre diferentes procesos
celulares, parece que la alteracion de la diferenciacion sea el mas relevante para generar el

fenotipo de las colonias con delecion condicional de IGF1R.

La implicacion de IGF1R en la biologia de las células madre es un tema relativamente
reciente y novedoso, empezando a dispararse el nimero de publicaciones en este campo
desde hace unos seis afios a esta parte. Dos revisiones bibliograficas recientes discuten
diferentes aspectos publicados sobre la participacion de la sefializacion mediada por IGFs en
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en el mantenimiento y diferenciacion de las células madre pluripotentes (Li and Geng, 2010;
Ratajczak et al., 2010). La bibliografia al respecto sostiene que el IGF1R desempefia un papel
critico en la regulacién de las funciones de las células madre de diferentes origenes, tanto
embrionarias como especificas de tejido (Torella et al., 2004; Bendall et al., 2007; Thum et al.,
2007; Wang et al., 2007a; Fleissner and Thum, 2008; Padin-lruegas et al., 2009). La
sefializacion de los IGFs, tanto a través de la via de PI3K, como de las MAP kinasas,
sustentaria la capacidad de autorenovacion y diferenciacion de los las células madre, de
promover su supervivencia y migracion, y también la de prevenir su senescencia (Nguyen et
al.,, 2007; Ponte et al., 2007; Huang et al., 2009; Chen and Khillan, 2010). Fundamentando
estos datos, también hay trabajos que demuestran que los IGFs aumentan la expresién y la
actividad de proteinas como Oct4, Nanog y telomerasa, que son factores criticos en la
generacion de células madre pluripotentes inducidas (Torella et al., 2004; Bendall et al., 2007;
Thum et al., 2007; Wang et al., 2007a; Gonzalez et al., 2008; Kimber et al., 2008; Huang et al.,
2009).

Sin embargo, aunque estos estudios hacen referencia a células madre embrionarias, o
de diferentes tipos de tejidos, como endotelio, mesénquima, musculo cardiaco, médula 6sea,
etc., poco se sabe de momento de la implicacién de IGF1R en el pulmén normal. Lo poco que
se sabe esta relacionado sobre todo a la participacién de la sefializacion de IGF1R en el
comportamiento de las células madre de cancer de pulmoén, bien a través de la mediacién de
Fibulina-3 (Chen and Khillan, 2010) o p-Catenina/Pou5/Sox2 (Xu et al., 2013), o
alternativamente como mediador de la sefalizacion de Notch-1 (Eliasz et al., 2010). Como se
ha mencionado las dos vias principales mediadoras de la sefalizacion de IGF1R, PI3K y MAP
kinasas, participan de alguna forma en la biologia de las células madre. Hay autores que
sostienen que el balance de la sefializacion entre ellas, y la sefializacion cruzada con otro tipo
de vias de transduccion de sefiales como la via de Wnt y la via de los SMADs, serian las
responsables de mantener la proporcion adecuada de células madre (Dalton, 2013). Existen
datos publicados de ratones mutantes de mediadores de sefalizacion de IGF1R, tanto de la via
de PI3K como de la de MAPK que presentan alteraciones en el comportamiento de las células
madre pulmonares. Por una parte los animales deficientes de PTEN, una fosfatasa que
antagoniza la ruta de sefializacion PI3K-AKT/PKB, afecta a la diferenciacion de diversos linajes
de células epiteliales de pulmén, causando una disminucion del numero de células
diferenciadas terminalmente, que hacen que las células del BADJ formen masas con
caracteristicas de células madre pro-carcinogénicas (Tiozzo et al., 2009). La alteracion de esta
via, al menos en lo referente a PTEN, no encaja en los resultados obtenidos de los cultivos de
células madre de los mutantes condicionales de IGF1R en el epitelio pulmonar. En ambos
casos se observa un aumento en el contenido de células madre epiteliales en el pulmén, un
resultado antagonico al esperado. En contrapartida, los animales mutantes con ausencia de
actividad catalitica de la p38a, una MAP kinasa que se ha descrito que regula la

totipotencialidad de las células madre pulmonares en humanos (Oeztuerk-Winder et al., 2012),
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presentan un epitelio de pulmén inmaduro e hiperproliferativo que es altamente sensible a la
tumorigénesis inducida por la mutacién en K-ras (G12V), mediante la activacion de PDK1
(independiente de Akt y de la actividad de ERK), de la mejora de la supervivencia, y
aumentando la proliferacion, con una seleccién especifica de células positivas para Sca-1/Sox9
con alto poder tumorigénico y metastatico (Ventura et al.,, 2007; Voisset et al., 2013). La
concordancia de estos resultados con los descritos en esta Tesis en lo relativo a los cultivos de
de células madre de los ratones mutantes condicionales de IGF1R, apoya la hip6tesis de que
IGF1R esté implicado en el control de las células madre pulmonares a través de la sefializacion

por p38a.

