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I.‐ INTRODUCCIÓN 

Las complicaciones a largo plazo que se producen en los pacientes diabéticos 

constituyen  una  de  las  principales  causas  de  morbilidad  y  mortalidad  en  las 

sociedades  avanzadas  y  en  desarrollo.  A  este  conjunto  de  alteraciones,  que  la 

diabetes origina a largo plazo, y que se deben a una hiperglucemia mantenida en el 

tiempo, se les ha dado el nombre de síndrome diabético tardío.  

La  hiperglucemia  crónica  asociada  a  la diabetes da  lugar  a  la  glicación no 

enzimática de proteínas al  reaccionar  azúcares  reductores  como  la glucosa  con  los 

grupos  amino  libres  de  las  proteínas.  Tras  la  unión  del  azúcar  a  la  proteína  se 

produce  una  cascada  de  reacciones  que  hacen  que  las  proteínas  glicadas 

reversiblemente,  se  transformen  de  manera  irreversible  en  los  denominados 

productos avanzados de glicación  (AGEs). Esta glicación  es una de  las principales 

causas de las complicaciones a largo plazo de la diabetes. 

Se  han  identificado  varios  receptores  para  los  productos  avanzados  de 

glicación cuya expresión está incrementada en la diabetes. La mayoría de ellos retiran 

AGEs circulantes por endocitosis, sin embargo, la unión de AGEs al RAGE (Receptor 

de  productos  avanzados  de  glicación),  desencadena  una  serie  de  respuestas 

intracelulares que pueden formar parte de la patogénesis de las complicaciones de la 

diabetes.  

 Aunque  en  la diabetes  la unión de  los AGEs  a  su  receptor no  es  la única 

causa de morbilidad, la implicación del receptor de AGEs en estos procesos es clara. 

Por tanto, la caracterización del receptor y el estudio de las respuestas intracelulares 

que se generan, como consecuencia de  la  interacción  ligando‐receptor, es de  interés 
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para  buscar  dianas  moleculares  que  prevengan  el  inicio,  la  progresión  y/o  la 

degeneración de la funcionalidad de los órganos afectados por esta patología. 

En estudios anteriores de nuestro grupo de investigación, se ha descrito que 

el  receptor de  rata presenta un  alto  grado de  variabilidad. Existen dos  isoformas, 

generadas por  splicing alternativo  (Girón  et al., 1998). Además el gen del RAGE de 

rata presenta dos  señales de poliadenilación  funcionales,  esto hace que  se generen 

dos  isoformas  que  difieren  en  la  región  3’  no  traducida  del mRNA  del  receptor 

(Caballero et al., 2004). Más recientemente hemos descrito  la posibilidad del uso de 

dos diferentes inicios de la transcripción del gen. No obstante, al inicio de esta Tesis 

Doctoral existía un escaso conocimiento del tráfico intracelular del receptor e incluso 

se desconocía  si  era necesaria  su  internalización para  la producción de  respuestas 

intracelulares.  Además,  desconocíamos  si  las  diferentes  isoformas  descritas 

presentaban  la  misma  distribución  subcelular  y  si  esto  podría  tener  alguna 

implicación en el síndrome diabético tardío.  

En  esta Tesis Doctoral  se han desarrollado  sistemas de  expresión  eucariota 

del RAGE  fusionado  a  la proteína  fluorescente verde  (GFP). El uso de  la proteína 

verde como compañero del RAGE se ha mostrado como acertado. La expresión en 

células  eucariotas  de  esta  proteína  de  fusión mantiene  todas  las  propiedades  del 

receptor nativo en  lo que hace referencia a su  localización subcelular, capacidad de 

unión a ligandos y desencadenamiento de respuestas intracelulares. 

El  desarrollo  de  estos  sistemas  de  expresión  eucariota  nos  ha  permitido 

estudiar  la  modulación  de  la  generación  de  señales  por  el  RAGE.  Así  hemos 

descubierto, entre otros aspectos, que  la  internalización del receptor  juega un papel 

fundamental  en  la generación de  respuestas  intracelulares y que una  isoforma del 

receptor generada mediante el uso de un  inicio de  la  transcripción alternativo  tiene 
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una  localización  citosólica  y  que  activa  de  forma  constitutiva  la  cascada  de 

señalización mediada por el RAGE.  

En esta Tesis Doctoral también se ha abordado el estudio de la regulación de 

la expresión génica del RAGE de rata. Se ha estudiado la respuesta del promotor del 

gen  de  rata  frente  a  varios  estímulos,  se  ha  estudiado  la  influencia  de  la 

internalización  del  receptor  sobre  la  inducción  de  la  actividad  promotora  y  se  ha 

prestado  especial  interés  al  uso  de  diferentes  señales  de  poliadenilación  como 

mecanismo de control de  la estabilidad del mRNA del receptor en rata y  humanos. 

Finalmente, hemos detectado que  los productos finales de glicación, no sólo 

los  productos  tempranos  como  se  creía  hasta  ahora,  bloquean  el  transporte  de 

glucosa en tejidos periféricos. En músculo este efecto es dependiente del RAGE y se 

ejerce  exclusivamente  a  través  de  la  ruta  de  señalización  de MAP  Kinasas.  Una 

consecuencia relevante de este hallazgo, que también ocurre en tejido adiposo, es que 

la presencia de AGEs circulantes no sólo es un índice de mal control diabético y de 

predisposición a complicaciones a largo plazo de la diabetes sino que puede afectar 

directamente a  la eficacia de  los diversos  tratamientos antidiabéticos al bloquear su 

principal  vía  de  acción,  el  incremento  del  transporte  de  glucosa  a  los  tejidos 

periféricos. 
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II.‐ ANTECEDENTES 

II.1.‐DIABETES  

La diabetes mellitus  (DM) es una alteración metabólica caracterizada por  la 

presencia de hiperglucemia crónica que se acompaña, en mayor o menor medida, de 

alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, de las proteínas y de los 

lípidos. El origen y  la etiología de  la DM pueden ser muy diversos, pero conllevan 

inexorablemente  la  existencia  de  alteraciones  en  la  secreción  de  insulina,  de  la 

sensibilidad a  la acción de  la hormona, o de ambas. La hiperglucemia crónica de  la 

diabetes está asociada con daño, disfunción y fallo a  largo plazo de varios órganos, 

especialmente ojos, riñones, nervios, corazón y vasos sanguíneos (American Diabetes 

Association 2005).  

La  clasificación  actual  de  los  síndromes  que  constituyen  la  diabetes  se  ha 

hecho siguiendo criterios etiológicos: 

Diabetes tipo 1 (anteriormente se llamó diabetes juvenil o diabetes insulino‐

dependiente): Representa sólo el 5‐10 % de casos de diabetes, está causada por una 

destrucción  de  las  células  β  que  normalmente  lleva  a  una  deficiencia  absoluta  de 

insulina. Generalmente la destrucción de las células β del páncreas está mediada por 

el  sistema  inmune  (diabetes  tipo  1  autoinmune),  lo más  frecuente  en  este  tipo  de 

pacientes es la presencia de anticuerpos frente a las células de los islotes. Este tipo de 

diabetes normalmente ocurre en la infancia y en la adolescencia, pero puede aparecer 

a  cualquier  edad.  La  destrucción  autoinmune  de  las  células  β  tiene  una 

predisposición genética, aunque  también  está  relacionada  con  factores  ambientales 

aún  no  totalmente  definidos.  Estos  pacientes  son  propensos  a  padecer  otras 

enfermedades  autoinmunes  como  la  enfermedad  de  Addison,  vitíligo  o  hepatitis 
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autoinmune. En algunos pacientes, la diabetes tipo 1 no tiene una etiología conocida 

(Diabetes tipo 1 idiopática). Esta forma de diabetes se hereda con una alta frecuencia 

y  se  ha  descrito  más  en  la  población  africana  y  asiática  (American  Diabetes 

Association, 2005).  

Diabetes  tipo 2  (Anteriormente se  llamó Diabetes del adulto o Diabetes no 

insulino‐dependiente): Representa el 90‐95 % de los casos de diabetes. En este tipo de 

diabetes  existe  una  combinación  de  resistencia  a  la  acción  de  la  insulina  y  una 

secreción  inadecuada  de  insulina.  En  este  tipo  de  diabetes  la  hiperglucemia  se 

desarrolla  gradualmente,  por  lo  que  estos  pacientes  tienen  un  riesgo  elevado  de 

desarrollar  complicaciones  vasculares.  Los  niveles  de  insulina  son  normales  o 

elevados. De hecho, los elevados niveles de glucosa hacen que las células β secreten 

altos  niveles  de  insulina  lo  que  conduce  al  “agotamiento”  de  las  células  β.  La 

secreción de insulina en estos pacientes acaba disminuyendo, por lo que acaba siendo 

insuficiente  para  compensar  la  resistencia  a  insulina  (Mattaei  et  al.,  2000).  Hay 

muchas  causas de  este  tipo de diabetes. La mayoría de pacientes  con  este  tipo de 

diabetes  son  obesos,  sin  embargo  también  puede  ser  diagnosticada  en  sujetos  no 

obesos, especialmente en ancianos. El riesgo de desarrollarla aumenta con la edad, la 

obesidad y  la pérdida de actividad  física, además es más  frecuente en mujeres con 

antecedentes de diabetes gestacional y en individuos con hipertensión o dislipemia. 

Su frecuencia varía en  los diferentes subgrupos étnicos y raciales y tiene una fuerte 

predisposición genética (American Diabetes Association, 2005).   

Existen otros tipos de diabetes con etiología conocida que se incluyen en un 

grupo denominado otros tipos específicos de diabetes. Este grupo incluye Diabetes 

Mellitus causada por: defectos genéticos de la función de las células β, anteriormente 

llamada diabetes juvenil de inicio en el adulto (MODY: Maturity Onset Diabetes of the 
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Young);  defectos  genéticos  en  la  acción  de  la  insulina;  enfermedades  del  páncreas 

exocrino  como  pancreatitis,  o  carcinoma  pancreático;  endocrinopatías  como  la 

acromegalia  o  el  síndrome  de Cushing;  drogas  o  productos  químicos;  infecciones 

como  la rubeola; formas  inusuales de diabetes provocadas por el sistema  inmune y 

otros síndromes genéticos (American Diabetes Association, 2005).  

Diabetes gestacional: Se define como algún grado de tolerancia a la glucosa 

con comienzo o que se diagnostica por primera vez durante el embarazo. 

 

Tabla  II.1.‐  Clasificación  etiológica  de  la  diabetes  mellitus  (American  Diabetes 
Association 2005)  

Diabetes tipo 1  1.‐Autoinmune 

2.‐Idiopática 

Diabetes tipo 2   

Otros tipos específicos  1.‐ Defectos genéticos de la función de las células β 

2.‐ Defectos genéticos en la acción de la insulina 

3.‐ Enfermedades del páncreas exocrino 

4.‐ Endocrinopatías 

5.‐ Inducida por drogas o productos químicos 

6.‐ Infecciones 

7.‐ Formas inusuales de diabetes provocadas por el sistema 

inmune. 

8.‐ Otros síndromes genéticos 

Diabetes gestacional   
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Todas  las  formas  de  diabetes  se  caracterizan  por  el  desarrollo  de 

complicaciones microvasculares  específicas  que  incluyen  retinopatía,  nefropatía  y 

neuropatía.  Además,  la  diabetes  también  está  asociada  a  la  enfermedad 

macrovascular, como la aterosclerosis, con una mayor prevalencia y severidad que en 

personas  no  diabéticas,  siendo  la  principal  causa  de mortalidad  (Brownlee,  2001; 

Hudson y Schmidt, 2004). En conjunto, estas complicaciones a largo plazo reciben el 

nombre de síndrome diabético tardío y constituyen la principal causa de morbilidad 

y de mortalidad en estos pacientes. 

Aunque  el  mecanismo  que  provoca  estas  complicaciones  no  es  del  todo 

conocido  (Brownlee, 2001; Peppa & Vlassara, 2005), varios  estudios  indican que  la 

hiperglucemia crónica es el principal iniciador de las complicaciones microvasculares 

de  la  diabetes,  ya  que  se  ha  comprobado  que  un  estricto  control  de  la  glucemia 

reduce el riesgo de aparición de estas complicaciones, tanto en la diabetes tipo 1 (The 

Diabetes Control and Complications Trial Research Group 1993) como en la diabetes 

tipo 2 (UK Prospective Diabetes Study Group 1998). Sin embargo, la relación entre un 

estricto control de la glucosa y las complicaciones macrovasculares no está del todo 

clara (Singh et al., 2001).  

Los  mecanismos  por  los  que  la  hiperglucemia  es  responsable  de  las 

complicaciones a largo plazo de la diabetes son múltiples, los más estudiados son: la 

ruta de  los polioles  (Lee  et  al.,  1995),  la  activación de  las  isoformas de  la proteína 

quinasa C (Koya & King, 1998) y la glicación no enzimática de proteínas que da lugar 

a  la  formación de productos avanzados de glicación  (AGEs). Estos mecanismos no 

son  independientes  (Brownlee,  2001;  Gugliucci,  2000).  Así,  el  elevado  flujo  de 

metabolitos a través de la ruta de polioles produce un aumento en la generación de 

sorbitol,  una  disminución  de  la  entrada  de monoinositol  y  una  disminución    de 
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actividad  Na+/K+  ATPasa.  La  activación  de  la  PKC  causa  un  aumento  en  la 

permeabilidad vascular (Schmidt et a.l, 1999; Koya & King, 1998) y  los AGEs tienen 

efectos químicos, celulares y tisulares implicados en el desarrollo y progresión de las 

complicaciones diabéticas (Vlassara & Palace, 2002).   

 

II.2.‐PRODUCTOS AVANZADOS DE GLICACIÓN 

Los  resultados  experimentales  de  la  importancia  de  los  AGEs  en  las 

complicaciones  vasculares  son  cuatro:  los AGEs  se  encuentran  en  concentraciones 

elevadas en los sitios donde se desarrollan las complicaciones diabéticas, glomérulo 

renal, retina y nervios periféricos; la exposición experimental a precursores de AGEs 

o  proteínas modificadas  por AGEs produce  una  enfermedad  vascular  similar  a  la 

originada por  las  complicaciones diabéticas; estudios en  células vasculares  in vitro, 

utilizando proteínas modificadas por AGEs, han sugerido un papel para la glicación 

de proteínas en  la disfunción bioquímica unida a  las complicaciones de  la diabetes; 

por  último,  estudios  con  inhibidores  de  la  formación  de  AGEs,  como  la 

aminoguanidina,  en  modelos  animales  de  diabetes  experimental  han  puesto  de 

manifiesto  una  disminución  en  el  desarrollo  de  las  complicaciones  vasculares 

(Ahmed & Thornalley, 2007).  

Además de la diabetes mellitus se han descrito otras enfermedades en las que 

los  niveles  de  AGEs  están  incrementados:  artritis  reumatoide,  enfermedades 

asociadas  con  formación  de  amiloides  como  la  amiloidosis  secundaria  y  la 

enfermedad de Alzheimer. 
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II.2.1.‐ Formación de AGEs  

La formación de AGEs ocurre naturalmente con el envejecimiento y de forma 

acelerada  en  situaciones  de  hiperglicemia  como  la  diabetes  y  en  ambientes 

inflamatorios y prooxidativos como en  la aterosclerosis  (Hudson & Schmidt, 2004). 

La  glicación  ocurre  preferentemente  en  las  proteínas,  pero  también  otras 

biomoléculas  presentan  grupos  funcionales  capaces  de  reaccionar  con  el  grupo 

aldehído de  la glucosa, como  los  lípidos y  los ácidos nucleicos. Es dependiente del 

grado  y  duración  de  la  hiperglicemia,  la  vida  media  de  la  proteína  y  la 

permeabilidad del tejido a la glucosa (Ahmed, 2005). 

La glicación de proteínas, también denominada reacción de Maillard, se inicia 

por  una  reacción  entre un  grupo  amino  libre de  una  proteína,  principalmente  los 

grupos amino de los residuos de lisina y arginina, y un grupo carbonílico (aldehído o 

cetona)  de  un  azúcar  reductor  para  formar  una  base  de  Schiff.  En  el  caso  de  la 

glucosa  esta  reacción ocurre  en un periodo de horas. Una vez  formada  la base de 

Schiff  se  transforma  en  un  compuesto  más  estable,  producto  de  Amadori  o 

fructosamina,  que  se  forma  en  días  (Singh  et  al.,  2001;  Ahmed,  2005).  La 

determinación de la hemoglobina glicosilada y de la fructosamina, que son productos 

de Amadori, se utilizan como herramienta para monitorizar el control glicémico en 

pacientes  diabéticos.  A  continuación,  se  producen  una  serie  de  reacciones  de 

deshidratación, condensación, ciclación y oxidación que dan lugar a la formación de 

los  productos  avanzados  de  glicación  (AGEs),  reacciones  que  tienen  lugar  en 

semanas o meses  (Kikuchi  et  al.,  2003; Wautier &  Schmidt,  2004)  (Figura  II.1). Los 

AGEs se definen como estructuras complejas y heterogéneas, con entrecruzamientos 

intra‐ e intermoleculares, son marrones y algunos son fluorescentes, aunque no todos 

comparten estas propiedades (Wautier & Schmidt, 2004; Huebschmann et al., 2006). 
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Figura  II.1.‐  Productos  avanzados  de  glicación  (Ahmed,  2005).  A‐  Reacción  de 
Maillard.  B‐  Estructura  de  los  dos  AGEs  más  abundantes  en  vasos  diabéticos 
humanos. 
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La glicación es una  reacción espontánea y  reversible hasta  la  formación del 

producto de Amadori, sin embargo una vez  formados  los aductos AGE‐ proteínas, 

son  bastante  estables  y  irreversibles  (Ahmed,  2005).  La  glucosa  no  es  el  único 

precursor de AGEs, otras aldosas reaccionan más rápidamente con las proteínas que 

la glucosa,  incluyendo metabolitos procedentes de  la glucolisis y de  la  ruta de  los 

polioles (Bierhaus et al., 1998; Ahmed, 2005). Existen mecanismos alternativos para la 

formación   de AGEs, como el denominado estrés carbonilo o rutas no dependientes 

de glucosa (Huebschmann et al., 2006). 

Lo más  relevante  en  la biología de  los AGEs  es  su  asociación  con  el  estrés 

oxidativo ya que en situaciones donde existe estrés oxidativo, como en inflamación o 

en pacientes  con  fallo  renal,  la  formación de AGEs  está  aumentada  (Baynes  et  al., 

1999; Schmidt et al., 1999). Las reacciones de oxidación pueden llevar a la formación 

de AGEs, de hecho han sido identificados en lesiones ateroscleróticas en pacientes no 

diabéticos (Schmidt et al., 1999).  Por otro lado, la reacción de glicación se caracteriza 

por la producción de especies reactivas de oxígeno (Kikuchi et al., 2003).  

Debido a la heterogeneidad de los AGEs generados  in vivo y la complejidad 

de las reacciones implicadas en su formación, sólo se ha determinado la estructura de 

algunos AGEs. La carboximetil‐lisina (CML, el principal AGE encontrado in vivo) y la 

pentosidina,  son  los mejor  caracterizados  (Figura  II.1). Ambos  se  acumulan  en  el 

colágeno de la piel al envejecer y de forma acelerada en la diabetes mellitus (Bierhaus 

et al., 1998).  

  La glicación altera  la actividad biológica de  las proteínas y sus procesos de 

degradación. El entrecruzamiento de proteínas por AGEs da lugar a la formación de 

agregados de proteínas insolubles y resistentes a proteasas (Kikuchi et al., 2003). 
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Debido a su formación lenta, en un principio, se pensó que los AGEs sólo se 

formaban a partir de proteínas extracelulares de vida media  larga, y en función del 

tiempo, representando una forma de senescencia molecular. Sin embargo, los AGEs 

también se forman a partir de moléculas de vida media corta, como las proteínas del 

plasma y los lípidos (Makita et al., 1994; Vlassara & Palace, 2002). Esta modificación 

de moléculas de vida media corta implica la oxidación de proteínas y lípidos, altera 

su  conformación  molecular,  modifica  sus  actividades  enzimáticas,  reduce  su 

capacidad de degradación y  resulta  en un  reconocimiento y aclaramiento  anormal 

por parte de receptores (Vlassara & Palace, 2002).  

Los  AGEs  son  reconocidos  por  macrófagos,  endocitados  y  degradados 

parcialmente  y  como  consecuencia  se  liberan  a  la  circulación AGEs  de  bajo  peso 

molecular conocidos como AGEs de “segunda generación”. Estos péptidos contienen 

intermediarios dicarbonílicos de la reacción de Maillard y son mucho más reactivos 

que la glucosa, por lo que pueden amplificar el daño tisular (Peppa & Vlassara, 2005). 

Estos péptidos son excretados por el riñón, parte se reabsorben y se catabolizan en el 

túbulo  contorneado  proximal  y  el  resto  se  excreta  por  la  orina;  por  tanto  su 

eliminación efectiva es dependiente de la función renal (Makita et al., 1991; Peppa & 

Vlassara, 2005). Estudios in vitro han propuesto que la insulina también contribuye a 

la  eliminación  de AGEs  desde  el  plasma  a  través  de  la  ruta mediada  por  el  IRS 

(Insulin Receptor Substrate) y la activación de la fosfatidil‐inositol‐3 kinasa (Sano et al., 

1998; Singh et al., 2001). 

A  nivel  celular  existen  sistemas  protectores  intracelulares  que  limitan  la 

acumulación de intermediarios reactivos de AGEs. Uno de estos sistemas es el de las 

enzimas degradativas glioxalasas (Shinohara et al., 1991; Peppa & Vlassara, 2005). 
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II.2.2.‐ Mecanismos de toxicidad de los AGEs  

Hay  un  gran  número  de  estudios  que  han  confirmado  una  fuerte  relación 

entre la formación de AGEs y los cambios fisiológicos observados en la enfermedad 

vascular, diabetes, aterosclerosis y envejecimiento (Bierhaus et al., 1998). Existen tres 

mecanismos principales por  los que  los AGEs producen efectos  tóxicos en  la célula 

(Brownlee,  2000;  2001):  modificación  de  la  estructura  y  función  de  proteínas 

intracelulares,  alteración  de  proteínas  de  la matriz  extracelular  e  interacción  con 

receptores celulares. 

II.2.2.1.‐ Alteración de la estructura y función de proteínas intracelulares 

Los AGEs no sólo se forman en proteínas extracelulares. La rápida formación 

de  AGEs  intracelulares,  a  través  de  intermediarios  altamente  reactivos  del 

metabolismo  de  la  glucosa,  pueden  alterar  la  estructura  y  función  de  proteínas 

intracelulares, principalmente en células que no requieren insulina para el transporte 

de  glucosa,  como  las  células  endoteliales  de  la microvasculatura  y  las  neuronas 

(Brownlee,  2000).  El  factor  de  crecimiento  fibroblástico  es  una  de  las  principales 

proteínas modificadas por AGEs (Giardino et al., 1994; Brownlee, 2001). 

II.2.2.2.‐ Alteración de proteínas de la matriz extracelular 

La  formación de AGEs  en  los  componentes de  la matriz  extracelular altera 

propiedades  fundamentales  de  moléculas  claves  de  la  matriz,  dando  lugar  a 

anomalías  en  las  interacciones matriz‐matriz  y matriz‐célula  (Brownlee,  2000). Las 

proteínas que constituyen la matriz extracelular y las membranas basales vasculares, 

están entre  las proteínas con una vida media más  larga, y por  tanto, son altamente 

susceptibles a  la modificación por AGEs. Funcionalmente,  los entrecruzamientos en 
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la membrana  basal mediados  por AGEs,  reducen  la  solubilidad  y  disminuyen  la 

digestión enzimática de proteínas (Vlassara & Palace, 2002).  

En el colágeno  se producen enlaces covalentes  intermoleculares producidos 

por  AGEs  (Tanaka  et  al.,  1988).  La  formación  de  AGEs  en  el  colágeno  tipo  IV 

interfiere  en  el  correcto  ensamblaje  de  otras  proteínas  para  formar  la  matriz 

extracelular  (Brownlee, 2000). El estrechamiento  luminal, característico de  los vasos 

diabéticos,  se debe  en parte  a  la  acumulación  en  el  subendotelio de proteínas del 

plasma  como  albúmina,  LDL  e  Ig  G,  que  quedan  atrapadas  por  los AGEs  en  el 

colágeno  tipo  I  de  la  membrana  basal.  La  formación  de  AGEs  en  la  laminina, 

disminuye la unión de otros componentes principales de la membrana basal, como el 

colágeno  y  el  heparán  sulfato  (Charonis  et  al.,  1988),  que  es  la  molécula  que 

proporciona  la  carga  negativa  a  la  membrana  basal  del  glomérulo.  Como 

consecuencia  se  produce  proteinuria  y  además  se  estimula  la  sobreproducción  de 

otros componentes de  la matriz en  la pared de  los vasos (Brownlee, 2000; Goldin et 

al., 2006).  

La  formación de AGEs  en  la matriz  también  altera  las  interacciones de  las 

proteínas de  la matriz con  los  receptores de  las células  (integrinas), por ejemplo  la 

modificación de  los dominios de unión del colágeno  tipo  IV a células produce una 

disminución de la adhesión de las células endoteliales (Haitoglou et al., 1992).  Todas 

estas anomalías en la matriz extracelular alteran la estructura y función de los vasos 

(Goldin et al., 2006). 

En los vasos de mayor calibre, los AGEs disminuyen la elasticidad. Además, 

los AGEs formados en las proteínas de la matriz vascular, producen trastornos en la 

respuesta  vasodilatadora  al  óxido  nítrico,  debido  a  una  inactivación  dosis‐ 

dependiente (Bucala et al., 1991; Wautier & Guillausseau, 2001). 
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II.2.2.3.‐ Interacción con receptores celulares 

Los  AGEs  son  reconocidos  por  receptores  celulares  que  internalizan  y 

degradan AGEs, pero que  también pueden desencadenar  rutas de  transducción de 

señales,  como  es  el  caso  principalmente  del  receptor  de  productos  avanzados  de 

glicación  (RAGE),  interacción  que  aumenta  la  expresión  de  genes  de  una  gran 

variedad de moléculas  implicadas en  la enfermedad vascular y neural  (Bierhaus  et 

al., 1997).  

En macrófagos, la unión de AGEs a sus receptores estimula la producción de 

IL‐1,  el  factor  de  crecimiento  I,  TNF‐α  y  el  factor  estimulante  de  colonias  de 

granulocitos. Esta estimulación aumenta la síntesis glomerular del colágeno tipo IV y 

la proliferación de macrófagos  y  células del músculo  liso  arterial  (Tornalley  et  al., 

1998). 

La unión de AGEs a sus receptores celulares produce una disminución de los 

mecanismos  de  defensa  antioxidante  en  la  célula  (Bierhaus  et  al.,  1997)  y  la 

generación de radicales libres de oxígeno. Como consecuencia del aumento del estrés 

oxidativo se produce  la activación del factor de transcripción NF‐κB y por tanto un 

aumento  de  la  expresión  de  genes  regulados  por  este  factor,  como  el  factor 

procoagulante  tisular  y  la  molécula  de  adhesión  VCAM‐1  (Schmidt  et  al.,  1995; 

Bierhaus et al., 1997). La inducción de VCAM‐1 hace que aumente la interacción con 

monocitos  circulantes.  El  aumento  de  la  expresión  del  factor  tisular  y  la  paralela 

reducción de  la  actividad  de  la  trombomodulina,  dependiente  de AGE,  cambia  el 

balance  endotelial  desde  un  estado  anticoagulante  a  un  estado  procoagulante 

resultando en trombosis focal y vasoconstricción (Wautier et al., 1996).  
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Figura II.2.‐ Efectos mediados por los AGEs (Ilustración tomada de Goldin et al., 2006) 

 

II.3.‐ RECEPTORES DE LOS AGEs  

   Se  han  identificado  varios  receptores  que  reconocen  los  AGEs.  El  primer 

receptor  identificado fue AGE‐R1 o p60 (Yang et al., 1991), una proteína  integral de 

membrana de 48 kD. Esta proteína  se encontró en el  retículo endoplásmico,  se vió 
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que era homólogo al componente de 50 kD del sistema oligosacariltransferasa (OST), 

por eso se llamó OST‐48 (Li et al., 1996; Vlassara, 2001).  

AGE‐R1 fue purificado con otra proteína de 80‐90 kD que se denominó AGE‐

R2 (Yang et al., 1991). Esta proteína está implicada en la señalización intracelular de 

varios  receptores.  Las  especies  fosforiladas  en  tirosina  están  localizadas  en  la 

membrana plasmática y pueden unir otras moléculas  como Shc y GRB‐2  (Li  et  al., 

1996; Vlassara,  2001). Aunque  no  ha mostrado una  unión  directa  a AGEs,  su  alta 

fosforilación  por  AGEs  ha  sugerido  un  papel  de  esta  proteína  en  las  etapas 

tempranas de señalización de los AGEs (Stitt et al., 1999).  

AGE‐R2  está  unido  a  otra  proteína  que  también  une  AGEs,  AGE‐R3  o 

galectina‐3. Se trata de una proteína que une carbohidratos y se ha relacionado con 

muchas funciones celulares como la apoptosis, inflamación y crecimiento tumoral. Es 

una proteína abundante en el citoplasma y núcleo, también ha sido encontrada en la 

superficie de macrófagos y otras células y une AGEs con alta afinidad (Vlassara et al., 

1995). El dominio de unión a AGEs está en el dominio C‐terminal, y muy próximo a 

la región de unión a carbohidratos. Se ha visto que es capaz de  translocar desde el 

citoplasma a la superficie celular cuando la célula es expuesta a AGEs. La expresión 

en  la  superficie  de  AGE‐R3  aumenta  con  la  unión  y  endocitosis  de  AGEs  por 

macrófagos (Vlassara et al., 1995; Vlassara, 2001). El papel preciso de este receptor en 

la señalización dependiente de AGEs no ha sido determinado, pero parece tener un 

papel importante en la regulación del recambio de AGEs y en el mantenimiento de la 

integridad tisular (Pugliese et al., 2000). 

También se han identificado como receptores de AGEs algunos miembros de 

la familia de los receptores scavenger de macrófagos (Miyazaki et al., 2002; Horiuchi et 

al., 2003) de clase A: I (Araki et al., 1995) y II (Suzuki et al., 1997) y de clase B: CD36 
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(Ohgami et al., 2001 a) y SR‐BI (Ohgami et al., 2001 b); LOX‐1 (Jono et al., 2002); FEEL‐

1 y FEEL‐2 (Tamura et al., 2003). Estos receptores dan lugar a cambios celulares, como 

la formación de células espumosas en lesiones ateromatosas.  

Otros  receptores  también  interaccionan  con  los  AGEs,  como  el  RAGE 

(receptor de productos avanzados de glicación)  (Neeper  et  al., 1992; Schmidt  et  al., 

1992),  la  lactoferrina  que  generalmente  está  asociada  de  forma  no  covalente  al 

dominio  extracelular  del  RAGE  (Schmidt  et  al.,  1994)  o  la  lisozima,  que  es  una 

proteína de defensa inmunitaria (Li et al., 1995). 

En  la diabetes,  la  expresión de  alguno de  estos  receptores  está  aumentada, 

por ejemplo, galectina‐3 (Pugliese et al., 2000) y RAGE (Lander et al., 1997). 

Recientemente se han descrito nuevos  receptores que unen AGEs, como N‐

glicanos, erzina y megalina. Además, los diferentes receptores pueden interaccionar 

o  influir  sobre  otros,  como  se  ha mostrado  recientemente  entre AGE‐R1  y  RAGE 

(Bierhaus et al., 2005). 

 

II.4.‐ RECEPTOR DE PRODUCTOS AVANZADOS DE GLICACIÓN (RAGE) 

El  RAGE  es  un miembro  de  la  superfamilia  de  las  inmunoglobulinas  de 

moléculas de superficie celular (Neeper et al., 1992; Schmidt et al., 1992). En humanos, 

el gen del RAGE se localiza en el cromosoma 6, en la región del complejo mayor de 

histocompatibilidad entre  los genes de  la clase  II y clase  III  (Sugaya et al., 1994). El 

RAGE está compuesto por una región extracelular de 332 aminoácidos, que  incluye 

tres  regiones  del  tipo  de  las  inmunoglobulinas:  un  dominio  N‐terminal  de  tipo 

variable, que es el dominio responsable de la unión de ligandos, y dos dominios de 
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tipo constante  (C y C’) que no unen directamente  ligandos pero que podrían  tener 

importantes  funciones en estabilizar el dominio variable para  la unión de  ligandos. 

Tras el dominio extracelular  tiene un dominio  transmembrana y una cola citosólica 

de  43  aminoácidos  altamente  cargada  y  que,  aunque  carece  de  motivos  de 

señalización  conocidos,  es  crítica  para  la  señalización  intracelular  dependiente  de 

RAGE (Neeper et al., 1992; Schmidt et al., 2000). 

  En el adulto, en condiciones fisiológicas el RAGE se expresa en bajos niveles 

en la mayoría de los tejidos, excepto en pulmón donde su expresión es muy elevada 

en animales maduros y sanos (Brett et al., 1993). También existen niveles elevados de 

RAGE  en neuronas del  sistema nervioso  central durante  el desarrollo  embrionario 

(Hori  et  al.,  1995). A nivel  celular,  el RAGE  se  expresa  en  la mayoría de  los  tipos 

celulares:  células  del  endotelio  y  músculo  liso  vascular,  monocitos‐macrófagos, 

células epiteliales glomerulares y células neuronales (Brett et al., 1993).  

La expresión del RAGE está aumentada en células de los lugares donde hay 

una fuerte activación celular o estrés, como la diabetes, inflamación o enfermedad de 

Alzheimer y está asociada con un acúmulo de sus ligandos (Li et al., 1997; Stern et al., 

2002b). 

II.4.1.‐ Ligandos del RAGE 

Como otros miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, el RAGE 

se caracteriza por tener un gran repertorio de ligandos,  entre los que se incluyen los 

productos avanzados de glicación  (AGEs)  (Kislinger et al., 1999),  fibras amiloides y 

péptido β‐amiloide (Yan et al., 1996), anfoterina (Hori et al., 1995; Taguchi et al., 2000) 

y miembros de la familia de las S100/calgranulinas (Hofmann et al., 1999). Una de las 

principales características del receptor es el reconocimiento de  familias de  ligandos 
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más que un solo polipéptido (Schmidt et al., 2000; Stern et al., 2002a).  Esto hace que 

esté implicado en una gran variedad de procesos fisiopatológicos como por ejemplo 

la  enfermedad  de  Alzheimer,  amiloidosis,  formación  y  propagación  de  tumores, 

desórdenes  inflamatorios  y  patologías  asociadas  con  la  diabetes  como  la 

aterosclerosis y la nefropatía diabética (Tabla II.2). Aunque el receptor no es esencial 

en la patogénesis inicial de estos desórdenes si que está implicado en la amplificación 

o progresión de los mismos (Schmidt et al., 2001; Stern et al., 2002b; Bucciarelli et al., 

2002).  

 

Tabla  II.2.‐  Ligandos  del  RAGE  y  patologías  asociadas  (Schmidt  et  al.,  2001; 
Hudson et al., 2003). 

Estado fisiopatológico asociado  Ligandos del RAGE 

Complicaciones de la diabetes  AGEs 

S100/calgranulinas 

Amiloidosis  Fibras amieloides 

S100/calgranulinas 

AGEs 

Desórdenes inflamatorios/inmunológicos  S100/calgranulinas 

Anfoterina 

AGEs 

Tumores  Anfoterina 

S100/calgranulinas 

La  unión  de  los  ligandos  al  RAGE  no  acelera  su  degradación,  sino  que 

comienza un periodo de activación celular sostenida mediada por una señalización 

celular dependiente de receptor. 
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Una característica importante del RAGE es la presencia de más de un ligando 

en  los  tejidos durante un  tiempo prolongado, por ejemplo en  tejidos diabéticos  los 

AGEs  y  S100/  calgranulinas  están  presentes  en  cantidades  elevadas  (Stern  et  al., 

2002a).  

Otro  aspecto  importante  en  la  biología  del  RAGE  es  que  hay  una  co‐

localización  de  ligandos  y  receptor  en  los  tejidos  donde  los  ligandos  tienden  a 

acumularse. Por ejemplo, en vasos diabéticos, las células que  expresan altos niveles 

de RAGE, están frecuentemente próximas a áreas en  las que  los AGEs se acumulan 

(Schmidt  et  al.,  1999)  y una  relación  similar  se  ha  visto  en  los  vasos  afectados  de 

pacientes con enfermedad de Alzheimer, en los que el RAGE se expresa en los vasos 

en  la proximidad  a  los depósitos de  amiloide β  (Yan  et  al.,  1996). La  estimulación 

celular mediada por RAGE produce un aumento de la expresión del receptor, por lo 

que existe un feed‐back positivo por el cual la interacción receptor‐ligando aumenta la 

expresión del receptor y  la activación celular  inducida por el receptor, provoca una 

activación prolongada del receptor (Schmidt et al., 2000). En el promotor del gen del 

RAGE, existen dos elementos funcionales para NF‐κB, que pueden ser responsables 

del aumento de  la expresión del RAGE observada en sitios donde se acumulan  los 

ligandos (Li et al., 1997; Tanaka et al., 2000). 

II.4.2.‐ Señalización celular inducida por RAGE 

Las  cascadas  de  señalización  activadas  por  la  interacción  RAGE‐ligando 

incluye  rutas como: p21ras, ERK 1/2 MAP kinasas, p38 y SAPK/JNK MAP kinasas, 

Rho GTPasas (cdc42 y Rac), fosfoinositol 3 kinasa, y la ruta JAK/STAT (Lander et al., 

1997; Deora et al., 1998; Huttunen et al., 1999; Huang et al., 1999; Taguchi et al., 2000; 

Huang et al., 2001; Yeh et al., 2001; Xu et al., 2003). Esto  tiene como consecuencia  la 

activación del  factor de  transcripción NF‐κB  (Huttunen  et  al.,  1999; Bierhaus  et  al., 
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2001; Bierhaus  et  al., 2005b) y de  la proteína de unión al  elemento de  respuesta al 

cAMP (CREB) (Huttunen et al., 2002). La ruta de señalización que se activa es distinta 

dependiendo del  ligando que se une al RAGE y del estado de diferenciación de  la 

célula (Bucciarelli et al., 2002). 

La  unión  de  los  ligandos  al RAGE  desencadena  la  generación  de  especies 

reactivas  de  oxígeno  (Yan  et  al.,  1994),  al menos  en  parte  por  la  activación  de  la 

NADPH oxidasa (Wautier et al., 2001). Más recientemente, se ha visto que la cadena 

de  transporte mitocondrial  también  está  implicada  en  la  producción  de  radicales 

libres mediada por AGEs (Basta et al., 2005). 

El  dominio  citosólico  del  RAGE  es  crítico  para  la  transducción  de  señales 

mediada  por  RAGE  y  la modulación  de  la  expresión  de  genes  y  fenotipo  celular 

(Huttunen et al., 1999). Estudios  in vitro e  in vivo han  indicado que  la delección del 

dominio  citosólico del RAGE  (DN‐RAGE)  elimina  la  señalización mediada por  los 

ligandos y su función, incluso en presencia del RAGE (Hofmann et al., 1999; Taguchi 

et  al.,  2000).  No  se  conoce  exactamente  la molécula  que  se  une  al  RAGE  y  que 

desencadena la cascada de señalización. Se ha realizado un estudio in vitro utilizando 

mutantes del RAGE humano con varias delecciones en el extremo carboxilo, que han 

identificado  la  región citoplasmática del RAGE como un sitio de unión a ERK, por 

tanto  sugiriendo  que  la  señalización  ocurre  por  la  interacción  directa  RAGE‐ERK 

(Ishihara et al., 2003). 
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Figura  II.3.‐ Mecanismo  de  transducción  de  señal  dependiente  de RAGE  (Stern  et  al., 

2002b). 

II.5.‐ INTERACCIÓN RAGE‐LIGANDOS. PATOLOGÍAS ASOCIADAS 

  Para determinar si el RAGE tiene un papel central en la perturbación celular 

inducida por sus  ligandos en modelos  in vivo, ha sido necesario bloquear el RAGE 

durante  largos periodos de  tiempo. Se han preparado  formas  truncadas del RAGE, 

RAGE soluble (sRAGE), compuesto sólo por el dominio extracelular (Wautier et al., 

1996). En presencia de exceso de sRAGE, los ligandos se unen al RAGE soluble, como 

consecuencia el receptor de la superficie celular queda “desocupado” y se disminuye 

la  activación  celular. Tanto  en humano  como  en  animales  existen bajos niveles de 

sRAGE en el plasma, generado por procesamiento proteolítico o expresión de formas 

truncadas, por  lo que  la administración de sRAGE de  la misma especie no produce 

una respuesta inmune (Schmidt et al., 2000). 
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II.5.1.‐ Interacción AGE‐RAGE. Complicaciones de la diabetes 

 Como se indicaba en el apartado II.2.2.3, como consecuencia de la interacción 

de  los AGEs con el RAGE, se desencadenan una serie de efectos que hace que esté 

implicado en la enfermedad vascular. 

II.5.1.1.‐ RAGE y enfermedad macrovascular diabética   

El primer marcador de  la enfermedad vascular diabética es un aumento de 

permeabilidad del endotelio vascular (Schmidt et al., 1999; Hudson et al., 2003). Se ha 

estudiado la implicación del RAGE en esta patología en modelos animales diabéticos, 

en  los  que  se  ha  visto  que  la  infusión  de  AGEs  produce  un  aumento  de  la 

permeabilidad  vascular.  Para    determinar  el  papel  del  RAGE  en  este  proceso,  se 

bloqueó  la  interacción  RAGE‐ligandos  utilizando  sRAGE  o  anticuerpos  frente  al 

RAGE, y se observó que se bloqueaba el  incremento de  la permeabilidad vascular. 

Además, el bloqueo del RAGE revertía la hiperpermeabilidad vascular ya establecida 

(Wautier et al., 1996). 

La  aterosclerosis  es  la  principal  complicación  de  la  diabetes,  siendo  la 

principal  causa  de  mortalidad  y  morbilidad  en  pacientes  diabéticos.  Se  ha 

demostrado  que  en  las  placas  ateroscleróticas  de  pacientes  diabéticos  hay  una 

sobreexpresión  del  RAGE,  que  co‐localiza  con marcadores  de  inflamación  (como 

metaloproteinasas de la matriz y prostaglandinas), principalmente en macrófagos, lo 

que sugiere que el RAGE podría estar implicado en la enfermedad (Cipollone et al., 

2003; Yan et al., 2004; Koyama et al., 2007). Para demostrarlo, se utilizó como modelo 

ratones sin apolipoproteína E (Apo E) que se hicieron diabéticos con estreptozotocina 

(Park  et al., 1998). Estos animales desarrollan aterosclerosis de  forma más  rápida y 

con  lesiones más complejas que  los animales no diabéticos. Además en  las  lesiones 
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ateroscleróticas de  este modelo  se  observa una  expresión  aumentada del RAGE  y 

acumulación  de  AGEs  y  de  S100/  calgranulinas  (Yan  et  al.,  2003).  Los  animales 

tratados con sRAGE manifestaron una disminución en el número y complejidad de 

las  lesiones  ateroscleróticas  de  manera  dosis  dependiente.  Estudios  posteriores 

realizados  con  ratones  sin  Apo  E  y  con  lesiones  ateroscleróticas  ya  establecidas 

demostraron que el bloqueo con sRAGE prevenía la progresión de la aterosclerosis y 

producía  una  regresión  de  la  complejidad  de  la  lesión  (Kislinger  et  al.,  2001; 

Bucciarelli et al., 2002). Además también se observó una disminución de la expresión 

de moléculas de adhesión (VCAM‐1), del factor tisular, de la proteína quimiotáctica 

de macrófagos  y de metaloproteinasas de  la matriz  (Kislinger  et  al.  2001). A nivel 

celular, la administración de sRAGE bloqueó la proliferación y migración de células 

de músculo liso y de fagocitos mononucleares. 