Cabe la posibilidad de que la sefializacion por la via Wnt también medie las acciones
de IGF1R sobre precursores epiteliales del pulmén, ya que genes de esta via o sus dianas,
como Wntba y B-catenina, regulan la totipotencialidad de las células madre embrionarias (Sato
et al.,, 2004), y especificamente la diferenciacién de las células madre o progenitoras
bronquiolares a células diferenciadas del epitelio respiratorio, sin aumentar su tasa de
proliferacion (Mucenski et al., 2005; Reynolds et al., 2008; Ghosh et al., 2013). Pero aunque se
desconoce su posible alteraciéon en los pulmones de los mutantes condicionales de IGF1R en
el pulmén adulto, la expresion de genes de esta via de transduccion de sefiales se ha
demostrado que esta alterada en los pulmones embrionarios Igfl”' (Pais, 2013). Por todo ello,
la via de sefalizacion de Wnt también pudiera estar implicada en la mediacion de la generacion

y diferenciacién de las células progenitoras epiteliales pulmonares.

Los datos preliminares obtenidos del cultivo de células madre de los ratones mutantes
condicionales CCSP-Cre; Igfir"" y Nkx2.1-Cre; Igf1r"™ abren un abanico de posibilidades para
abordar su estudio con mayor profundidad. Entre ellas cabe mencionar: i) la posibilidad de que
estos animales sean propensos a generar tumores de pulmén después de someterlos a un
compromiso con oncogenes, mutaciones de genes supresores de tumores, o incluso con
mutégenos; ii) la posibilidad de que tengan resistencia diferencial al dafio del epitelio de forma
aguda, asi como a generar lesiones a largo plazo después de un dafio mas prolongado o
cronico (fibrosis, asma, EPOC, etc.), debido a una mayor plasticidad de sus células madre
pulmonares; vy iii) la posibilidad que sus células madre pulmonares tengan mayor flexibilidad
para recolonizar pulmones dafiados, y asi ser susceptibles de ser usadas para la regeneracién
tisular del pulmén dafiado, no s6lo usando células madre pulmonares Igflr"', sino extrapolando
este resultado al uso de células normales tratadas farmacolégicamente para mantener
blogueada la sefializacion por IGF1R. Como se aprecia, el avance de la comprensién de los
mecanismos moleculares de la sefializacion por IGF1R en el control de la diferenciacién de las
células madre del epitelio pulmonar usando animales modelo facilita el desarrollo de
estrategias experimentales extrapolables a la terapia especifica de pacientes, no sélo en
enfermedades en las que estas células tengan relevancia, como el cancer de pulmén u otras

enfermedades respiratorias, sino también en posibles aplicaciones de la modulacion del
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comportamiento de las células madre pulmonares para favorecer la regeneracion del pulmén

dafiado, o incluso en ingenieria tisular para generar tejido pulmonar in vitro.
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1. Los genes del sistema IGF/Ins se expresan en el pulmén de raton en todos los estadios de su
desarrollo, salvo Igf2 que no se expresa postnatalmente. A excepcion de Igfbp2, sus niveles

son mas elevados en los estadios embrionarios y decrecen con la edad.

N

. Aungue IGF1R se expresa de forma ubicua en el pulmén murino, sus niveles son altos en el
epitelio. En el pulmén adulto destaca su presencia en el epitelio bronquiolar, se encuentra en
las células ciliadas y las neuroendocrinas, y sobre todo en las células de Clara. En el epitelio

alveolar IGF1R se expresa en los heumocitos de tipo 2, y es indetectable en los de tipo 1.

3. La carencia de IGF1 durante el desarrollo prenatal de los ratones, modifica in vivo los niveles
de proteinas con funcion reguladora descrita en el pulmén como factores de transcripciéon y
proteinas matricelulares, aumentando la expresion de Nfib y reduciendo la de Kif2, Egrl y
Ctgf. También reduce la expresion del ARNm de Igfbp2 y los niveles de activacion de ERK2.

N

. En los pulmones embrionarios Igfl”' cultivados ex vivo, IGF1 exdgeno induce la remodelacién
del septo alveolar y la diferenciacion del epitelio respiratorio distal, aumentando la expresién

de los factores de transcripcién Nfib y KIf2, y de la proteina de matriz extracelular Cyr61.

5. IGF1 manifiesta una mayor accién sobre las células pulmonares de tipo epitelial que sobre las
mesenquimales embrionarias, tanto induciendo su proliferacibn como modulando la expresion
de los factores de transcripcion Nfib, KIf2 y FoxM1, y de las proteinas matricelulares Cyr61 y
Ctgf.

6. La carencia de IGF1R en el epitelio respiratorio produce alteraciones morfolégicas en el
epitelio de los bronquiolos terminales de ratones adultos, y conlleva una alteracion o retraso
en la diferenciacion de las células de Clara, manifestandose sobre todo durante su

regeneracion tras un dafio selectivo con naftaleno.

7. La deficiencia de IGF1R en las células madre de pulmén adulto cultivadas in vitro bloquea su
diferenciacion, generando un aumento del tamafio de las colonias y de la proporcién de

células progenitoras.
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