Se  han  observado  resultados  similares  en  otros  modelos  animales  con 

resistencia a insulina (ratones db/db) (Wendt et al., 2000) y en modelos animales sin 

receptor de LDL (Lee et al. 1997). 

Es importante destacar que los efectos beneficiosos del bloqueo del RAGE se 

producen sin cambios en los niveles de lípidos y glucosa en sangre (Park et al., 1998), 

aunque  sí  que  se  observa  una  importante  disminución  de  AGEs  y  de  S100/ 

calgranulinas en los vasos y en los tejidos, que puede deberse a una menor formación 

de AGEs  y/o  un mayor  aclaramiento  (Schmidt  et  al.,  1999  y  2000).  La  formación 

disminuida de AGEs puede ser debida a  la supresión del estrés oxidativo mediado 

por  RAGE  en  la  pared  de  los  vasos.  Los  AGEs  si  son  detectados  en  el  plasma 

complejados con sRAGE, pero estos complejos se degradan rápidamente (Schmidt et 

al., 2001).   
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El papel del RAGE en la progresión de la aterosclerosis es independiente de 

la  diabetes,  ya  que  la  administración  de  sRAGE  también  disminuye  las  lesiones 

ateroscleróticas en ratones no diabéticos  (Bucciarelli et al., 2002; Yan et al., 2004).  

Los efectos del bloqueo del RAGE en la proliferación y migración de células 

de músculo liso de la pared arterial, hizo que se estudiara el efecto del RAGE en otra 

enfermedad  macrovascular  típica  de  la  diabetes,  la  restenosis  inducida  por 

angioplastia,  donde  la  expansión  de  la  neoíntima  es  el  principal mecanismo  y  se 

caracteriza por un aumento  en  la migración y proliferación de  células de músculo 

liso vascular y producción de matriz  extracelular  (Yan  et  al.,  2004). En un modelo 

experimental en  ratas, se ha visto un aumento de  la expresión del RAGE, y que  la 

administración de sRAGE reduce la proliferación de células de músculo liso (Zhou et 

al.,  2003).  En  modelos  de  ratones  no  diabéticos,  después  de  la  angioplastia,  se 

produce  un  aumento  de  la  expresión  del  RAGE  y  también  se  acumulan AGEs  y 

S100/calgranulinas.  La  administración  de  sRAGE,  suprime  la  expansión  de  la 

neoíntima de una manera dosis dependiente (Sakaguchi et al., 2003). Además, estos 

autores, estudiaron  la patología en ratones modificados genéticamente para que no 

expresaran RAGE  (RAGE  knockout) y  en  ratones  transgénicos que  expresaban DN‐

RAGE (el RAGE sin el dominio citosólico) selectivamente en células de músculo liso. 

Estos ratones eran resistentes a la expansión de la neoíntima después de la lesión en 

la  arteria  femoral,  indicando  que  tanto  el  RAGE,  como  la  señalización  celular 

mediada por RAGE son importantes. La fosforilación de JAK 2 y STAT 3 es la vía de 

señalización implicada en este proceso (Sakaguchi et al., 2003). 

II.5.1.2.‐ RAGE y enfermedad microvascular diabética 

Aparte  de  la  enfermedad macrovascular,  la  enfermedad  vascular  diabética 

también afecta a la microvasculatura de los ojos, riñones y nervios periféricos. La más 
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importante es la enfermedad renal, que aunque ocurre con menos frecuencia que la 

retinopatía, es la que tiene un mayor porcentaje de mortalidad (Hudson & Schmidt, 

2004).  La  colocalización  de  los  AGEs  y  RAGE  en  sitios  de  enfermedad  vascular 

diabética,  sugiere  que  la  interacción  receptor‐ligando  puede  representar  un 

mecanismo importante en la génesis de estas complicaciones de la diabetes (Soulis et 

al., 1997). 

La nefropatía diabética se caracteriza por hipertrofia glomerular, aumento de 

albuminuria y expansión mesangial. El principal lugar de expresión del RAGE en el 

riñón diabético es en  los podocitos del glomérulo, acompañado por un acúmulo de 

los ligandos (Tanji et al., 2000). El VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) 

es  un  factor  implicado  en  la  glomeruloesclerosis  diabética,  mediante  dos 

mecanismos, la hiperpermeabilidad y la atracción de células inflamatorias; además se 

ha demostrado que los AGEs aumentan la expresión de VEGF. Para probar el papel 

del RAGE en  la activación de  los podocitos,  se han utilizado modelos de animales 

con  resistencia a  insulina  (ratones db/db). La administración de  sRAGE en  ratones 

db/db  bloquea  la  expresión  de  VEGF,  produce  una  disminución  del  número  de 

células  inflamatorias  en  el  glomérulo,  y  del  RNA  de  TGF‐β,  lo  que  produce  una 

disminución  de  la  expansión  mesangial,  de  la  albuminuria  y  un  aumento  del 

aclaramiento de  creatinina  (Wend  et  al.,  2003b).  Se han  extendido  estos  estudios  a 

ratones que no expresan RAGE (RAGE knockout), en los que se suprime la expansión 

de  la matriz mesangial  y  la  albuminuria. Yamamoto  et  al.  (2001) desarrollaron un 

modelo de ratones diabéticos que sobreexpresan RAGE en el endotelio vascular, en 

los que la enfermedad renal está significativamente aumentada. 

Cambios similares se han observado en  la neuropatía diabética. Los ratones 

que  sobreexpresan  RAGE mostraron  un  incremento  de  déficit  funcionales  y  una 
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disminución  en  la  velocidad de  conducción del nervio motor. Por  el  contrario,  en 

experimentos  con  ratones  sin  RAGE  se  ha  observado  que  estaban  parcialmente 

protegidos de la pérdida de función inducida por la diabetes (Bierhaus et al., 2005). 

  La  retinopatía  diabética  es  una  enfermedad  de  los  vasos  sanguíneos 

intrarretinales provocada por la hiperglicemia y caracterizada por un aumento de la 

permeabilidad  a  la  albúmina  y  otras macromoléculas,  una  pérdida  progresiva  de 

pericitos retinales y de células endoteliales y engrosamiento de  la membrana basal, 

que conduce a un cierre de  los capilares e  isquemia de  la  retina. Diversos estudios 

han localizado AGEs en los vasos de la retina de pacientes diabéticos (Stitt et al., 1997; 

Hames et al., 1998; Stitt, 2003), y aunque el papel que pueden tener en la retinopatía 

diabética no  está  bien definido  (Hammes  et  al.,  1998),  el  aumento de  los AGEs  es 

paralelo a la severidad de la retinopatía. Se ha observado en ratas que inhibidores de 

los  AGEs,  como  anticuerpos  anti‐albúmina  glicada  (Clements  et  al.,  1998)  o 

aminoguanidina,  pueden  prevenir  o  retardar  el  desarrollo  de  lesiones  vasculares 

características de la diabetes (Hammes et al., 1998). Así, la aminoguanidina reduce la 

pérdida de pericitos  en un  80%,  el desarrollo de  aneurismas y  la proliferación del 

endotelio (Chibber et al., 1997). 

Por último, una característica común a la retinopatía y nefropatía diabética es 

la  neovascularización  (crecimiento  de  células  endoteliales microvasculares)  que  es 

inducida  por  agentes  angiogénicos  como  el  factor  de  crecimiento  del  endotelio 

vascular  (VEGF),  angiogenina  y  el  factor  de  crecimiento  básico  de  fibroblastos 

(bFGF). Urata  et  al.  (2002) han demostrado que  los AGEs  inducen  la  expresión de 

VEGF y angiogenina en cultivos celulares de macrófagos. La inducción de VEGF está 

mediada por  el  factor de  transcripción AP1  y  se  encuentra  acelerada por  especies 

reactivas de oxígeno. Al mismo tiempo, los AGEs estimulan la neovascularización al 
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inhibir  la producción de prostaciclina PGI2 y aumentar  la síntesis del  inhibidor del 

activador del plasminógeno‐1 (Yamagishi et al., 1998). 

II.5.1.3.‐ RAGE y otras complicaciones de la diabetes 

La  lenta cicatrización de heridas es una de  las complicaciones que aparecen 

en la diabetes a largo plazo, además es importante, porque en la mayoría de los casos 

puede  llevar  a  la  amputación  de miembros  (Bucciarelli  et  al.,  2002; Hudson  et  al., 

2003). Para estudiar la implicación del RAGE, se administró sRAGE a ratones db/db 

en los que se había provocado una herida por escisión y se comprobó que en ratones 

tratados se aceleraba la cicatrización (Goova et al., 2001). Se cree que en diabéticos la 

fase inflamatoria de la cicatrización de heridas persiste durante un largo periodo de 

tiempo y que el bloqueo del RAGE limitaría la respuesta inflamatoria. 

La  diabetes  está  también  asociada  con  un  incremento  en  la  prevalencia, 

severidad y progresión de enfermedad periodontal. Para estudiar el papel del RAGE 

en  la  patogénesis  de  la  enfermedad  periodontal,  se  usó  un  modelo  de  ratones 

infectados con el patógeno causante de la infección. El bloqueo del RAGE con sRAGE 

disminuyó la pérdida de hueso alveolar (Lalla et al. 2000).  

II.5.2.‐Interacción de fibras en hoja plegada β‐RAGE 

En  desórdenes  asociados  con  amiloidosis,  se  han  encontrado  fibras  de 

amiloide en la pared de los vasos, especialmente en la matriz extracelular próxima al 

endotelio y en células de músculo liso (Stern et al., 2002b).  

La expresión del RAGE está  incrementada en pacientes con enfermedad de 

Alzheimer,  especialmente  en  neuronas  y  microglia  (Lue  et  al.,  2001).  El  RAGE 

interacciona con preparaciones de péptido amiloide β (Aβ) fibrilar y soluble (Yan et 
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al., 1996, Stern et al., 2002a), posteriormente se demostró que en realidad el RAGE se 

une a las estructuras fibrilares (Yan et al., 2000). La unión amiloide‐RAGE activa los 

mismos mecanismos  de  transducción  de  señales  que  otros  ligandos  del  receptor 

(activación  de  MAPKs  y  de  NF‐κB).  Las  consecuencias  de  esta  interacción  son 

bastante diferentes en neuronas y en microglia, en  células neuronales  resulta en el 

desencadenamiento de apoptosis mientras que en células de  la microglia causa una 

activación  sostenida  con  expresión  de  citoquinas  proinflamatorias  (Stern  et  al., 

2002b).  

La  contribución  del  RAGE  a  la  perturbación  celular  observada  en  un 

ambiente  rico  en  amiloide  fue  demostrado  utilizando  un modelo  de  amiloidosis 

sistémica (Yan et al., 2000). La deposición de amiloide A en el bazo fue inducida por 

administración de nitrato de plata y  factor estimulante de amiloide. Se observó un 

aumento  de  la  expresión  del  RAGE  en  el  bazo,  principalmente  en  fagocitos 

mononucleares.  El  bloqueo  del  RAGE  con  sRAGE  o  con  anticuerpos  anti‐RAGE 

disminuyó  el acúmulo de amiloide  en  el bazo y  la  expresión de mediadores de  la 

inflamación como IL 6 y el factor estimulante de colonias de macrófagos. Estos datos 

sugieren un papel del RAGE en la acumulación de amiloide y en la activación celular 

en este modelo de amiloidosis sistémica (Schmidt et al., 2000; Bucciarelli et al., 2002). 

II.5.3.‐ Interacción S100/calgranulinas‐RAGE.  

Las  S100/calgranulinas  constituyen  una  familia  de  proteínas  de más  de  15 

miembros que contienen dos dominios de mano EF unidos por un péptido que  las 

conecta (Donato 2001). Estas moléculas se expresan en células inflamatorias y dentro 

de  la célula, están  implicadas en  la unión de calcio,  fagocitosis y motilidad celular 

(Donato,  2001).  Son  liberadas  al  espacio  extracelular,  donde  tienen  propiedades 

parecidas  a  las  citoquinas  proinflamatorias.  Se  acumulan  en  sitios  de  inflamación 
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crónica  como  la  fibrosis  quística,  enfermedad  inflamatoria  intestinal  y  artritis 

reumatoide (Wautier & Guillauseau, 2001).  

Estudios  realizados por Hofmann  et  al.  (1999), demostraron  que  en  células 

endoteliales se produce una expresión de VCAM‐1 y de factor tisular dependiente de 

RAGE después de la exposición a S100A12. La interacción S100A12‐RAGE da lugar a 

quimiotaxis y expresión del factor tisular en fagocitos mononucleares y en linfocitos 

se  produce  expresión  de  IL‐2  y  un  aumento  de  su  proliferación.  Estos  hechos 

sugieren un efecto proinflamatorio de la interacción S100A12‐RAGE (Stern et al. 2002 

a y b). 

Estos  efectos  se  probaron  in  vivo  utilizando  diferentes  modelos  de 

inflamación.  Así,  en  el  modelo  de  hipersensibilidad  reducida  (“delayed‐type 

hipersensitivity”),  un modelo  de  inflamación  clásica,  se  sensibilizaron  ratones  con 

BSA  metilado  lo  que  condujo  a  infiltración  del  tejido  con  células  inflamatorias, 

activación de NF‐κB y expresión de citoquinas proinflamatorias. La contribución de 

la  interacción S100/calgranulinas‐RAGE en  la patogénesis de  la  inflamación en este 

modelo  se  comprobó  ya  que  la  administración  de  sRAGE  y  anticuerpos  frente  al 

RAGE o frente a S100A12 provocó una fuerte inhibición de la respuesta inflamatoria 

(Hofmann et al., 1999). En modelos de colitis crónica en ratones sin IL‐10, de artritis 

inducida por colágeno y de encefalitis autoinmune se ha observado una supresión de 

la  respuesta  inflamatoria  por  bloqueo  de  la  interacción  S100/calgranulinas‐RAGE 

(Schmidt et al, 2001). 

En  todos  estos  procesos  la  interacción  S100‐RAGE  no  es  la  causa  de  los 

desórdenes inflamatorios, sino que una vez que las células inflamatorias están en el 

lugar  de  la  inflamación,  éstas  liberan  S100/calgranulinas  que  se  unen  al  RAGE  y 
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perpetúan  la activación celular aumentando  la probabilidad de enfermedad crónica 

(Bucciarelli et al., 2002).  

II.5.4.‐ Interacción Anfoterina‐RAGE.  

La  anfoterina  es  una  proteína  cromosómica  de  unión  al  DNA  no  histona 

(Hori et al., 1995). Su papel en la estructura/regulación de genes no se conoce, aunque 

al existir también extracelularmente y en la superficie de las células, puede tener un 

papel en el desarrollo neuronal y en la biología tumoral (Rauvala et al., 1988; Stern et 

al., 2002b). 

Estudios in vitro han mostrado que la anfoterina promueve el crecimiento de 

la  neurita,  y  que  durante  el  desarrollo  del  sistema  nervioso  central  el  RAGE  y 

anfoterina presentan un patrón de expresión espacial y temporal similar (Hori et al., 

1995; Bucciarelli et al., 2002). En el promotor del RAGE existen elementos de unión de 

Sp 1 que podrían mediar el efecto de la anfoterina en aumentar la expresión neuronal 

del RAGE (Li  et al., 1998).  

Los efectos de la anfoterina en el crecimiento de la neurita son mediados por 

el RAGE ya que el bloqueo del RAGE, usando sRAGE o anticuerpos frente al RAGE 

suprimen este efecto (Hori et al., 1995). Además se ha demostrado que la unión de la 

anfoterina  al  RAGE  desencadena  la  activación  de  proteínas  pertenecientes  a  la 

familia Rho GTPasas (Cdc 42 y Rac) implicadas en la reorganización del citoesqueleto 

durante el movimiento celular (Huttunen et al., 1999).  

   La expresión de la anfoterina (Parkkinen et al., 1993) y del RAGE (Taguchi et 

al., 2000) también está aumentada en tumores. Debido al efecto de la anfoterina y el 

RAGE en el crecimiento de la neurita, se pensó que la interacción anfoterina‐RAGE, 
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podría  estar  relacionada  con  la migración y/o  invasión del  tumor. Para estudiar  la 

relevancia  del  RAGE  en  la migración  de  células  tumorales  se  han  utilizado  dos 

modelos experimentales de tumor: glioma C6 como modelo de tumor de crecimiento 

local y el carcinoma de pulmón de Lewis como un modelo de  tumor  formador de 

metástasis.  

Se  generaron  tumores  en  ratones  inmunocomprometidos  por  inyección  de 

células  de  glioma  C6,  y  se  comprobó  que  el  tamaño  del  tumor  disminuía 

significativamente  por  la  administración  de  sRAGE  o  anticuerpos  frente  al RAGE 

(Taguchi et al., 2000). Para confirmar el papel del RAGE en el crecimiento del tumor 

se realizó un experimento similar pero utilizando células de glioma C6 transfectadas 

de forma estable con el RAGE, con sRAGE (el extremo extracelular del RAGE) o con 

DN‐RAGE  (una  forma  truncada  del  RAGE  que  carece  del  dominio  citosólico).  Se 

observó una  importante diferencia  en  los  tumores procedentes de  cada uno de  los 

clones. Así,  los  tumores procedentes de  las  células  que  sobrexpreesaban  el RAGE 

eran mucho más grandes y más invasivos. En paralelo con el volumen e invasividad 

del tumor, los niveles de MMPs (metaloproteinasas de matriz) también eran mucho 

menores en las células donde el RAGE estaba bloqueado (Taguchi et al., 2000). 

También se ha observado el efecto del bloqueo del RAGE en la metástasis del 

tumor en el carcinoma de pulmón de Lewis, y se ha visto que  la administración de 

sRAGE cuando se elimina el tumor primario, produce una reducción significativa en 

el número de metástasis en la superficie del pulmón (Taguchi et al., 2000). 

El principal efecto del RAGE  se produce en  la migración  e  invasividad del 

tumor, más que en la apoptosis o proliferación, aunque el bloqueo del RAGE también 

puede reducir el crecimiento celular. Además  los niveles de MMPs 2 y 9, que están 

relacionadas con la  invasión del tumor, están disminuidas en tumores en  los que el 
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RAGE  se  ha  bloqueado.  La  interacción  RAGE‐anfoterina  no  parece  afectar  a  la 

angiogénesis del tumor (Schmidt et al., 2001). 

Se han realizado estudios para conocer los mecanismos por el que el bloqueo 

del RAGE tiene este efecto inhibitorio en el crecimiento del tumor, y se ha visto que 

en  células  transfectadas  con  sRAGE  y  con  DN‐RAGE,  hay  una  reducción  en  la 

activación de  las MAP kinasas  (ERK 1/2, p38 y SAP/JNK), en  comparación  con  las 

células transfectadas con el RAGE completo (Taguchi et al., 2000).  

La anfoterina, también puede ser liberada de células inflamatorias, como los 

monocitos  activados,  aumentando  por  tanto  los  mecanismos  inflamatorios 

(Andersson  et  al.,  2000).  Además,  células  necróticas  también  pueden  liberar 

anfoterina,  causando  una  respuesta  inflamatoria,  por  tanto  proporcionando  una 

señal de  estimulación proinflamatoria más allá de  la desencadenada por  el  evento 

iniciador  (Scaffidi  et  al., 2002). El papel del RAGE  en  los mecanismos  relacionados 

con la respuesta inflamatoria no está directamente demostrado (Hudson et al., 2003). 

 

II.6.‐ VARIABILIDAD GENÉTICA DEL RAGE 

En rata, nuestro grupo de  investigación ha descrito que el receptor presenta 

un alto grado de variabilidad. Se ha descrito la existencia de dos isoformas generadas 

por  splicing  alternativo  del  exón  9,  que  pueden  tener  diferente  afinidad  y/o 

especificidad por los ligandos (Girón et al., 1998). Más recientemente, hemos descrito 

que el gen del RAGE de rata presenta dos señales de poliadenilación funcionales, que 

hace  que  se  generen  dos  isoformas  que  difieren  en  la  región  3’  no  traducida  del 

mRNA  del  receptor.  El  uso  de  la  segunda  señal  de  poliadenilación  genera  una 
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isoforma del mRNA que contiene una  secuencia ARE  (secuencia  rica en adenina y 

uracilo) que actúa disminuyendo la estabilidad del mRNA (Caballero et al., 2004).  

En humanos,  también  se ha descrito un  alto  grado de variabilidad para  el 

receptor del RAGE. Existen diferentes  isoformas generadas por  splicing alternativo, 

algunas de  ellas  son  formas  solubles del  receptor, que mantienen  la  capacidad de 

unir ligandos pero que carecen de la región transmembrana y por tanto, han perdido 

la capacidad de generar respuestas intracelulares.  

La  primera  isoforma  generada  por  splicing  alternativo  fue  descrita  por 

Malherbe  et  al.,  en  1999.  En  esta  isoforma  denominada  hRAGEsec,  se  pierde  el 

principio del exón 3, se mantiene parte del intrón 7 y se pierde el exón 8, lo que hace 

que se pierda el dominio transmembrana y se produzca un cambio en el dominio C‐

terminal. Esta isoforma es secretada al espacio extracelular pero es muy inestable y es 

parcialmente degradada (Malherbe et al., 1999).  

Posteriormente, Yonekura et al. (2003), describieron dos nuevas isoformas del 

RAGE en células endoteliales y pericitos, una isoforma truncada en el extremo amino 

y otra en el extremo carboxilo. La isoforma truncada en el extremo amino, se genera 

por  la  presencia  de  un  codón  de  parada  en  fase  de  lectura  en  el  intrón  1,  como 

consecuencia  se pierden  los  exones  1  y  2  y  la metionina presente  en  el  exón  3  se 

utiliza como  inicio de  la proteína. Esta proteína, al carecer del dominio variable, no 

tiene  la capacidad de unir  ligandos. Esta  isoforma del RAGE, parece que  tiene una 

función importante en la regulación de la angiogénesis, al menos en parte por regular 

la migración  de  células  endoteliales,  que  puede  ser  independiente  de  la  ruta  de 

señalización de AGEs. La  isoforma  truncada en el extremo carboxilo contiene parte 

del intrón 9 y pierde el exón 10, que codifica para el dominio transmembrana. En el  

intrón 9 se genera una señal de parada en fase de lectura, lo que hace que se pierda el 



ANTECEDENTES 

63 

exón 11, por lo que la proteína generada es secretada extracelularmente y es bastante 

estable. Esta isoforma mantiene  la capacidad de unir  ligandos y además se ha visto 

que neutraliza la acción de los AGEs. Por tanto, la producción de esta isoforma por 

células  vasculares  podría  ser  fisiológicamente  relevante  ya  que  captaría  AGEs  y 

protegería a las células vasculares de la activación de los receptores de la superficie 

celular que llevaría a daño vascular (Yonekura et al., 2003). 

La abundancia de las distintas isoformas es diferente en células endoteliales y 

pericitos, esto podría ser la causa de las diferentes respuestas a los AGEs observadas 

en los distintos tipos celulares. 

 Posteriormente  se  han  descrito  tres  nuevas  isoformas  solubles  para  el 

receptor de AGEs    generadas por  splicing  alternativo  (Schlueter  et  al.,  2003). Estos 

nuevos  tránscritos  descritos  tienen  diferente  patrón  de  expresión  en  los  distintos 

tejidos estudiados, así, en los tejidos no proliferativos, como por ejemplo el pulmón, 

existe  una  mayor  cantidad  de  RAGE  en  la  membrana  que  no  compite  por  sus 

ligandos con formas solubles del receptor. 

Estudios de otros autores (Park et al., 2004) describieron otra isoforma soluble 

del RAGE humano  que  se  genera por una delección del  exón  8. Ding  et  al.,  2005, 

estudiaron  las  isoformas  del  receptor  presentes  en  cerebro  y  identificaron  6 

isoformas, las tres ya conocidas (RAGE completo, isoforma N‐truncada y la isoforma 

C‐truncada) y tres nuevas isoformas, dos de ellas solubles y una que pierde parte del 

dominio citosólico y que por tanto puede tener un patrón de transducción de señales 

diferente. La alta variabilidad del receptor en cerebro sugiere que en este tejido hay 

una  regulación  de  la  expresión  del  RAGE,  y  posiblemente  de  la  función  muy 

especializada,  vía  splicing  alternativo  (Ding  et  al.,  2005).  Este  trabajo  estudia  la 

abundancia  relativa  de  las  distintas  isoformas  en  cerebro  y  se  observa  que  en 
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cerebros procedentes de pacientes sanos predomina  la  isoforma soluble del RAGE, 

que previene el inicio de la transducción de señales mediada por RAGE.  

En  ratón,  se  ha  descrito  una  forma  soluble  del  receptor  generada  por 

proteolisis,  sugiriendo  que  en  humanos  la  producción  de  isoformas  solubles  se 

podría generar también por un mecanismo distinto al splicing (Handford et al., 2004). 

Todos  estos  estudios  parecen  indicar  que  el  papel  de  la  señalización  del 

RAGE no es mediado por la acción de único tipo de receptor, sino que es la suma de 

los  efectos derivados de  las distintas  isoformas del RAGE. Por  eso,  es  importante 

entender  la  totalidad  de  la  expresión  del  RAGE  en  los  diferentes  tejidos.  Se  ha 

sugerido que cada una de las isoformas del RAGE se expresa de una manera tejido‐

específica para cubrir  los  ligandos específicos y endógenos a cada  tejido  individual 

(Ding et al., 2005 b). Además, los niveles de expresión de las diferentes variantes del 

RAGE  también pueden variar  entre personas,  esta diversidad puede  ser un  factor 

que  dote  a  los  diferentes  individuos  de  diferente  susceptibilidad  o  resistencia  al 

desarrollo de las complicaciones vasculares diabéticas (Yonekura et al., 2003). 

Estudios  epidemiológicos  en  pacientes  con  enfermedad  vascular  diabética, 

han  sugerido  un  fuerte  componente  genético  en  estas  enfermedades.  El  papel  del 

RAGE en la enfermedad vascular en diabetes, hace que sea un gen candidato para el 

estudio de variaciones alélicas y su papel en la patogénesis mediada por RAGE (The 

Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1997; Hudson y Schmidt 

2004). El gen del RAGE está localizado en el cromosoma 6, en el complejo mayor de 

histocompatibilidad,  una  región  del  genoma  que  contiene  muchos  genes 

inflamatorios,  además  es  la  región más  densa  de  genes  del  genoma,  con muchos 

genes solapados (Sugaya et al., 1994).  
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Se  han  estudiado  varios  polimorfismos  en  el  gen  del  RAGE,  en  la  región 

codificante  y en las regiones reguladoras que pueden afectar a la función y expresión 

del RAGE. Los  estudios  se han  centrado  en un polimorfismo  común  en  el  exón  3 

Gly82Ser, que se encuentra en el dominio de unión a ligandos. La importancia de este 

polimorfismo se ha estudiado en   células CHO  transfectadas con  las dos  isoformas 

(con  glicina  o  con  serina  en  la  posición  82)  y  en macrófagos  aislados  de  sujetos 

humanos que portan  las dos  isoformas. En estas células se observó que  la  isoforma 

con  serina  tenía  una  mayor  afinidad  por  S100/calgranulinas  y  que  cuando  era 

activado  por  el  ligando  se  producía  un  aumento  de  la  activación  de  proteínas 

proinflamatorias,  TNF‐α,  IL‐6  y  metaloproteinasas  de  la  matriz  (Hofmann  et  al., 

2002). Estos resultados sugirieron la posibilidad de que el alelo Ser82 podría tener un 

papel importante en el componente inflamatorio de la enfermedad vascular, por eso 

se realizaron varios estudios para evaluar la prevalencia de este polimorfismo en la 

enfermedad  vascular  en  sujetos  diabéticos  y  no  diabéticos,  pero  no  encontraron 

diferencias en la frecuencia de alelos en sujetos con o sin enfermedad macrovascular 

o microvascular (Hudson et al., 1998). Si se ha observado un aumento del alelo Ser82 

en sujetos diabéticos con dermatosis microvascular  (Kankova  et al., 2001), psoriasis 

(Kankova et al., 1999)  y en sujetos con artritis reumatoide (Hofmann et al., 2002). 

También  se  han  estudiado  polimorfismos  presentes  en  las  regiones 

reguladoras del  receptor. Se han  identificado varios  sitios de  regulación positiva y 

negativa en  la  región 5’ del  receptor  (desde  ‐1700 a +1 pares de bases). Un primer 

estudio  identificó  un  posible  polimorfismo  en  la  posición  ‐1152  del  promotor  del 

RAGE  (‐1159  C/A),  que  estaba  relacionado  con  la  nefropatía  en  pacientes  con 

diabetes tipo 1 (Poirier et al., 2001). Estudios posteriores demostraron que en realidad 

no se trataba de un polimorfismo del gen del RAGE sino una diferencia de la región 



ANTECEDENTES 

66 

3’ no traducida del gen PBX localizado en el cromosoma 6, junto al gen del RAGE y 

su pseudogen, presente en el cromosoma 3 (Hudson et al., 2001b). 

Los polimorfismos más comunes de la región promotora del RAGE son tres:  

‐374 T/A, ‐429 T/C y una delección de 63 pares de bases entre la posición ‐407 y ‐345. 

En estudios con genes reporteros, todos los alelos menos frecuentes (‐374 A, ‐429 C y 

la delección de 63 pares de bases) mostraron un aumento de la expresión del receptor 

con respecto a la forma “normal”. En estudios de retardo en gel, se observó que en el 

alelo  ‐374 A  se  producía  una  pérdida  de  la  unión  de  proteínas  a  esta  región  del 

promotor,  lo que sugiere que este polimorfismo afecta a  la unión de una molécula 

represora y por lo tanto se produce un aumento en la expresión del gen (Hudson et 

al., 2001). Estudios en la prevalencia de estos polimorfismos en sujetos diabéticos, no 

han encontrado diferencias en la frecuencia de expresión de estos alelos en pacientes 

con o sin enfermedad macrovascular. Sin embargo, si que se observó una asociación 

significativa entre el polimorfismo  ‐429 T/C y  la retinopatía, en sujetos con diabetes 

tipo 2 con retinopatía se observa una prevalencia más alta del alelo C con respecto a 

los pacientes sin retinopatía. En el polimorfismo ‐374 T/A no se observan diferencias 

significativas entre los grupos, pero si existe una tendencia de incremento del alelo A 

en pacientes diabéticos con retinopatía (Hudson et al., 2001).  

En  estudios posteriores,  realizados  en  diabéticos  tipo  1  se  ha  visto  que  en 

pacientes con un pobre control metabólico, el alelo  ‐374 A  tenía un efecto protector 

para  la  enfermedad  cardiovascular  y  para  la  nefropatía  diabética  (albuminuria) 

(Pettersson‐Fernholm  et al., 2003). Finalmente, se ha hecho un estudio que muestra 

una asociación del polimorfismo ‐374 T/A con la nefropatía diabética y la retinopatía 

en pacientes con diabetes tipo 1. Según este estudio el alelo A es un factor de riesgo 

para  la  nefropatía  diabética,  una  asociación  que  es  independiente  del  control 
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metabólico, de  la presión  sanguínea y de otros  factores de  riesgo  (Lindholm  et  al., 

2006). 

 

II.7.‐ PROTEÍNA FLUORESCENTE VERDE. APLICACIONES 

Las  proteínas  fluorescentes  verdes  (GFP)  son  encontradas  en  numerosos 

organismos, sin embargo la mayoría de los estudios utilizan la GFP procedente de la 

medusa Aequorea aequorea, comúnmente conocida como Aequorea victoria y Aequorea 

forskalea. En los últimos quince años, la proteína fluorescente verde ha pasado de ser 

una  proteína  prácticamente  desconocida  a  ser  una  herramienta  comúnmente 

utilizada en biología molecular, medicina y biología molecular (Zimmer, 2002). 

 

 

 

 

 

 

Figura  II.4.‐ Estructura  de  la  proteína  fluorescente  verde.  Se muestra un modelo de 
cintas. Se destaca la presencia del grupo cromóforo generado por la interacción de 
cadenas laterales de aminoácidos de la proteína. 
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La fluorescencia de la GFP ha sido utilizada para investigar un amplio rango 

de  propiedades  y  comportamientos.  Las  principales  razones  de  su  uso  son:  su 

elevada  estabilidad;  que  el  cromóforo  de  la  GFP  es  producido  a  través  de  una 

ciclación  interna  autocatalítica  postransduccional  que  no  requiere  cofactores  o 

sustratos; que  la  fusión de  la GFP a una proteína, raramente afecta a  la actividad o 

movilidad de  la proteína, y que en  la mayoría de  los casos no es  tóxica. La GFP es 

resistente al calor, al pH alcalino, a sales orgánicas y a la mayoría de las proteasas. Se 

han creado mutantes con codones optimizados para mamíferos, plantas, levaduras y 

hongos (Zimmer, 2002).  

Hay que señalar que algunas mutaciones en la secuencia de la GFP conducen 

a  un  incremento  en  el  rendimiento  de  la misma.  La mutación  de  este  tipo mejor 

caracterizada es la EGFP (Enhancer Green Fluorescent Protein). También, mutaciones 

puntuales  en  la  secuencia  de  la  GFP  pueden  conducir  a  una  modificación  del 

espectro de emisión y excitación de la proteína dando lugar a variantes rojas, cian y 

amarillas de la GFP (Zimmer, 2002). 

Algunas  de  las  limitaciones  de  la  GFP  son  la  baja  formación 

postransduccional del  cromóforo,  el  requerimiento de oxígeno y  la dificultad para 

distinguir  la  GFP  de  la  fluorescencia  de  fondo  cuando  la  GFP  no  se  expresa  en 

cantidades elevadas o no se localiza en altas concentraciones locales. 

Las  aplicaciones  biológicas  de  la  GFP  pueden  ser  divididas  en  uso  como 

marcador  y  en  uso  como  indicador.  En  las  aplicaciones  como  marcador,  la 

fluorescencia de  la GFP refleja  los niveles de  la expresión de genes o  localizaciones 

subcelulares de dominios de proteínas o proteínas que  se han  fusionado a  la GFP. 

Como  un  indicador,  la  fluorescencia  de  la  GFP  puede  ser  modificada 



ANTECEDENTES 

69 

postransduccionalmente  por  su  ambiente  químico  y  en  interacciones  proteína‐

proteína (Tsien, 1998).  

La primera  aplicación propuesta para  la GFP  fue  como gen  reportero para 

detectar la expresión de genes in vivo (Tsien, 1998; Zimmer, 2002; March et al., 2003). 

La expresión de  la GFP puede ser monitorizada usando un gen de  la GFP que está 

bajo el control de un promotor de  interés, y medir  la  fluorescencia de  la GFP, que 

indica directamente el nivel de expresión del gen en células vivas o en  tejidos. Sin 

embargo, la GFP necesita promotores muy fuertes para producir suficiente expresión 

y  ser detectada,  especialmente  en  células de mamífero. La mayoría de  los  trabajos 

publicados utilizan promotores constitutivos de virus como el de citomegalovirus o 

fuertes reguladores externos (Tsien, 1998; Zimmer, 2002). 

La GFP también ha sido muy utilizada como gen reportero, especialmente en 

imagen  espacial  de  la  expresión  de  genes  en  células  vivas,  sin  embargo,  su  baja 

sensibilidad, debido al hecho de que no hay amplificación de señal ya que cada GFP 

tiene sólo un cromóforo, ha limitado este uso de la GFP (Tsien, 1998; Zimmer, 2002). 

La  aplicación  de  la  GFP  más  común  y  con  mejores  resultados  ha  sido 

fusionarla  a proteínas para monitorizar  su  localización  y destino. La GFP  es  ideal 

como marcador fluorescente de proteínas de fusión porque no requiere la presencia 

de cofactores o sustratos, el cromóforo es producido  in vivo, y en  la mayoría de  los 

casos  la  quimera  resultante  no  afecta  a  la  localización  o  actividad  de  la  proteína 

marcada. El gen que codifica a  la GFP se  fusiona en  fase de  lectura con el gen que 

codifica  la  proteína  endógena,  la  quimera  resultante  se  expresa  en  la  célula  u 

organismo de interés, y puede ser utilizada para visualizar eventos celulares y para 

monitorizar  la  localización  celular.  El  resultado  es  una  proteína  de  fusión  que 
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mantiene  las  funciones  y  la  localización  de  la  proteína  inicial,  pero  que  es 

fluorescente (Tsien, 1998; Zimmer, 2002).  

La GFP  ha sido utilizada con éxito para marcar los principales orgánulos de 

la  célula,  incluyendo membrana plasmática, aparato de Golgi, vesículas  secretoras, 

mitocondrias, peroxisomas, vacuolas y  fagosomas. Además,  las proteínas de  fusión 

con GFP  han  sido  usadas  en  la mayoría  de  organismos,  desde  virus  a  células  de 

mamíferos. La mayoría de quimeras de GFP han sido creadas fusionando la proteína 

de interés en el extremo amino o carboxilo de la GFP (Tsien, 1998). 

Otra  aplicación  de  la  GFP  es  en  el  estudio  de  las  interacciones  proteína‐

proteína. Así, la GFP se ha utilizado en experimentos de FRET (Fluorescence Resonance 

Energy  Transfer)  que  consiste  en  un  intercambio  de  energía  desde  un  fluoróforo 

donador excitado a un fluoróforo aceptor que está a 10‐100 Å del donador (Zimmer, 

2002; March et al., 2003). Para que se produzca el FRET, el espectro de emisión del 

donador tiene que solaparse con el espectro de excitación del aceptor. Los espectros 

de emisión y de excitación de las distintas variantes de las proteínas fluorescentes, se 

solapan, por  lo que son potenciales parejas para ser utilizadas en FRET. Además  la 

GFP  también ha sido usada en aplicaciones basadas en FRET con otros  fluoróforos 

distintos a proteínas fluorescentes (Roessel & Brand, 2001; Zimmer, 2002).   

Otro método para el estudio de las interacciones proteína‐proteína utilizando 

GFP, es haciendo proteínas de fusión con las dos proteínas de interés, una de ellas se 

une al extremo amino de la mitad de la GFP, la otra proteína se une a la otra mitad de 

la GFP, si se produce las interacción entre las dos proteínas las dos mitades de la GFP 

se juntan y se produce emisión de fluorescencia (Zimmer, 2002). 
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III.‐ OBJETIVOS 

  En el síndrome diabético es fundamental el acúmulo de productos avanzados 

de glicación  (AGEs). Estos productos se acumulan en  los  tejidos susceptibles en un 

proceso  de  captación  que  se  encuentra  mediado  por  el  receptor  de  AGEs.  Este 

receptor, que se sobre‐expresa durante la diabetes en los tejidos diana, es responsable 

no sólo de  internalizar  los AGEs sino de desencadenar  respuestas proliferativas en 

estos tejidos.  

  En  nuestro  grupo  de  investigación  hemos  descubierto  que  el  receptor  de 

AGEs  de  rata  tiene  una  gran  variabilidad  génica  producida  mediante  splicing 

alternativo, uso diferencial de señales de poliadenilación y probablemente el empleo 

de  dos  inicios  de  la  transcripción.  Hasta  ahora,  estos  trabajos  han  descrito  la 

existencia de esta variabilidad del receptor, pero es necesaria la determinación de las 

propiedades y funcionalidad de estas isoformas del receptor.  

  Por  tanto,  el  objetivo  general  que  persigue  esta  Tesis  Doctoral  es  la 

caracterización funcional de la variabilidad del receptor de AGEs de rata, prestando 

especial atención a  los mecanismos de  transducción de señales que desencadena el 

receptor.  Para  conseguir  este  objetivo  general  nos  hemos  planteado  los  siguientes 

objetivos específicos: 

1.‐ Obtención  de  herramientas  para  el  estudio  in  vitro  y  en  cultivos  celulares  del 

receptor  de  productos  avanzados  de  glicación  de  rata.  Pretendemos  obtener  las 

herramientas  necesarias  que  nos  permitan  la  caracterización  del  receptor  de 

productos avanzados de glicación y el estudio de  la modulación de  la transducción 

de respuestas intracelulares mediadas por el mismo. Para ello, proponemos: 
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1A.‐ La  expresión  recombinante del RAGE  o  sus dominios  en  bacterias,  la 

caracterización de las proteínas expresadas y la obtención de anticuerpos. 

1B.‐ Desarrollar un sistema de expresión en células eucariotas del RAGE que 

permita estudiar la localización subcelular, su capacidad de unión a ligandos 

y la generación de respuestas intracelulares. 

2.‐ Estudiar la funcionalidad de las diferentes isoformas del RAGE de rata. Hemos 

descrito ya la existencia de al menos dos isoformas del mRNA del receptor de AGES 

de  rata generadas mediante  splicing alternativo, y  es probable  la  existencia de otra 

isoforma generada por el uso de diferentes inicios de la transcripción. Proponemos, 

utilizando  las  herramientas  generadas  en  el  objetivo  1,  realizar  un  estudio  de  la 

funcionalidad de estas isoformas. Este objetivo se centrará en la determinación de la 

localización  subcelular,  capacidad  de  unión  a  ligandos  y  desencadenamiento  de 

señales intracelulares mediadas por cada isoforma. 

3.‐ Estudio de  los mecanismos de regulación de  la expresión del RAGE de rata.   El 

incremento  de  AGEs  circulantes  conduce  a  una  sobre‐expresión  de  su  receptor. 

Pretendemos estudiar  los mecanismos  implicados en  la regulación de su expresión. 

Por ello es relevante la caracterización del promotor del RAGE de rata, mediante el 

estudio  de  la  capacidad  de  respuesta  a  diferentes  estímulos.  Así  mismo,  hemos 

descubierto que el extremo 3´ no  traducido del mRNA del RAGE de  rata  contiene 

señales de poliadenilación alternativas y secuencias ricas en adeninas y timinas que 

pueden regular  la expresión. El estudio del papel de este extremo 3´ del mRNA en 

respuesta a diferentes estímulos también será un objetivo de esta Tesis Doctoral. 
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IV.‐ MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.1.‐ MATERIALES  

IV.1.1.‐ LÍNEAS CELULARES  

IV.1.1.1.‐ Cepas Bacterianas  

  Para  los  experimentos  de  clonación  y  de  expresión  de  proteínas  se  ha 

utilizado la cepa de Escherichia coli XL1‐Blue (Fʹ, recA1, endA1, gyrA96, thi‐1, hsdR17, 

glnV44, relA1, lac) (Bullock et al., 1987).  

Para  la  expresión de  algunas proteínas  recombinantes  se utilizó  la  cepa de 

Escherichia coli M‐15 (NalS, StrS, RifS, Thi –, Lac  –, Ara +, Gal  +, Mtl –, F –, RecA+, Uvr +, 

Lon+) (Zamenhof & Villarejo, 1972), por su menor contenido en proteasas. 

IV.1.1.2.‐ Líneas celulares de mamíferos 

Las líneas celulares eucariotas utilizadas en esta Tesis Doctoral se resumen en 

la tabla IV.1. En ella se ha incluido una breve descripción de ellas. 
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Tabla IV.1. Líneas celulares eucariotas utilizadas  

Nombre  ATCC  Descripción 
Expresión 
endógena 
de RAGE 

CHO‐k1   CCL‐61 

Chinesse Hamster Ovary  cells.  Se  trata de  una  línea 
celular  epitelial de  ovario de  hamster  (Puck  et  al., 
1958) muy  empleada por  la  facilidad de  cultivo  y 
transfección. 

‐ 

Neuro‐2A   CCL‐131 

Mouse  neuroblastoma  cell  line.  Es  una  línea  celular 
derivada  de  un  neuroblastoma  de  ratón  albino. 
Alrededor  del  30  %  de  las  células  crecen  como 
células neuronales y el 70 % son redondeadas y se 
adhieren poco a la superficie. (Olmsted et al., 1970).  

+ 

L6.C11  CRL‐1458 

Rat Skeletal Muscle Myoblast  line. Esta  línea  celular, 
tras  la  disminución  de  suero  en  el  medio  de 
crecimiento  se  diferencia  espontáneamente  a 
miotúbulos. Es un buen modelo para el estudio del 
transporte de glucosa mediado por el transportador 
GLUT4 (Tortorella & Pilch, 2002). 

+ 

NRK‐52F   CRL‐6509 

Normal  Rat  Kidney  Cells.  Es  una  línea  celular 
derivada  de  túbulos  proximales  de  riñón  de  rata, 
que  mantiene  muchas  de  las  propiedades  de  los 
mismos  (Yang  et  al. 1976). Así,  tiene  capacidad de 
producir colágeno, secretar péptido natriurético‐C y 
expresar receptores EGF (Fan et al., 1999). 

+ 

ECV‐304  CRL‐1998 

Es una  línea celular endotelial derivada de cordón 
umbilical humano, se caracteriza por  tener un alto 
potencial  de  proliferación  en  ausencia  de  factores 
de crecimiento (Takahasi et al., 1990 y 1992). 

+ 

MLE‐12    CRL‐2110 

Murine Lung Epithelial. Es una línea celular de ratón 
que  mantiene  las  características  morfológicas  y 
funcionales  de  las  células  del  epitelio  respiratorio 
distal (Wikenheiser et al., 1993). 

++ 

3T3‐L1   CCL‐92.1 

Es una línea celular de pre‐adipocitos de ratón, con 
morfología  fibroblástica.  Cuando  llegan  a 
confluencia se diferencian a adipocitos en presencia 
de diversos efectores, detectable microscópicamente 
por  la  presencia  de  gotas  lipídicas  en  el  citosol 
(Green & Meuth, 1974). 

+ 
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IV.1.2.‐ ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

Se han usado ratas Wistar hembra de 120‐150 g de peso suministradas por la 

Unidad de Animales de la Universidad de Granada para el desarrollo de un modelo 

experimental de diabetes inducida con estreptozotocina. 

Para la obtención de anticuerpos frente a los distintos fragmentos del RAGE o 

frente a proteínas reporteras se han utilizado conejos de la raza New Zealand de 2 ‐

2,5 kg de peso. 

Los  experimentos  realizados  con  animales  en  esta  Tesis  Doctoral  se 

encontraban aprobados por el Comité Ético de  la Universidad de Granada. Para el 

mantenimiento de los animales se siguieron las normas del Animal Welfare Committee. 

V.1.3.‐ MATERIAL PARA BIOLOGÍA MOLECULAR  

IV.1.3.1.‐ Vectores 

• pSTBlue‐1 (Novagen): Este vector se utilizó para la clonación de fragmentos 

de DNA obtenidos por PCR. El vector linealizado comercial posee una timina 

desapareada  adicional  en  5ʹ  que  hibrida  con  la  adenina  que  agrega  la  Taq 

polimerasa en las reacciones de amplificación, facilitando así la clonación de 

los  productos  de  PCR.  Este  vector  codifica  para  genes  de  resistencia  a 

ampicilina  y  kanamicina  lo  que  permite  la  selección  de  transformantes  y 

también, la selección azul‐blanca por α‐complementación.  
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Figura  IV.1.‐ Mapa  de  restricción  del  plásmido  pSTBlue‐1.  Se  incluyen  los  sitios de 
restricción  del  sitio múltiple  de  clonaje.  Se  indica  en  rojo  el  sitio  de  restricción 
EcoRI, en el que se incluyen las timinas necesarias para posibilitar el clonaje TA de 
productos de PCR. 

 

• pEGFP‐N3 y pEGFP‐C1 (Clontech): Estos vectores permiten  la expresión de 

fragmentos de DNA en células de mamífero fusionados  en el extremo amino 

o  carboxilo  de  la  proteína  fluorescente  verde.  Contienen  el  promotor  de 

citomegalovirus para promover  la  expresión  constitutiva de  fragmentos de 

DNA  clonados  en  células  de  mamíferos.  Además,  presenta  el  gen  de  la 

neomicina  fosfotransferasa,  un  marcador  de  selección  en  células  de 

mamíferos. Asimismo,  incluye en 3ʹ secuencias de poliadenilación de SV‐40 

para  favorecer  el  adecuado procesamiento del mRNA  que  codifica para  la 

proteína de fusión.  
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Figura  IV.2.‐  Mapas  de  restricción  de  los  plásmidos  pEGFP‐C1  y  pEGFP‐N3.  Se 
incluyen los enzimas de restricción presentes en el sitio múltiple de clonaje.  
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• pMAL‐c2X  (New  England  Biolabs):  Este  vector  permite  la  expresión  en 

bacterias  de  proteínas  fusionadas  a  la  proteína  de  unión  a maltosa  (MBP) 

(Guan  et  al., 1987). El gen de  interés es  clonado después del gen malE, que 

codifica para la MBP. Además contiene un promotor fuerte, tac, que produce 

un  alto nivel de  expresión de  la proteína de  fusión. La proteína de  interés 

puede ser separada de la MBP por proteolisis con el factor Xa. 

 

 

 

 

 

Figura IV.3.‐ Mapa de restricción del plásmido pMAL‐C2X. Se incluyen los enzimas de 
restricción del sitio múltiple de clonaje. Asimismo, se incluye la secuencia de corte 
para la proteasa Xa. 

 

• pGL3‐basic, pGL3‐control y pRL‐TK  (Promega). El vector  reportero pGL3‐

basic  permite  analizar  de  forma  cuantitativa  regiones  de  DNA  que 

potencialmente puedan  regular  la  expresión génica. Este vector  contiene  el 

sitio  múltiple  de  clonaje  delante  del  gen  de  la  luciferasa  de  luciérnaga 

(Photinus pyralis), de forma que  la expresión de  la  luciferasa estará regulada 

por  la  región promotora  clonada en el  sitio múltiple de  clonaje. Aunque  la 

familia de vectores pGL3 presentan en 3ʹ secuencias potenciadoras de SV‐40 

para favorecer la transcripción de la luciferasa, el vector pGL3‐basic carece de 
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dichas  secuencias.  El  vector  pGL3‐Control  se  ha  utilizado  como  control 

positivo  de  las  transfecciones  realizadas.  Este  vector  contiene  el  gen  de  la 

luciferasa de  luciérnaga precedido del promotor de SV40, que proporciona 

un nivel de expresión elevado.  

 

Figura IV.4.‐ Mapas de restricción de los plásmidos reporteros  pGL3‐basic, pGL3‐Control 
y pRL‐TK.  

 

Para normalizar la eficiencia de transfección de los derivados de pGL3‐basic 

se ha utilizado el vector pRL‐TK. Este vector codifica para una luciferasa de 

renilla (Renilla reniformis) bajo el control del promotor de la timidina quinasa 

del virus Herpes simplex (HSV‐TK). Este promotor produce un elevado nivel 

de  expresión  de  la  luciferasa  de  renilla,  que  se  caracteriza  por  poder  ser 

medida de una forma independiente a la luciferasa de luciérnaga. Por tanto, 

este método de normalización de  la  eficiencia permite  la utilización de un 
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sistema dual de ensayo, en el que en el mismo cultivo celular se determinan 

las actividades de ambas luciferasas de una manera secuencial y permite una 

fácil normalización de los resultados. 

 

IV.1.3.2.‐ Oligonucleótidos 

Todos  los  oligonucleótidos  utilizados  en  las  reacciones  de  PCR  han  sido 

sintetizados  por  IBA  BioTAGnology  y  suministrados  por  Proteolabs  (Parque 

Tecnológico  de  la  Salud, Granada).  En  la  Tabla  IV.2  se  indica  el  nombre  de  cada 

oligonucleótido,  su  orientación  y  secuencia.  Se muestran  subrayados  los  sitios  de 

restricción que se han incluido para el clonaje.  

Tabla IV.2. Oligonucleótidos utilizados en esta Tesis Doctoral 

Nombre  Orientación  Secuencia (5’→ 3’) 
NH2‐Green  Sentido  AGATCTGCCATGCCAACGGGGACAG 
COOH‐Green  Antisentido  GTCGACAGGTCCCCCTGCAC 
RAGE‐FO2  Sentido  GGTAGGGCATGAGGATGAGGGC 
RAGE‐RE  Antisentido  CGCCACAGGATGGCCCC 
GFP‐N  Antisentido  CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG 
GFP‐F  Sentido  GGCCCACCCTCGTGACC 
GFP‐R  Antisentido  CCGTCGTCCTTGAAGAAGATGG 
NFκB‐F  Sentido  AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 
NFκB‐R  Antisentido  GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT 
RAGE‐11  Antisentido  GCATAAGTGGCTCTCCGATCC 
RACE‐1  Antisentido  GACAATTCCGATAGCTGGAAGGA 
RACE‐2  Antisentido  TTCTAGCTTCTGGGTTGGCTTCT 

NotI‐oligo(dT)   Sentido/ 
Antisentido 

AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAAT18 

NotI  Sentido/ 
Antisentido 

AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGG 

RAGE‐NH2  Sentido  ATGCCAACGGGGACAGTAGC 
RAGE‐50  Sentido  AGATCTACGGGGACAGTAGCTAGAGCC 
RAGEHU‐FF  Sentido  AGATCTTGAGGGGCCCACAGAC 
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RAGEHU‐FR  Antisentido  ACGCGTCCAGGAAGGCCTGG 
GFP‐C  Sentido  CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 
RAGEHU‐D1  Sentido  AGATCTTGAACTGTTCTGGCCTCAG 
RAGEHU‐D2  Sentido  AGATCTTAACCCCACCTTGCCAAG 
RAGE‐100  Sentido  GAATTCAGGGAGCCCCTGCCTCCAG 
RAGEV1‐F  Sentido  GAATTCACAGCCCGGATCGGAG 
RAGEV1‐R  Antisentido  GTCGACTAGACTCGGACTCGGTAGTTGG 
RAGEHU‐FO  Sentido  CACCTTCTCCTGTAGCTTCA 
RAGEHU‐RE  Antisentido  TGCCACAAAGAATGACCCC 

 

IV.1.3.3.‐ Reactivos comerciales utilizados en técnicas de Biología Molecular 

- Ambion:  

o Northern Max Prehyb/Hyb buffer, tampón de hibridación utilizado en la 

técnica de Northern‐blot. 

- Bio‐Rad:  

o Agarosa, para la realización de electroforesis de DNA y RNA, 20X SSC. 

o Acrilamida/Bisacrilamida,  TEMED  y  persulfato  amónico  para  la 

realización de los geles de poliacrilamida.  

- GE Healthcare:  

o GFX™ Micro Plasmid Prep kit para el aislamiento de DNA plasmídico. 

o  [α‐32P] Desoxicitidina 5ʹ‐trifosfato para marcar  fragmentos de DNA.  [γ‐

32P]  Adenosina  5ʹ‐trifosfato  para  el  marcaje  radiactivo  de 

oligonucleótidos en la técnica de EMSA.  

o First‐Strand  cDNA  synthesis kit utilizado  en  la  síntesis de  cDNA  en  las 

reacciones de RT‐PCR y en la extensión de cebadores. 

o CDP‐Star,  sustrato  quimioluminiscente  de  la  fosfatasa  alcalina  para  el 

revelado de las membranas de nylon en la técnica del Southern‐blot.  
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o Endonucleasas  de  restricción,  Fosfatasa  alcalina, Taq DNA  polimerasa, 

fragmento Klenow de la DNA polimerasa I, Desoxirribonucleótidos y T4 

Polinucleótido quinasa. 

- ‐Macherey‐Nagel: 

o NucleoSpin®  Extract  II  kit  utilizado  para  eluir  fragmentos  de DNA  de 

geles de agarosa.  

- Promega:  

o Vectores pGL3‐basic, PGL3‐Control y pRL‐TK. 

o Dual Luciferase Assay kit, utilizado para ensayar  la actividad promotora 

mediante la utilización de vectores reporteros. 

- Roche Molecular Biochemicals:  

o DIG  High  Prime  Labeling  and  Detection  Starter  kit  para  el marcaje  con 

digoxigenina  de  fragmentos  de  cDNA.  Tampón  de  hibridación  para 

Southern‐blot DIG Easy Hib.  

- Schleicher & Schuell:  

o Membranas nylon Nytran Super Charge.  

- Sigma (Molecular Biology Reagents):  

o DNasa, RNAsa. Dietil‐pirocarbonato y  tiocianato de guanidinio para  la 

purificación de RNA. Sephadex G‐25 y Glass beads para  la purificación 

de sondas marcadas radiactivamente. Películas para autorradiografía.  

IV.1.4.‐ MATERIAL PARA CULTIVO DE CÉLULAS 

IV.1.4.1.‐ Medios de cultivo para bacterias 

Como medio  normal  de  crecimiento  de  bacterias  se  utilizó  el medio  Luria 

Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), cuya composición es la siguiente: 
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     Bactotriptona.......................................................... 1 %  

     Extracto de levadura........................................... 0,5 %  

     Cloruro Sódico..................................................... 0,5 % 

Para  la  preparación  del medio  sólido  se  añadió  agar  bacteriológico  a  una 

concentración final de 1,5 % (p/v). Los medios de cultivo usados para el crecimiento 

de bacterias se esterilizaron por calor húmedo en un autoclave a 121 °C y 1 atmósfera 

de presión, durante 20 minutos. 

Cuando fue necesario, los medios de cultivo se suplementaron con diferentes 

antibióticos  para  seleccionar  las  bacterias  portadoras  de  diferentes  genes  de 

resistencia  a  antibióticos.  Las  soluciones  de  antibióticos  se  prepararon  1000  veces 

concentradas;  los  antibióticos  preparados  en  agua  se  esterilizaron  por  filtración 

utilizando  filtros  de  0,22  μm  de  diámetro  de  poro  y  se  conservaron  a  ‐20  °C.  La 

concentración  final  de  los  antibióticos  en  el medio  de  cultivo  fue: Ampicilina  50 

μg/mL (en agua destilada), Kanamicina 25 μg/mL (en agua destilada) y Tetraciclina 

15 μg/mL (en metanol). 

Cuando  se utilizaron bacterias  transformadas  con plásmidos que poseen  el 

sistema de selección por α‐complementación, los medios de cultivo se suplementaron 

con  IPTG  (Isopropil‐β‐D‐tiogalactopiranósido) y X‐Gal  (5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolil‐β‐

D‐galactopiranósido), lo que permite detectar clones positivos o negativos mediante 

el  color  de  las  colonias. Ambos  se  adicionaron  en  una  concentración  final  de  20 

μg/mL  de medio  de  cultivo.  La  disolución  de  partida  de  IPTG  se  preparó  a  una 

concentración de 200 mg/mL en agua destilada y se esterilizó por filtración y la de X‐

Gal a 20 mg/mL en dimetilformamida. Ambas se conservaron a – 20 °C. 
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IV.1.4.2.‐ Medios de cultivo para líneas celulares de mamíferos 

  Como medio normal de  crecimiento  se utilizó  el medio DMEM  (Dulbeco’s 

Modified  Eagle Medium),  suplementado  con  10 %  (v/v)  de  suero  bovino  fetal  (o 

suero  bovino  para  la  línea  celular  3T3‐L1),  2  mM  L‐  glutamina,  100  U/mL  de 

penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina. Para el cultivo de algunas líneas celulares 

(NRK‐52F  y  Neuro‐2A)  el  medio  de  cultivo  se  suplementó  con  aminoácidos  no 

esenciales  en  una  concentración  1X.  La  línea  celular CHO‐k1  se  cultivó  en medio 

HAM´S  F‐12  y  la  línea  celular  ECV‐304  se  cultivó  en  medio  RPMI  1640, 

suplementados de la misma manera.  

Para  la  selección  de  células  transfectadas  con  vectores  eucariotas  que 

contienen  el  gen  de  la  neomicina  fosfotransferasa  (Neo),  el  medio  de  cultivo  se 

suplementó con 0,5 mg/mL  de Geneticina (G‐418).  

Los medios  de  cultivo,  los  antibióticos  y  los  aminoácidos  no  esenciales  se 

obtuvieron  de Sigma. La geneticina y los sueros bovinos son de Life Technologies. El 

material plástico para el cultivo de células eucariotas, como placas, frascos o pipetas, 

procede de Cultek y VWR. 

IV.1.5.‐ MATERIAL PARA EL ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

IV.1.5.1.‐ Reactivos comerciales utilizados en técnicas de análisis de proteínas 

- Bio‐Rad:  

o Acrilamida/Bisacrilamida,  TEMED  y  persulfato  amónico  para  la 

realización de  los geles. Reactivos generales como Tris, SDS o Glicocola 

para  la  separación  electroforética  y  su  transferencia  a  nitrocelulosa. 

Marcadores de proteínas preteñidos de peso molecular de amplio rango. 
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- Cell Signaling:  

o Anticuerpo anti p‐ERK 1/2 

- GE Healthcare:  

o Reactivos ECL™ para  la detección mediante quimioluminiscencia en  la 

técnica de  Western‐blot.  

- Roche Molecular Biochemicals:  

o PMSF usado como inhibidor de proteasas. 

- Schleicher & Schuell:  

o Membranas de nitrocelulosa.  

- Sigma (Molecular Biology Reagents):  

o Comassie Brilliant Blue G‐250 y Albúmina Sérica Bovina para la medida 

de  proteínas  por  el método  de  Bradford.  β‐Mercaptoetanol  y  glicerol 

para la preparación del tampón de carga de las proteínas.  

o Anticuerpos  anti‐GFP  y  anti‐IgG  de  conejo  y  de  ratón  conjugados  a 

peroxidasa. 

o Inhibidor de proteasas de uso en extractos bacterianos 

o Coadyuvante de Freund  

- Upstate 

o Anticuerpo anti ERK 1/2 totales 

IV.2.‐ INSTRUMENTACIÓN 

IV.2.1.‐ PARA CULTIVOS BACTERIANOS 

- Gallenkamp: Incubadores termostatizados con agitación orbital  

- Memmert: Estufas de temperatura controlada para el crecimiento de bacterias 

- Telstar: Cabina estéril de flujo laminar modelo Micro V 
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IV.2.2.‐ PARA EL CULTIVO DE CÉLULAS EUCARIOTAS 

- MDH: Cabina de flujo laminar  

- REVCO: Incubador con atmósfera controlada enriquecida en  CO2 

IV.2.3.‐  PARA  EL  ANÁLISIS  Y  LA  MANIPULACIÓN  DE  DNA,  RNA  Y 

PROTEÍNAS 

- Bio‐Rad:  Cubetas  de  electroforesis  para  DNA  MiniSub  Cell  GT,  fuente  de 

alimentación  Power  Pac  300,  cubeta  de  electroforesis  para  Proteínas  Mini 

Protean Cell II, cubeta de transferencia Mini Trans‐blot. 

- IKA Labortechnik: Homogenenizador de tejidos Ultraturrax 

- Life Technologies: Cubeta de electroforesis para RNA Horizon 11∙14 

- LKB Bromma: Fuente de alimentación modelo 2197 

- New Brunswick Scientific: Transiluminador de UV  

- Perkin Elmer: Termociclador GeneAmp PCR System 9700 

- Precisa  Selecta:  Autoclave,  Balanzas  estándar  y  de  precisión,  Baños 

termostatizados  con  y  sin  agitación,  Termobloques  y  Agitadores  (orbitales, 

vortex y magnéticos). 

- Stratagene: UV Stratalinker 1800 

- Techne: Horno de hibridación HB‐1D 

IV.2.4.‐ ESPECTROFOTÓMETROS, FLUORÍMETROS Y LUMINÓMETROS 

- Beckman: Espectrofotómetro DU 640 (UV/Visible) 

- Berthold Technologies: Luminómetro Lumat LB9507 

- Labsystems: Lector de placas iEMS Reader MF 

- Shimadzu: Fluorímetro RF 5301PC 
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IV.2.5.‐ MICROSCOPIOS ÓPTICOS, DE FLUORESCENCIA Y CONFOCALES 

- Leica:  Microscopio  confocal  DMI6000  (Servicios  Técnicos  Centrales  de  la 

Universidad de Granada). 

- Olympus:  Microscopio  óptico  invertido  modelo  CK2  y  Microscopios  de 

Fluorescencia  IX‐50  y  IX‐71  con  filtros  de  fluorescencia WU, WB  y WG.  El 

microscopio  IX‐71  está  acoplado  a  una  cámara  digital  CCD  refrigerada 

Olympus DP71. 

IV.2.6.‐ CENTRÍFUGAS 

- Beckman: Centrífugas refrigeradas J2‐21, rotores JA‐14 y JA‐20, Ultracentrífuga 

L8‐70M, Ultracentrífuga de sobremesa TL‐100 

- Eppendorf: Microcentrífugas de mesa 5415D 

IV.3.‐ SOFTWARE 

Los  programas  informáticos  utilizados  para  la  realización  de  esta  tesis 

doctoral han sido: 

- Microsoft Office XP Profesional (Word, Excel y Power Point). 

- Internet Explorer 7. 

- Adobe Photoshop CS3 como programa de tratamiento de imágenes. 

- Scion  Image  Beta  4.0.2  e    Image  J  como  programas  de  cuantificación  de  la 

intensidad de bandas en geles. 

- Vector NTI Suite 10.3 y Gene Runner  como programas para el tratamiento de 

secuencias de DNA y proteínas. 

- Kodak Digital Science 1D como sistema para  la captura de  imágenes de geles 

de DNA y RNA y proteínas. 
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- Olympus Soft Imaging Solutions CellF ver. 2.5 para la captura y tratamiento de 

imágenes de fluorescencia. 

- Leica Confocal Software LCS ver. 2.1.1. 

Además se han empleado diversas páginas y bases de datos de Internet para 

la obtención de secuencias de plásmidos y protocolos.  

IV.4.‐ MÉTODOS 

IV.4.1.‐ TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

IV.4.1.1.‐ Aislamiento de DNA plasmídico 

Se han utilizado distintos métodos dependiendo de  la pureza de DNA que 

quisiéramos conseguir o de la cantidad necesaria: 

Método de la lisis alcalina  

Este método permitió la obtención de DNA plasmídico a pequeña escala que 

fue utilizado para su posterior manipulación en reacciones rutinarias  (Sambrook et 

al., 1989). 

Se partió de 3 mL de un cultivo líquido de la cepa bacteriana que contiene el 

plásmido que queremos aislar, esta cepa se cultivó con agitación a 37 °C durante toda 

la  noche  en  medio  LB  suplementado  con  los  antibióticos  correspondientes.  Las 

bacterias  se  recogieron mediante  centrifugación  a  16.000  xg  durante  3 minutos  y 

posterior  eliminación  del  sobrenadante.  A  continuación,  se  resuspendieron  las 

bacterias  en  100  μL  de  solución  P1  (Tris‐HCl  50 mM  pH  8,  EDTA  1 mM)  y  a  la 

suspensión bacteriana  se  le añadieron 200 μL de  solución de  lisis  (NaOH 200 mM, 
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SDS 1 % (p/v)); el SDS, un detergente que desorganiza las membranas, se mezcló con 

suavidad y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubación 

se  añadieron  200  μL  de  Acetato  potásico  3  M  pH  5,5  que  precipita  la  pared 

bacteriana, el DNA cromosómico y el SDS (al formar lauril sulfato potásico insoluble) 

y se incubó durante 15 minutos en hielo. Tras la incubación se centrifugó durante 10 

minutos  a  16.000  xg  con  lo  que  se  consiguió  precipitar  todos  los  restos  celulares 

grandes y en el sobrenadante quedó el DNA plasmídico. Se pasó el sobrenadante a 

otro tubo y se añadieron 500 μL de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) pH 8. 

El  fenol desnaturaliza  las proteínas y a este pH el DNA pasa a  la  fase acuosa. Tras 

una  agitación  fuerte  se  centrifugó  durante  3 minutos  a  10.000  xg  con  lo  que  se 

consiguieron  tres  fases: una  fase  superior acuosa que contiene el DNA plasmídico, 

una  fase  intermedia con proteínas desnaturalizadas y una  fase  inferior  fenólica. La 

fase acuosa se pasó a un  tubo  limpio y  se añadieron 500 μL de cloroformo:alcohol 

isoamilico  (24:1)  para  eliminar  los  restos  de  fenol  que  pudieran  quedar,  se  agitó 

fuertemente y se centrifugó durante 3 minutos a 16.000 xg. Tras la centrifugación se 

obtuvieron tres fases y la fase superior acuosa se pasó a un tubo limpio. Se añadieron 

1000  μL  de  isopropanol  que  hace  que  el  DNA  precipite  y  se  incubó  durante  30 

minutos a –20 °C. Tras la incubación se centrifugó durante 15 minutos a 16.000 xg a 4 

°C con lo que se consiguió precipitar el DNA plasmídico, se eliminó el sobrenadante 

y al precipitado de DNA se  le añadieron 1000 μL de etanol   75 % para eliminar el 

exceso  de  sales.  Se  centrifugó  durante  5  minutos  a  16.000  xg  y  se  eliminó  el 

sobrenadante.  El  precipitado  de  DNA  se  dejó  secar  en  speed‐vac  o  al  aire  y  a 

continuación se resuspendió en la cantidad suficiente de agua o de tampón TE. 
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Método GFX Micro Plasmid Prep Kit (GE Healthcare) 

Este método  se  utilizó  para  obtener DNA  libre  de  RNA  de  alta  pureza  y 

utilizarlo  posteriormente  para  hacer  digestiones  con  enzimas  de  restricción, 

ligaciones....  Se  partió  de  3 mL  de  un  cultivo  líquido  de  la  cepa  bacteriana  que 

contiene el plásmido que queremos aislar, esta cepa se cultivó con agitación a 37 °C 

durante  toda  la  noche  en  medio  LB  suplementado  con  los  antibióticos 

correspondientes y se siguieron las instrucciones del fabricante. 

Midi Preps. 

Este método se utilizó para obtener grandes cantidades de DNA de elevada 

pureza y utilizarlo posteriormente para transfectarlo en células eucariotas. Se partió 

de 500 mL de un cultivo  líquido de  la cepa bacteriana que contiene el plásmido de 

interés  y  se  cultivó  con  agitación  a  37  °C  durante  toda  la  noche  en  medio  LB 

suplementado  con  los  antibióticos  correspondientes.  El  protocolo  seguido  es muy 

similar  al  de  la  lisis  alcalina  pero  utilizando  volúmenes más  grandes.  El método 

incluye precipitaciones adicionales de proteínas  contaminantes  con  cloruro de  lítio 

4M y del DNA mediante la adición de  PEG8000 en presencia de NaCl. 

IV.4.1.2.‐Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

Las electroforesis de muestras de DNA se llevaron a cabo en geles de agarosa 

preparados  en  tampón  TAE  (Tris‐base  40 mM, Ácido  acético  glacial  0,11 %  (v/v), 

EDTA‐Na2  1 mM  pH  8).  Se  utilizaron  concentraciones  de  agarosa  del  0,8  al  2 %  

dependiendo del  tamaño de  los  fragmentos de DNA a separar. La electroforesis se 

realizó  a  un  voltaje  entre  80‐90  V  en  tampón  TAE  hasta  que  el  frente  de  la 
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electroforesis marcado por el azul de bromofenol llegó hasta dos tercios del final del 

gel.  

Las  muestras  para  electroforesis  se  prepararon  mezclando  la  muestra  a 

analizar  con  tampón  de  carga  (glicerol  40 %  (v/v)  y  azul  de  bromofenol  en  agua 

destilada) en proporción 4:1 (v/v). Como marcadores de peso molecular se utilizaron 

los fragmentos de DNA del fago lambda cortado con la enzima de restricción HindIII 

(λ/HindIII) y el marcador de peso molecular comercial de 50 pares de bases de Sigma.  

Para visualizar el DNA, después de la electroforesis, los geles se tiñeron por 

inmersión durante 15 minutos en una solución de Bromuro de Etidio (1,5 mg/mL en 

tampón TAE) y  tras  lavar  con agua,  se  expusieron a  luz UV  (254  ‐ 300 nm)  en un 

transiluminador y se fotografiaron. 

IV.4.1.3.‐ Cuantificación de ácidos nucleicos 

Para  la  cuantificación  de  ácidos  nucleicos  se  utilizó  el  método 

espectrofotométrico descrito por Sambrook et al (1989), basado en la absorción a 260 

nm de  los ácidos nucleicos y utilizando como blanco  la solución en  la que se haya 

disuelto  el DNA  o  el  RNA  (agua  destilada,  buffer  de  elución,  PBS  estéril  o  agua 

DEPC). Este método  también permite determinar  su pureza. Para  ello  se midió  la 

absorción  a  280  nm  (longitud  de  onda  a  la  que  absorben  las  proteínas), 

considerándose una relación A260 / A280 comprendida entre 1,8 y 2 como un indicador 

de  pureza  adecuada  para DNA, mientras  que  un  valor  por  debajo  de  1,8  indica 

contaminación por proteínas o por  fenol. En el caso de RNA se consideró un valor 

óptimo el  comprendido entre 1,6 y 1,8. Se  consideró un valor estándar de A260 = 1 

para una solución de 50 μg /mL de DNA de cadena doble y para una solución de 40 

μg /mL de RNA. 
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En  el  caso  de  la  cuantificación  de DNA  se  utilizó  un método  fluorimétrio 

alternativo utilizando el reactivo comercial Hoechst 33258 (Sigma). La determinación 

se basa en  la emisión de fluorescencia de este reactivo cuando se  intercala al DNA. 

Para la determinación se preparó una curva patrón con DNA de esperma de salmón 

de concentración conocida, con un rango de concentraciones comprendidas entre 0 y 

5 mg/mL, y se midió la fluorescencia en tampón TNE (NaCl 0,2M, Tris‐HCl 10 mM, 

EDTA 1 mM pH 7,4) utilizando una longitud de onda de excitación de 365 nm y 460 

nm de emisión. La concentración de DNA y  la fluorescencia medida presentan una 

relación lineal. La concentración de DNA se calculó por interpolación de los valores 

de fluorescencia de la muestra en la curva patrón. 

IV.4.1.4.‐Técnicas básicas de manipulación de DNA 

Digestión con enzimas de restricción  

Todas las enzimas de restricción empleadas para la realización de este trabajo 

se  han  utilizado  siguiendo  las  instrucciones  de  los  proveedores.  Usualmente  las 

reacciones se realizaron con 0,1‐0,5 μg de DNA, 1 μL del tampón 10X suministrado 

por la casa comercial y 0,5‐10 U de enzima de restricción en un volumen final de 10 

μL. Las digestiones  se  realizaron por  incubación durante 2 horas a  la  temperatura 

óptima para el enzima de restricción utilizado, generalmente a 37 °C.  

Ligación  

Las  reacciones de  ligación de  fragmentos de DNA obtenidos por digestión 

con enzimas de restricción o mediante PCR se realizaron utilizando la enzima DNA 

ligasa del bacteriófago T4 y siguiendo las instrucciones del fabricante. Normalmente 

se realizaron en un volumen final de 10 μL que contenían  la cantidad adecuada de 
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vector e inserto en proporción molar 1:5, 1 μL de tampón de ligación 10X y 1 μL de 

T4 DNA ligasa. La mezcla de reacción se incubó a 10‐12 °C durante toda la noche.  

Recuperación de fragmentos de DNA de geles de agarosa 

En aquellos casos en los que era necesario recuperar fragmentos de DNA de 

un gel de agarosa, una vez  terminada  la electroforesis, se cortó el  trozo de agarosa 

que contenía el fragmento con un bisturí. El DNA se eluyó de la agarosa utilizando el 

kit  comercial NucleoSpin® Extract  II  (Macherey‐Nagel)  siguiendo  las  instrucciones 

del fabricante.  

Preparación de células competentes  

La  preparación  de  células  competentes  de  E.  coli  se  realizó  utilizando  el 

método descrito por Nishimura et al (1990). La cepa de E. coli se inoculó en 3 mL de 

LB suplementado con los antibióticos correspondientes y se cultivó en agitación y a 

37 °C durante toda la noche. De este cultivo saturado se inocularon 0,5 mL en 50 mL 

de medio A (LB suplementado con glucosa 0,2 % (p/v) y MgSO4 ∙ 7 H20 10 mM) y se 

incubó  en  agitación  y  a  37  °C  hasta  alcanzar  la  fase  logarítmica  de  crecimiento 

(D.O.660  =  0,6).  A  partir  de  este  momento  se  trabajó  en  hielo  para  aumentar  la 

eficiencia de transformación. Así, se mantuvieron 10 minutos en hielo y las bacterias 

se recogieron por centrifugación a 1500 xg durante 10 minutos a 4 °C. A continuación 

se resuspendieron en 250 μL de medio A (conservado en hielo) y se añadieron 1250 

μL de Solución B (LB suplementado con glicerina 36 % (p/v), PEG 7500 12 % (p/v) y 

MgSO4  ∙ 7 H20 12 mM), se mezclaron suavemente y  las células competentes  fueron 

divididas en alícuotas de 0,1 mL y almacenadas a – 80 °C hasta su uso. 
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Transformación de células competentes  

La  transformación de DNA plasmídico en células competentes de E. coli, se 

realizó utilizando el método descrito por Nishimura et al (1990). 

Para  la  transformación,  se  adicionó  a  una  alícuota  de  células  competentes 

(preparadas por el método descrito anteriormente) la cantidad adecuada de DNA. La 

mezcla se incubó en hielo durante 1 hora y a continuación se sometieron a un choque 

térmico (2 minutos a 42 °C), después se incubaron en hielo durante 10 minutos y se 

añadieron 900 μL de LB. Las células transformadas se incubaron durante una 1 hora 

a 37  °C para que se expresen  los genes de  resistencia a  los antibióticos codificados 

por  el  plásmido.  Las  bacterias  que  han  adquirido  el  plásmido  se  seleccionan 

sembrando  250  μL  en  placas  de  LB‐agar  suplementado  con  los  antibióticos 

correspondientes e incubándolas a 37 °C durante 24 horas. 

IV.4.1.5.‐ Técnicas básicas de manipulación de RNA 

Extracción de RNA 

La  extracción  de  RNA  se  llevó  a  cabo  según  el  método  descrito  por 

Chomczynski y Sacchi (1987). Para la extracción de RNA a partir de tejidos se partió 

de 100 mg de  tejido, que  se  introdujo  en un eppendorf  con 1 mL de  tiocianato de 

guanidinio 4 M  / 2‐mercaptoetanol y se homogeneizó con un politrón hasta obtener 

una suspensión uniforme. A continuación, se añadieron 0,1 mL de 2 M acetato sódico  

pH 4, 1 mL de fenol pH 4 y 0,2 mL de cloroformo:alcohol isoamílico (49:1), agitando 

en vortex  tras  cada adición. La mezcla  se  incubó 15 minutos  en hielo. Pasado este 

tiempo, se centrifugó a 10.000 xg durante 20 minutos a 4 °C y tras la centrifugación se 

obtuvieron tres fases; la fase superior acuosa que contiene el RNA se pasó a un tubo 
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limpio. Se añadió 1 mL de  isopropanol frío y se incubó durante 1 hora a –20 °C. Se 

centrifugó a 10.000 xg durante 20 minutos a 4 °C, el precipitado se resuspendió en 

300 μL de tiocianato de guanidinio 4 M / 2‐mercaptoetanol y se añadieron 300 μL de 

isopropanol  frío,  la mezcla se  incubó durante 1 hora a –20 °C. El RNA se precipitó 

por centrifugación a 10.000 xg durante 20 minutos a 4 °C y se lavó con etanol al 70 %. 

El  precipitado  se  secó  al  aire  y  se  resuspendió  en  50‐100  μL  de  agua  DEPC, 

dependiendo del tamaño del precipitado.  

Para la extracción de RNA a partir de cultivos de células eucariotas, se partió 

de placas de  100 mm de diámetro  que  se  lavaron  2  veces  con PBS. Las  células  se 

despegaron  con  un  raspador  en  750  μL  de  tiocianato  de  guanidinio  4  M  /  2‐

mercaptoetanol que se añadió sobre la placa. La suspensión de células se pasó a un 

eppendorf de 2 mL. A continuación, se añadieron 75 μL de acetato sódico 2 M  pH 4, 

750 μL de fenol pH 4 y 150 μL de cloroformo:alcohol isoamílico (49:1)  , agitando en 

vortex  tras cada adición. La mezcla se  incubó 15 minutos en hielo. A partir de este 

punto, la extracción de RNA continuó igual que en la extracción a partir de tejidos. 

Electroforesis de RNA 

Para  la  separación  electroforética  de  RNA  total  se  utilizaron  geles 

desnaturalizantes de agarosa (agarosa 1 % (p/v), formaldehído 8 % (v/v)) en tampón 

borato 1X (ácido bórico 50 mM, borato sódico 5 mM, sulfato sódico 10 mM, EDTA 1 

mM pH 8, DEPC 0,1 % (v/v)).  

Para  la  preparación  de  las muestras,  1‐5  μg  de RNA  se  disolvieron  en  un 

volumen  final  de  10  μl  con  agua‐DEPC,  se  añadieron  4  μl  de  tampón  de  carga 

desnaturalizante  (formamida  50  %  (v/v),  formaldehído  15  %  (v/v),  azul  de 

bromofenol  0,04 %  (p/v)  y  glicerol  10,4 %  (v/v)  en  tampón  borato  1X)  y  1  μL  de 
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bromuro  de  etidio  al  2 %  (v/v).  Las muestras  se  calentaron  a  65  °C  durante  10 

minutos  para  desnaturalizar  el  RNA  y  se  cargaron  en  el  gel.  La  electroforesis  se 

realizó a 60 V en tampón borato 1X. Una vez realizada la electroforesis, los geles se 

visualizaron  con  luz UV  (254 nm  ‐  300 nm), de modo que  se podían  observar  las 

bandas correspondientes al RNA ribosómico para establecer  la  integridad del RNA 

purificado a partir de las diferentes muestras. 

Reacción de Retro‐transcripción (RT) de RNA 

La  síntesis de  cDNA  se  realizó utilizando  el kit First‐Strand  cDNA  synthesis 

(GE Healthcare)  siguiendo  las  instrucciones del  fabricante.  Se partió de  1‐5  μg de 

RNA  total  contenido  en  8  μL  de  agua  tratada  con  DEPC  y  se  desnaturalizó 

incubándolo  a  65  °C  durante  10 minutos.  Pasado  este  tiempo,  el  tubo  se  enfrió 

rápidamente en hielo. A continuación, se añadieron 5 μL de Bulk  first‐strand  cDNA 

reaction mix (compuesta por FPLCpureTM transcriptasa inversa murina, RNAguardTM, 

albúmina y desoxinucleótidos), 1 μL de 200 mM DTT, 1 μL de oligonucleótido 14 μM 

(oligonucleótido  dT  para  retrotranscribir  todos  los mRNAs  o  un  oligonucleótido 

específico para retrotranscribir sólo el mRNA del RAGE). La mezcla se  incubó a 37 

°C durante 60 minutos y se inactivó incubando durante 5 minutos a 90 °C.  

IV.4.1.6.‐ Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Las  reacciones  de  PCR  se  realizaron  en  un  termociclador  GeneAmp  PCR 

system  9700 de Perkin Elmer. Las  reacciones de  amplificación  se  realizaron  en un 

volumen final de 50 μL que contenían DNA molde, 50 pmol de cada oligonucleótido 

(sentido y anti‐sentido), 5 μL de tampón Taq DNA‐polimerasa 10X, 0,1 mM de cada 

dNTP y 5 U de Taq DNA Polimerasa  (T. aquaticus). Las condiciones de PCR  fueron 

específicas para cada amplificación. En general, las condiciones de las reacciones de 
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amplificación  fueron  las  siguientes:  un  ciclo  de  desnaturalización  inicial  a  94  °C 

durante  5  minutos,  seguido  de  25‐40  ciclos  compuestos  de  una  etapa  de 

desnaturalización  de  30‐60  segundos  a  94  °C,  una  etapa  de  hibridación  de  30‐60 

segundos a la temperatura adecuada en cada caso y una etapa de extensión a 72 °C 

durante 30‐60 segundos. Se concluyó con una extensión a 72 °C durante 7 minutos.  

La temperatura de hibridación se fijó en función de la temperatura media de 

fusión  de  los  oligonucleótidos  usados  y  la  duración  de  la  etapa  de  extensión,  en 

función de la longitud del fragmento de DNA a amplificar, aplicándose como norma 

general 1 minuto/kilobase. 

Para evitar amplificaciones inespecíficas, todas las reacciones de PCR se han 

realizado utilizando la técnica denominada hot start, que consiste en añadir la mezcla 

de reacción (compuesta por la Taq polimerasa y los dNTPs) durante una incubación 

inicial de 5 minutos a 94 °C, a la mezcla de DNA molde y oligonucleótidos. 

IV.4.1.7.‐ Secuenciación de DNA 

La  secuenciación  de DNA  se  llevó  a  cabo  en  el  Servicio  de  Secuenciación 

Automática del  Instituto de Parasitología y Biomedicina López Neyra del CSIC de 

Granada, utilizando un secuenciador modelo 373 STRECHT (Applied Biosystems). El 

método de secuenciación fue el comercializado por Perkin‐Elmer, ABI PRISM™ Dye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction que utiliza en  la reacción de extensión el 

enzima  AmpliTaq®  FS  DNA  polimerasa  y  emplea  didesoxinucleótidos  marcados 

diferencialmente con cromóforos fluorescentes. En cada reacción de secuenciación se 

emplearon  de  300‐500  ng  de DNA  puro  y  de  6,4  pmol  de  oligonucleótido  en  un 

volumen final de 12 μL.  
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IV.4.1.8.‐ Southern‐blot 

La técnica de Southern‐blot permite la identificación de secuencias específicas 

de DNA  que  han  sido previamente  separadas mediante  electroforesis  en  geles  de 

agarosa.  La  detección  se  basa  en  reacciones  de  hibridación,  utilizando  sondas 

marcadas  complementarias  a  las  secuencias  a  detectar,  en  nuestro  caso  hemos 

utilizado  como  sondas  oligonucleótidos  o  fragmentos  de  cDNA  marcados  con 

digoxigenina‐dUTP. Para la realización de estas hibridaciones, las muestras de DNA 

son transferidas desde un gel de agarosa a un soporte sólido. Hemos utilizado como 

soporte sólido una membrana de nylon cargada positivamente y  la  transferencia se 

llevó a cabo mediante capilaridad. 

‐ Marcaje de  la sonda: El marcaje de sondas de cDNA con digoxigenina se 

realizó utilizando el método comercial DIG High Prime Labeling and Detection Starter 

Kit  (Roche). Para ello, se partió de 100 ng de sonda en un volumen de 16 μL de agua 

destilada.  Esta  sonda  se  desnaturalizó  calentándola  durante  10 minutos  en  agua 

hirviendo y posteriormente se pasó rápidamente a hielo. Seguidamente se añadieron 

4 μL de Dig High Prime (vial 1) y la mezcla se incubó a 37 °C durante toda la noche. 

La reacción se paró con 2 μL de una solución de 0,2 M EDTA pH 8 y a continuación 

se calentó durante 10 minutos a 65 °C. 

Cuando  se  utilizó  como  sonda  un  oligonucleótido  el  marcaje  se  realizó 

utilizando el método comercial DIG Oligonucleotide 3´‐End Labeling Kit  (Roche). Las 

reacciones de marcaje contenían 100 pmoles del oligonucleótido, CoCl2 5 mM, DIG‐

dUTP  0,05 mM  y  1 U  de  transferasa  terminal  en  el  tampón  suministrado  por  el 

fabricante. Tras 30 minutos de incubación a 37 °C la reacción se detuvo con 2 μL de 

una solución 0,2 M EDTA pH 8. 
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‐ Transferencia: Para facilitar la transferencia del DNA, una vez realizada la 

electroforesis,  el  gel  fue  incubado  con  distintas  soluciones  para  depurinar  y 

desnaturalizar el DNA. La depurinización se realizó en medio ácido con el objeto de 

fragmentar  las muestras de DNA, para ello se  incubó el gel de agarosa durante 10 

minutos en una solución de HCl 0,25 N con agitación y a continuación, se lavó con 

agua destilada. Para desnaturalizar el DNA, el gel se incubó durante 30 minutos en 

una solución que contiene NaCl 1 M y NaOH 0,5 N y tras lavar con agua destilada, se 

procedió  a  su  neutralización,  incubando  durante  30 minutos  en  una  solución  con 

Tris‐HCl pH 7,5 0,5 M y NaCl 1,5 M. Finalmente, el gel se equilibró en una solución 

de 20X SSC  (NaCl 3 M y Citrato Sódico 0,3 M) durante 30 minutos. 

La  transferencia del DNA a  la membrana de nylon  se hizo por  capilaridad 

desde arriba hacia abajo. Para ello se realizó el siguiente montaje: En una superficie 

limpia y seca se colocó una columna de papel de filtro cortado a la medida del gel. 

Sobre esta columna se puso un papel Whatman 3MM humedecido en 20X SSC y a 

continuación la membrana de nylon humedecida secuencialmente en agua destilada, 

2X  SSC  y  finalmente  20X  SSC.  Sobre  la membrana  de  nylon  se  colocó  el  gel  de 

agarosa previamente depurinado y desnaturalizado. Por último,  encima del gel  se 

colocó otro papel Whatman 3MM humedecido en 20X SSC y sobre él, un puente de 

papel Whatman  que  conecta  con  un  recipiente  que  contiene  20X  SSC  y  que  por 

capilaridad transferirá el DNA a la membrana. La transferencia se realizó a lo largo 

de toda la noche. Por último, se procedió a la fijación de forma covalente del DNA a 

la membrana mediante radiación UV (UV Stratalinker 1800, Stratagene), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

‐ Hibridación: En primer lugar se realizó una prehibridación de la membrana 

incubándola durante 4 horas a 42 °C, con agitación suave y constante en una solución 
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de  prehibridación  DIG  Easy  Hyb  precalentada  a  42  °C.  Para  la  hibridación,  se 

desnaturalizó la sonda marcada calentándola en agua hirviendo durante 5 minutos y 

pasándola a hielo rápidamente. A continuación, se añadió la sonda desnaturalizada a 

la solución de prehibridación y se incubó a 42 °C durante toda la noche. Pasado este 

tiempo, se retiró  la solución de hibridación y se  lavó  la membrana 2 veces con una 

solución de 2X SSC y SDS 0,1 % (p/v) a 42 °C durante 5 minutos y 2 veces con una 

solución de 0,2X SSC y SDS 0,1 % (p/v) a 42 °C durante 5 minutos. 

‐ Detección: La detección de los ácidos nucleicos marcados con digoxigenina 

se  realizó  a  temperatura  ambiente  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  En 

primer  lugar,  la membrana se  lavó durante 1 minuto con tampón de  lavado (Ácido 

Maleico  0,1 M, NaCl  0,15 M,  pH  7,5,  Tween  20  0,3 %  (v/v))  y  a  continuación  se 

bloqueó  durante  30 minutos  con  solución  de  bloqueo  (dilución  1:10  del  vial  6  en 

Ácido Maleico  0,1 M,  NaCl  0,15 M,  pH  7,5).  Seguidamente,  se  incubó  con  una 

dilución  1:5000  de  un  anticuerpo  policlonal  anti‐digoxigenina  conjugado  con 

fosfatasa alcalina en solución de bloqueo durante 30 minutos. Se lavó 2 veces durante 

15 minutos con el tampón de lavado y la membrana se incubó durante 5 minutos en 

el tampón de detección (Tris‐HCl pH 9,5 0,1 M, NaCl 0,1 M). 

Generalmente  el  revelado  se  hizo  por  quimioluminiscencia,  para  ello  la 

membrana se incubó durante 5 minutos con el sustrato CDP‐Start, y se expuso en un 

cassette  con una película  radiográfica durante un  tiempo variable  en  función de  la 

señal  obtenida.  El  revelado  de  la  película  se  hizo  de  forma manual.  En  algunas 

ocasiones  el  revelado  se  hizo  utilizando  el  sustrato  NBT/BCIP  que  origina  un 

precipitado coloreado, para ello la membrana se incubó con la solución de revelado 

en la oscuridad y sin agitación hasta que las bandas alcanzaron la intensidad óptima. 

La reacción se paró lavando la membrana con agua destilada durante 5 minutos.  
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IV.4.1.9.‐ Northern Blot 

La  técnica de Northern‐blot consiste en  la detección de secuencias específicas 

de RNA por  técnicas de hibridación  tras  su  separación  electroforética. Para  ello  es 

necesario  transferir  el  RNA  desde  un  gel  de  agarosa  a  un  soporte  sólido.  Esta 

transferencia  se ha  realizado mediante capilaridad. El  soporte  sólido empleado  fue 

una membrana de nylon cargada positivamente. En este caso hemos utilizado sondas 

de cDNA marcadas radiactivamente. 

‐ Marcaje  de  la  sonda:  El marcaje  de  estas  sondas  se  realizó mediante  el 

método de random priming (Sambrook et al., 1989) utilizando [α‐32P] dCTP. Para ello, 

se mezclaron en un eppendorf: 30 ng de sonda de cDNA, 0,5 μl de N6 random primers 

(5 μg/μL) y agua en un volumen final de 14 μL. La mezcla se hirvió a 100 °C durante 

3 minutos y se enfrió rápidamente en hielo. A continuación se adicionó el siguiente 

cocktail a cada una de  las reacciones: 2,5 μL de 10X Tampón Klenow (Tris HCl 500 

mM pH 7,5, MgCl2 100 mM, DTT 10 mM, 0,5 mg/mL BSA), 2,5 μL de dNTP ∆dCTP 

1,66 mM, 5 μL de [α‐32P]dCTP (3000 Ci/mmol) y 1 μL de Polimerasa Klenow (6U/μL). 

La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 3‐4 horas. La reacción se paró 

añadiendo 25 μL de solución A (Tris HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM 

pH 8, SDS 0,5 % (p/v)).  

Los  50  μL  resultantes  de  la  reacción  anterior  se  filtraron  mediante 

cromatografía  de  exclusión  en  Sephadex  G‐50  en  microfiltros  mediante 

centrifugación, para  eliminar  el  sustrato  radiactivo que no  se ha  incorporado, y  la 

sonda purificada se utilizó en la hibridación.  

‐  Transferencia:  Este  proceso  no  requiere  tratamiento  previo  del  gel  de 

agarosa  ya  que  las  muestras  están  desnaturalizadas.  Una  vez  corrido  el  gel 
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desnaturalizante  se  incubó  en  agua‐DEPC  durante  10  minutos  y  se  transfirió 

siguiendo  un  procedimiento  similar  al  indicado  para  transferir  DNA,  con  la 

diferencia  que  el  tampón  de  transferencia  fue  una  solución  de  10X  SSC.  Tras  la 

transferencia,  la membrana  se  neutralizó  en  el  tampón  de  electroforesis  (tampón 

borato 1X) y, a continuación, se fijó el RNA a la membrana por entrecruzamiento con 

luz ultravioleta.  

  ‐ Hibridación: Las membranas se prehibridaron 3 horas a 42 °C en Northern 

Max Prehyb/Hyb buffer  (Ambion) y después  se hibridaron durante 18 horas a 42  °C 

con  la  sonda  marcada  radiactivamente  (5  x  104  Bq/mL).  Tras  la  hibridación,  la 

membrana se lavó tres veces en 2X SSC y 0,1 % SDS a 42 °C y una vez con 0,1X de 

SSC con SDS 0,1 % a 42 °C.  

La membrana se expuso a una película fotográfica en un cassette que contenía 

dos pantallas intensificadoras a ‐ 80 °C. La duración de la exposición dependió de la 

cantidad de radioactividad que fue detectada con un contador Geiger‐Müller. Tras el 

revelado,  se  cuantificaron  las  cantidades  relativas de mRNA de  cada muestra por 

densitometría.  Los  datos  obtenidos  fueron  en  cada  caso  normalizados  respecto  al 

mRNA correspondiente al gen de la β‐actina.  

IV.4.1.10.‐ 5’‐Rapid Amplification cDNA ends (5’‐RACE)  

Esta  técnica  permite  amplificar  los  extremos  del  cDNA,  en  este  caso  el 

extremo  5’. El protocolo que hemos utilizado  consiste  en  la obtención de  cDNA  a 

partir  de  RNA  de  distintos  tejidos  utilizando  un  oligonucleótido  específico 

antisentido. A  continuación, el  cDNA es modificado por  la adición de una  cola de 

poli A  en  el  extremo  5’  y  el producto deseado  se  obtiene por  amplificaciones por 
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PCR. La identificación de las secuencias específicas de DNA se realizó por Southern‐

blot (IV.4.1.8). 

Se  partió  de  5  μg  de RNA  y  se  retrotranscribió  con  el  kit  comercial  First‐

Strand  cDNA  synthesis,  según  las  intrucciones  del  proveedor  (IV.4.1.5.‐  Técnicas 

básicas  de  manipulación  de  RNA)  utilizando  un  oligonucleótido  específico 

antisentido  que  hibrida  en  una  posición  cercana  al  inicio  de  la  transcripción.  El 

producto de  retrotranscripción se purificó mediante precipitación con 2 volúmenes 

de etanol absoluto  frío y 60 mM de acetato sódico durante 30 minutos a  ‐20  °C. El 

cDNA  se  recogió  por  centrifugación  a  16.000  xg  a  4  °C  durante  20 minutos  y  se 

resuspendió en 10 μl de agua. El cDNA se desnaturalizó incubando a 100 °C durante 

2 minutos  seguidos de  5 minutos  en hielo. A  continuación,  se  añadió una  cola de 

poliA en el extremo 5’ del cDNA mediante incubación durante 30 minutos, a 37 °C, 

con  transferasa  terminal  (GE  Healthcare)  en  presencia  de  dATP.  Finalmente,  el 

enzima  se  inactivó  incubando durante 2 minutos a 65  °C. El producto obtenido  se 

amplificó por PCR mediante dos  rondas de  amplificación. Para  ello,  se  emplearon 

dos oligonucleótidos específicos anidados y un oligonucleótido dT complementario a 

la cola de poli A añadida.  

IV.4.1.11.‐ EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 

La  técnica de EMSA permite detectar  interacciones entre DNA y proteínas. 

Esta técnica se basa en que los complejos DNA‐proteína migran más lentamente que 

el DNA libre cuando se separan mediante electroforesis en geles de poliacriamida no 

desnaturalizantes.     

‐  Obtención  de  extractos  nucleares:  Para  la  preparación  de  extractos 

nucleares se siguió el protocolo descrito por Bhavsar et al. (2000). Para ello, las células 
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se  cultivaron  en  placas  de  cultivo  de  100 mm  de  diámetro  hasta  que  llegaron  a 

confluencia. Las células se lavaron con PBS y se despegaron con un raspador en 500 

μL de HEPES 10 mM pH 7,9, NaCl 0,15 mM, EDTA 1 mM. La suspensión de células 

se  pasó  a  un  eppendorf  y  se  centrifugó  a  11.000  xg  durante  1 minuto  a  4  °C.  El 

precipitado se resuspendió en 400 μL de tampón de lisis frío (HEPES 10 mM pH 7,9, 

KCl 10 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM) y se  incubó 15 minutos en 

hielo.  Pasado  este  tiempo  se  añadió  24  μL  de NP‐40  10 %  (v/v)  y  se mezcló  por 

inversión.  Esta  concentración  del  detergente  NP‐40  solubiliza  la  membrana 

plasmática,  mientras  que  conserva  la  integridad  de  la  membrana  nuclear.  

Inmediatamente, se precipitaron los núcleos por centrifugación a 11.000 xg durante 1 

minuto a 4 °C y el precipitado se resuspendió en 50 μL de tampón de extracción  frío 

(HEPES 20 mM pH 7,9, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM) y se 

incubó 30 minutos en hielo. A continuación, se eliminaron los restos de membranas 

nucleares por centrifugación a 11.000 xg durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante 

que contenía los extractos nucleares se almacenó a – 70 °C hasta su uso. 

‐  Marcaje  de  la  sonda:  Se  ha  utilizado  como  sonda  oligonucleótidos 

complementarios  que  contienen  la  secuencia  de  reconocimiento  del  factor  de 

transcripción NF‐κB marcados radioactivamente. En primer  lugar se hibridaron  los 

oligonucleótidos, para ello 500 pmol de cada oligonucleótido (sentido y antisentido) 

se  incubaron a 95 °C durante 5 minutos en 100 μL de Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 20 

mM. A continuación  se dejó disminuir  lentamente  la  temperatura hasta 40  °C y  se 

incubaron en hielo hasta su uso. 

Los  oligonucleótidos  hibridados  se marcaron  utilizando  T4  polinucleótido 

quinasa, para ello se mezclaron en un eppendorf: 4 μL de oligonucleótidos (5 pmol/ 

μL), 5 μL de tampón T4 polinucleótido quinasa 10X (Tris‐HCl 700 mM pH 7,6, MgCl2 
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100 mM, DTT 50 mM), 5 μL [γ‐32P] ATP (3000 Ci/mmol), 2 μL de T4 polinucleótido 

quinasa  (3U/μL)  y  34  μL  de  agua  destilada.  La mezcla  se  incubó  1  hora  a  37  °C. 

Pasado  este  tiempo  se  inactivó  el  enzima  calentando  a  65  °C  durante  5 minutos, 

posteriormente la sonda se filtró mediante cromatografía de exclusión con Sephadex 

G‐25.  

‐  Reacción  de  unión  DNA‐proteína:  10  μg  de  extractos  nucleares  se 

incubaron  con  200  fmoles  de  sonda  durante  45 minutos  en  hielo  en  “tampón  de 

unión” (DTT 1 mM, MgCl2 2,5 mM, glicerol 10 % (v/v), BSA 0,1 mg/mL, poly dI‐dC 

30 ng/μL, HEPES 20 mM pH 7,9). Para analizar  la especificidad de  la unión DNA‐

proteína,  en  algunas muestras  se  añadió  100 veces  exceso de  sonda  sin marcar  10 

minutos  antes de  añadir  la  sonda. La  reacción  se paró por  adición de  tampón de 

carga (60 % (v/v) TBE 0,25 X, 40 % (v/v) glicerol, 0,2 % (p/v) azul de bromofenol) a las 

muestras. 

‐ Electroforesis: La  electroforesis  se  hizo  en  geles de  acrilamida  al  5 %  en 

tampón TBE 0,5 X (Tris 44,5 mM, Ácido bórico 44,5 mM, EDTA 1mM pH 8). Antes de 

cargar las muestras, los geles se pre‐corrieron durante 30 minutos a 50 voltios a 4 °C, 

a continuación se cargaron las muestras y la electroforesis se llevó a cabo a 50 voltios 

hasta que el frente llegó al final del gel. 

Tras la electroforesis, el gel se secó en un secador de geles con vacío durante 1 

hora  y  se  expuso  a  una  película  radiográfica  en  un  cassette  con  pantallas 

intensificadoras  a  ‐80  °C. La duración de  la  exposición dependió de  la  emisión de 

radioactividad, que se monitorizó con un contador de radioactividad Geiger‐Müller. 

El revelado se hizo de forma manual. 
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IV.4.1.12.‐ Análisis de la actividad promotora 

El  estudio de la actividad del promotor del receptor de productos avanzados 

de glicación de rata se ha realizado utilizando un sistema de genes reporteros basado 

en la luciferasa. Este método consiste en realizar una cotransfección de las células con 

dos plásmidos: el vector pRL‐TK que codifica para una luciferasa de Renilla y que se 

emplea  para  normalizar  la  eficiencia  de  transfección  y  el  vector  pGL3‐basic  que 

codifica para la luciferasa de Photinus pyralis y se utiliza para monitorizar la actividad 

promotora  de  secuencias  promotoras  clonadas  en  el  sitio múltiple  de  clonaje  del 

vector. 

  La  relación  de  concentraciones  de  los  plásmidos  utilizados  en  la 

cotransfección ha sido 1:5  (pRL‐TK: pGL3‐basic). Tras  la  transfección,  las células se 

han cultivado durante 48 horas en un medio de cultivo completo y posteriormente se 

han mantenido durante 8 horas en un medio sin suero bovino fetal. En este medio se 

han  realizado  incubaciones  en  presencia  o  ausencia  de  una  serie  de  moléculas 

efectoras durante 18 horas. Posteriormente, se han lisado las células y se ha ensayado 

la actividad luciferasa.  

La  determinación  de  la  actividad  luciferasa  se  ha  realizado  utilizando  el 

sistema comercial Dual Luciferase Assay kit (Promega) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Este sistema de medida permite discriminar entre  la actividad  luciferasa 

de Photinus pyralis y de Renilla realizando dos medidas secuenciales de luminiscencia 

tras  la  adición de un  reactivo de  bloqueo de  la  actividad  luciferasa de Photinus  y 

activación de  la de Renilla. Los  resultados obtenidos  se han validado  realizando  el 

análisis de la actividad luciferasa de células transfectadas con un único plásmido.  
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IV.4.2.‐  MÉTODOS  DE  CULTIVO  Y  MANIPULACIÓN  DE  CÉLULAS 

EUCARIOTAS  

  El  manejo  de  las  líneas  celulares  eucariotas  se  realizó  en  condiciones  de 

esterilidad en campana de flujo  laminar, usando material y soluciones estériles. Las 

células  se cultivaron en  sus  correspondientes medios a 37  °C en un  incubador  con 

una atmósfera de aire: CO2 (95 %: 5 %).   

IV.4.2.1.‐ Tripsinización 

  La  separación  de  las  células  adherentes  de  las  placas  de  cultivo  para  su 

subcultivo y/o congelación, se hizo por tripsinización. Para ello, las células se dejaron 

crecer hasta un 80‐90 % de confluencia, se eliminó el medio de la placa de cultivo y se 

lavaron dos veces con PBS para eliminar  los restos de suero del medio que pueden 

inhibir  la acción de  la  tripsina. A continuación, se añadió una solución de  tripsina‐

EDTA (volumen suficiente para que se cubra la superficie de la placa) y se incubó a 

temperatura ambiente hasta que  las células se separaron de  la placa. La suspensión 

de células obtenida se dividió en otras placas con medio de cultivo o se congelaron. 

IV.4.2.2.‐ Conservación de líneas celulares 

La  conservación  de  las  líneas  celulares  se  realizó  a  ‐80  °C  en  medio  de 

congelación  (dimetilsulfóxido  al  10  %  (v/v)  en  Suero  Bovino  Fetal).  Tras  la 

tripsinización de las células, se añadió en un criovial 0,5 mL de suspensión de células 

y 1 mL de medio de  congelación. El proceso de congelación  se  llevó a  cabo en un 

contenedor de congelación NALGENE Crio ‐1 °C, en un congelador de ‐80 °C, durante 

al menos 4 horas. Para  su uso, el  criovial  se descongeló a 37  °C y  su  contenido  se 

añadió a una placa con medio de cultivo completo. 
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IV.4.2.3.‐ Transfección  

La transfección de células eucariotas se realizó siguiendo un método basado 

en la introducción del DNA plasmídico mediante la utilización de lípidos catiónicos 

que debido a su carga positiva se unen a las cargas negativas de los fosfatos del DNA 

y  facilitan  la  fusión  del  DNA  con  la  membrana  celular,  en  este  caso  se  utilizó 

Lipofectamina 2000 (Invitrogen).  

El día antes de la transfección, las células se sembraron en cantidad suficiente 

para que el día de la transfección estuviesen a un 70‐80 % de confluencia. El DNA y 

la lipofectamina se disolvieron en tubos por separado en 250 μl medio de cultivo sin 

suero  y  sin  antibióticos  y  se  incubaron  5  minutos  a  temperatura  ambiente.  A 

continuación se mezcló la solución de DNA y la de lipofectamina 2000, se agitaron y 

se  incubaron 20 minutos a  temperatura ambiente, para que se  formara el complejo 

DNA‐lipofectamina. Por último,  se  añadió  el  complejo  sobre  las  células  que  están 

creciendo  (previamente  las células se  lavaron con medio sin suero). Las cantidades 

óptimas de DNA y de Lipofectamina 2000 para  la  transfección  fueron optimizadas 

para cada tipo celular utilizado, para placas de 6 pocillos (Tabla IV.3.) 

Tabla IV.3. Cantidades de DNA y Lipofectina 2000 óptimas para cada tipo celular.  

 

 

 

 

Tipo celular Cantidad de DNA Cantidad de Lipofectamina 2000 
CHO‐k1  4 μg  10 μL 

Neuro‐2A  2 μg  5 μL  

L6  4 μg  5 μL 

NRK‐52F  4 μg  10 μL 

ECV‐304  2 μg  2,5 μL 

MLE‐12  2 μg  5 μl 
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Las células se incubaron 24 horas a 37 °C y en una atmósfera con un 5 % de 

CO2, pasado este tiempo se cambió el medio y se añadió medio de cultivo completo 

(medio DMEM suplementado con suero, glutamina y antibióticos) y se  incubaron a 

37 °C y en una atmósfera con un 5 % de CO2. Para conseguir una transfección estable 

a las 24 horas se añadió medio con el antibiótico de selección G‐418 (0,5 mg/mL). 

Para la obtención de clones aislados, las células transfectadas se diluyeron 500 

veces  en  el medio  de  selección. Una  vez  que  éstos  crecieron,  se  seleccionaron  los 

fluorescentes por observación al microscopio y se aislaron utilizando “cloning‐discsʺ 

(Sigma). 

IV.4.2.4.‐ Determinación de la fosforilación de proteínas en células eucariotas 

Las células fueron cultivadas en medio de cultivo completo hasta confluencia. 

Para el ensayo de  fosforilación,  las células  se ayunaron durante 24 horas y pasado 

este  tiempo,  se  adicionó  al medio  de  cultivo  las moléculas  a  ensayar  durante  30 

minutos. A continuación, se eliminó rápidamente el medio de cultivo de las placas y 

éstas se congelaron a  ‐80 °C durante 20 minutos. Las células fueron raspadas en 50 

μL  de  Tris‐HCl  30 mM  pH  7,4, NaCl  25 mM,  Tritón  X‐100  1%  (v/v),  SDS  0,1%, 

fluoruro sódico 10 mM, pirofosfato sódico 10 mM, ortovanadato sódico 1 mM, EGTA 

1 mM, PMSF 1 mM y tras incubarse en hielo durante 10 minutos se centrifugaron. Se 

determinó  la  cantidad de proteínas del  sobrenadante y  el nivel de  fosforilación  se 

estimó mediante Western‐blot utilizando anticuerpos específicos.  

IV.4.2.5.‐ Determinación del transporte de glucosa en células eucariotas 

 Los ensayos de transporte de glucosa se han hecho en la línea celular L6. Las 

células  se  cultivaron  en  un  medio  de  cultivo  completo  hasta  que  llegaron  a 
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confluencia  y  posteriormente  se  diferenciaron  a  miotúbulos  por  incubación  con 

medio  de  cultivo  suplementado  con  un  2 %  (v/v)  de  suero  bovino  fetal  durante 

aproximadamente una semana.  

Para  el  ensayo  de  transporte  de  glucosa  los  miotúbulos  se  mantuvieron 

durante una noche en medio de cultivo sin suero bovino  fetal, y posteriormente se 

incubaron en este medio en presencia o ausencia de una serie de moléculas efectoras 

de 2 a 24 horas dependiendo del experimento. La entrada de glucosa se midió por 

incubación  durante  10  minutos  con  10  μM  de  2‐desoxiglucosa  marcada 

radiactivamente con tritio en medio HEPES‐Krebs (NaCl 118 mM, KCl 5 mM, MgSO4 

1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, HEPES 30 mM, CaCl2 1,3 mM, pH 7,4). Pasado este tiempo 

las  células  se  lavaron  con   PBS  1X  y  se  lisaron  con  0,5 M de NaOH;  el  lisado de 

células se neutralizó por adición de 0,5 M de HCl. La radiactividad incorporada a las 

células  se  determinó  utilizando  un  contador  de  centelleo  líquido  (Servicio  de 

Radiofarmacia de la Universidad de Granada).  

IV.4.2.6.‐ Microscopía confocal. 

Para  la  preparación  de  muestras  para  microscopía  confocal,  las  células 

crecieron sobre un cubre estéril en medio de cultivo completo hasta una confluencia 

del 50‐60 %. A continuación, se eliminó el medio de cultivo de  la placa, se  lavaron 

con PBS y se incubaron durante veinte minutos en 1 % de BSA en PBS a temperatura 

ambiente,  se  lavaron  tres  veces  con PBS  y  se  fijaron  en  2 % de paraformaldehido 

durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se eliminó el 

paraformaldehido  de  la  placa  y  se  hicieron  tres  lavados  de  5 minutos  con  PBS  a 

temperatura ambiente. Por último, se retiró el cubre de la placa y se colocó sobre un 

portaobjetos en el que previamente se había puesto una gota de medio de montaje 

(Vectashield). 
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Las  imágenes de  las  células  fueron  obtenidas  con un microscopio  confocal 

LEICA usando los siguientes parámetros: para la proteína fluorescente verde se usó 

una longitud de onda de excitación del láser de 488 nm y una ventana de emisión de 

500‐530  nm; para  las preparaciones  que  contenían  rodamina B  se usó un  láser de 

longitud de onda de excitación de 496 nm  y una ventana de emisión de 530 a 600 nm 

y  para  las  preparaciones  que  contenían  Texas‐Red  se  usó  un  láser  de  514  nm  de 

longitud de onda de excitación y una ventana de emisión de 560 a 640 nm. El objetivo 

usado fue una lente de 63x con aceite de inmersión. En el caso de doble marcaje, las 

células fueron excitadas secuencialmente para la captura de imágenes. 

IV.4.3.‐ TÉCNICAS DE ANÁLISIS DE PROTEÍNAS  

IV.4.3.1.‐ Cuantificación de proteínas 

Para  la  cuantificación  de  proteínas  se  han  utilizado  dos  métodos 

dependiendo de la composición de las muestras: 

Método de Bradford (1976): Este método se utilizó de forma rutinaria. La técnica se 

basa  en  la  afinidad  del  colorante  Comassie  Brillant  Blue  G‐250  por  las  proteínas, 

virando  de  color  rojo  a  color  azul  cuando  se  une  a  ellas.  El  complejo  proteína 

colorante presenta un máximo de absorción a 595 nm con un coeficiente de extinción 

molar muy elevado, lo que hace que sea un método de análisis muy sensible.  

Para  la  determinación  se  preparó  una  curva  patrón  con  albúmina  sérica 

bovina con un margen de concentraciones comprendidos entre 0 y 0,2 mg/mL. Las 

muestras  se diluyeron apropiadamente. Todos  los  tubos  se  llevaron a un volumen 

final de 100 μL, se añadió 1 mL de reactivo de Bradford (100 mg Coomassie Brilliant 
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Blue G‐250, 50 mL etanol 95 % (v/v), 100 mL ácido fosfórico 85 % (p/v), agua hasta un 

volumen final de 1 L) y se midió la densidad óptica a 595 nm.  

Mediante  este método  la  concentración  de  proteínas  y  la  densidad  óptica 

medida  presentan  una  relación  no  lineal.  La  concentración  de  proteínas  de  las 

muestras problema se calculó por interpolación de los valores de densidad óptica en 

la curva patrón. 

RC DC  Protein Assay  (Bio‐Rad).  Este  kit  comercial  se  utilizó  cuando  la muestra 

problema contenía sustancias que podían interferir con el reactivo de Bradford, como 

detergentes o agentes reductores. 

Este  ensayo  colorimétrico  está basado  en  el método de Lowry pero que ha 

sido modificado para que sea compatible con  la presencia en  la muestra de agentes 

reductores (RC) y de detergentes (DC). Como en el método de Lowry, el desarrollo 

de color se produce en dos pasos: reacción entre las proteínas y el ión cobre en medio 

alcalino y posterior reducción del reactivo de Folin por estos complejos produciendo 

una o más especies reducidas que tienen un máximo de absorción a 750 nm. 

La  medida  de  la  concentración  de  proteínas  se  realizó  siguiendo  las 

instrucciones del fabricante. 

IV.4.3.2.‐Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS‐PAGE) 

  La electroforesis de proteínas en geles de SDS‐poliacrilamida se realizó según 

el método de Laemli (1970) utilizando el sistema Mini‐Protean II (Bio‐Rad) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. 
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  La  preparación  de  las  muestras  para  su  electroforesis  se  realizó 

resuspendiendo  una  cantidad  determinada  de  proteínas  (25‐50  μg)  en  tampón  de 

carga 2X  (Tris HCl pH 6,8 200 mM, SDS 2 %, Glicerol 20 %, β‐mercaptoetanol 5 %, 

Azul de bromofenol 0,1 %). Para ello, se añadió el  tampón de carga al volumen de 

muestra, se agitó y se incubó a 100 °C durante 5 minutos. Para lograr una buena lisis 

celular en muestras con una elevada concentración proteica, tras el calentamiento, se 

enfrió a –80 °C durante 10 minutos y se volvió a calentar a 100 °C durante 5 minutos. 

Este proceso se puede repetir 2‐3 veces. 

Se  prepararon  geles  de  poliacrilamida  de  0,75  ó  1,5  mm  de  grosor,  de 

separación (10 o 12 % de poliacrilamida) y de concentración (4 % de poliacrilamida) 

(Tabla IV.4.). En el gel separador se moldearon pocillos para la carga de las muestras 

y  del  marcador  de  peso  molecular.  La  electroforesis  se  realizó  a  150  voltios  en 

tampón de electroforesis TGS (Tris 25 mM, Glicocola 192 mM, SDS 0,1 % (p/v)) hasta 

que el frente de azul de bromofenol alcanzó el borde inferior del gel. 

Tabla IV.4. Composición de los geles de acrilamida. 

Gel separador  Gel concentrador 
Arcilamida/Bisacrilamida 10 % ó 12 % (p/v) 4% (p/v) 

Tris HCl pH 8,8  0,375 M  ‐‐‐‐‐‐‐‐ 

Tris HCl pH 6,8  ‐‐‐‐‐‐‐‐  0,125 M 

SDS  0,1 % (p/v) 0,1 % (p/v) 

Persulfato amónico  0,05 % (p/v)  0,05 % (p/v) 

TEMED  0,05 % (v/v)  0,05 % (v/v) 
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Las proteínas  separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida  se 

visualizaron utilizando el colorante Comassie Brillant Blue G‐250. Para ello, el gel se 

sumergió en la solución de tinción (Comassie Brillant Blue G‐250 0,2 % (p/v), Metanol 

40 % (v/v) y Ácido acético 15 % (v/v)) durante 1 hora con agitación permanente y a 

temperatura ambiente. A continuación, se destiñó el color del fondo del gel lavando 

varias veces con agitación con una solución de metanol 40 % (v/v) y ácido acético 15 

%  (v/v)  en  agua  destilada.  Finalmente,  el  gel  se  incubó  durante  10  minutos  a 

temperatura ambiente con Metanol 40 % (v/v) y Glicerol 5 % (v/v) en agua destilada 

durante 10 minutos y se secó entre papel de celofán para su conservación. 

IV.4.3.3.‐Western‐blot 

Una  vez  separadas  las  proteínas  por  SDS‐PAGE  se  transfirieron  a  una 

membrana de nitrocelulosa. Para la transferencia se utilizó el sistema Mini Trans‐Blot 

Cell® de Bio‐Rad. Se montó el cassette de  transferencia, colocando el gel en el polo 

negativo y la membrana de nitrocelulosa en el polo positivo del portageles. El cassette 

se  introdujo  en  la  cubeta  que  se  llenó  con  tampón  de  transferencia  (Tris  25 mM, 

Glicocola 192 mM, Metanol 20 % (v/v)) que había sido conservado a 4 °C. Para que la 

transferencia de proteínas se mantuviese en frío, se introdujo una unidad refrigerante 

con hielo en la cubeta y se desarrolló bajo agitación permanente. La transferencia se 

realizó durante 1 hora a 100 V. 

Una vez terminada la transferencia, los sitios de unión libres de la membrana 

se bloquearon  en una  solución de  leche desnatada  en polvo al 5 %  en TBS‐Tween 

(Tris HCl pH 7,6 20 mM, NaCl 137 mM, Tween 20 0,1 %  (v/v)), durante un  tiempo 

mínimo de 1 hora. Seguidamente, la membrana se incubó con una dilución adecuada 

del  correspondiente  anticuerpo  específico  en  solución  de  bloqueo  durante  toda  la 

noche a 4 °C con agitación. Pasado este tiempo, se lavó la membrana con TBS‐Tween 



MATERIALES Y MÉTODOS 

119 

cuatro veces durante 5 minutos cada vez, con agitación a temperatura ambiente. Tras 

los  lavados  se  adicionó  una  dilución  adecuada  de  la  correspondiente  anti‐

inmunoglobulina marcada  con  peroxidasa  en  la  solución  de  bloqueo  y  se  incubó 

durante  2  horas  a  temperatura  ambiente  con  agitación.  Por  último,  se  lavó  la 

membrana 4 veces con TBS‐Tween durante 5 minutos cada vez y una vez con TBS. 

Finalmente se procedió al  revelado por quimioluminiscencia, que se  realizó 

con  el  kit  comercial  ECL  Plus  (GE  Healthcare)  siguiendo  las  instrucciones  del 

proveedor. La nitrocelulosa se expuso a una película fotográfica (BioMax MS‐1 Film, 

Sigma)  y  pasado  un  tiempo,  que  dependió  de  la  intensidad  de  la  luz  emitida,  se 

procedió al  revelado de  la película que  se hizo de  forma manual con  revelador de 

Kodak, lavado  y fijación.  

En  algunas  ocasiones,  la  membrana  se  reveló  con  diaminobencidina.  La 

diaminobencidina  es  oxidada  por  la  peroxidasa  formándose  un  producto marrón 

insoluble. Después  de  los  lavados  la membrana  se  incubó  con  una  disolución  de 

diaminobencidina  (Diaminobencidina  1,11  mM,  Tris  HCl  pH  8  0,05  M,  Sulfato 

amónico  12,66  mM,  Sulfato  de  Niquel  12,66  mM,  H2O2  0,04  %  (v/v))  hasta  que 

aparecieron las bandas, la reacción se paró lavando con agua destilada.  

IV.4.3.4.‐ Fraccionamiento subcelular 

Para  la obtención de  fracciones  subcelulares  a partir de  cultivos de  células 

eucariotas, se partió de tres placas de 100 mm de diámetro. Las células se lavaron con 

PBS  y se despegaron con un raspador en 750 μL de PBS. La suspensión de células se 

adicionó a un eppendorf y se centrifugó a 800 xg. El precipitado se resuspendió en 1 

mL de  tampón TSE  (Tris 50 mM, Sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM, Azida 1 mM), se 

homogeneizó en un potter de teflón‐vidrio 10 veces y se centrifugó a 800  xg durante 
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10 minutos, de esta  forma precipitan  los  restos celulares. Se cogió una alícuota del 

sobrenadante (fracción total) y el resto se centrifugó a 9.000  xg durante 10 minutos, 

de esta forma precipitan las mitocondrias. El sobrenadante se centrifugó a 31.000 xg 

durante 1 hora de forma que precipitan las membranas plasmáticas. El sobrenadante 

de  la  centrifugación  anterior  se  centrifugó  a  190.000  xg  durante  1  hora,  el 

sobrenadante  obtenido  es  el  citosol  de  la  célula  y  en  el  precipitado  se  encuentra 

enriquecido en microsomas.  

IV.4.3.5.‐ Expresión y purificación de proteínas recombinantes 

Hemos  expresado  distintos  dominios  del  RAGE  fusionados  al  extremo 

carboxilo de  la proteína de unión a maltosa,  lo que ha  facilitado  la  expresión y  la 

posterior purificación de la proteína de fusión. Una vez obtenidas las construcciones 

recogidas en el apartado V.1, se transformaron en M15 o XL1‐Blue, y la expresión de 

las proteínas de fusión se indujo por adición de IPTG en una concentración final de 

0,3 mM.  Se  recogieron muestras  a  distintos  tiempos  después  de  la  inducción  que 

fueron  lisadas en  tampón de carga de SDS‐PAGE  (la cantidad de  tampón de carga 

añadido fue proporcional a la densidad óptica a 600 nm de la muestra) y separadas 

electroforéticamente en geles de poliacrilamida. Los geles se tiñeron con azul comassie 

para observar  la  inducción de  la  síntesis de  la proteína de  fusión. Una vez que  se 

comprobó que la proteína de fusión se expresaba de forma soluble se procedió a su 

purificación.  

Para  la purificación,  se  crecieron bacterias que  contenían  las construcciones 

de  la proteínas de  fusión en 500 mL de medio LB enriquecido con glucosa al 0,2 % 

(p/v) y se  indujo  la expresión por adición de  IPTG. Las bacterias se recogieron por 

centrifugación  4 horas después de  la  inducción,  se  resuspendieron  en “tampón de 
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columna”  (Tris‐HCl  20 mM pH  7,4, NaCl  200 mM, EDTA  1 mM) y  se  congelaron 

durante toda la noche a –20 °C.   

Al día siguiente se descongeló el precipitado bacteriano, se adicionó un cóctel 

de  inhibidores de proteasas bacterianas  (Sigma) de acuerdo a  las  instrucciones del 

fabricante,  y  se  lisó  por  sonicación  con  pulsos  cortos  durante  5  minutos.  A 

continuación,  la muestra  se  centrifugó y el  sobrenadante  resultante  se purificó por 

cromatografía de  afinidad utilizando una  columna  con una  resina de  amilosa que 

retiene  la  proteína  de  fusión  (New  England  Biolabs).  La  proteína  de  fusión  se 

recuperó de la columna mediante una elución con maltosa 10 mM en el tampón de 

columna.  Las  distintas  fracciones  recogidas  se  separaron  electroforéticamente  en 

geles de acrilamida para comprobar qué fracción contenía la proteína de fusión. 

En  algunos  casos,  se  realizó  una  etapa  adicional  de  purificación mediante 

cromatografía  de  intercambio  iónico  en  DEAE‐Sephacell.  Las  muestras  fueron 

eluídas de la columna de cromatografía mediante un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. 

IV.4.3.6.‐Preparación de BSA‐AGEs 

  Para  la  preparación  de  BSA‐AGEs,  en  un  tubo  estéril  se  adicionó  BSA 

(albúmina bovina  fracción V)  25 mg/mL, Glucosa  6‐fosfato  100 mM, PMSF  1 mM, 

Apoprotinina 1 μM, EDTA 1mM y Azida sódica 1 mM. Se preparó otro  tubo  igual 

pero sin glucosa 6‐fosfato que sirvió como control de BSA no glicado. La mezcla se 

esterilizó  por  filtración,  utilizando  filtros  de  0,2  μm  de  diámetro  de  poro  y  se 

mantuvo a 37 °C durante 8 semanas. Pasado este  tiempo se dializaron en PBS para 

eliminar  el  exceso  de  glucosa  y  se midió  la  emisión  de  fluorescencia  a  440  nm 

(longitud de onda de excitación 370 nm), para comprobar la formación de  AGEs. 
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  Alternativamente,  el  grado  de  glicación  de  la  albumina  se  determinó 

mediante  dot‐blot  utilizando  anticuerpos  anti‐RNAsa‐AGE  obtenidos  en  nuestro 

laboratorio. 

IV.4.3.7.‐Marcaje de proteínas con fluoróforos 

  Para poder visualizar  los AGEs mediante microscopía  se han marcado  con 

dos fluoróforos: Rodamina y Texas‐Red.  

  El marcaje de BSA‐AGEs con Rodamina 10 μg de BSA‐AGEs disueltos en 1 

mL de PBS se mezclaron con una disolución 10 mM de isotiocianato de rodamina  B 

(Sigma) durante dos horas en hielo. La mezcla se dializó con PBS a 4 °C para eliminar 

el colorante que no se había unido a la proteína. 

  Para el marcaje de BSA‐AGEs con Texas‐Red se siguió el protocolo descrito 

por Titus  et al.  (1982). Para ello 10 μg de BSA‐AGEs disueltos en 1 mL de  tampón 

carbonato  pH  9  se  mezclaron  con  1  mg  de  Texas‐Red  sulfonil  cloruro  (Sigma) 

durante 1 hora en hielo. La mezcla se dializó con PBS a 4 °C para eliminar el Texas‐

Red que no se había conjugado con la proteína. 

IV.4.4.‐ TÉCNICAS CON ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

IV.4.4.1.‐ Inducción de una diabetes experimental 

Las  ratas Wistar hembra de  250 g de peso  fueron mantenidas durante una 

semana con una dieta estándar. Posteriormente, se indujo una diabetes experimental 

mediante la inyección por vía intraperitoneal de una única dosis de estreptozotocina 

(STZ) de 60 mg/Kg de peso del animal, disuelta en tampón citrato 0,05 M pH 4.5, en 

un volumen aproximado de 1 mL. Los animales controles recibieron tampón citrato 
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únicamente.  Tras  la  administración  de  STZ,  las  ratas  se mantuvieron  durante  48 

horas con una solución de glucosa al 5 % como agua de bebida, para prevenir una 

hipoglucemia severa. La comprobación de la aparición de la diabetes en los animales 

tratados  se  realizó  determinando  la  glucemia mediante  el método Glucocard  stick. 

Como muestra se utilizó la sangre obtenida mediante una pequeña incisión en la cola 

del animal. Se consideraron diabéticas aquellas ratas con una glucemia superior a 17 

mM.  

  El  sacrificio  se  realizó  por  decapitación  siete  semanas  después  de  la 

confirmación de la diabetes, obteniéndose muestras de sangre total, pulmón, hígado, 

cerebro y riñón. Las muestras se congelaron en nitrógeno líquido y se conservaron a 

–80 °C hasta su uso. La sangre fue sometida, tras la coagulación, a una centrifugación 

a  1100  xg  durante  10 minutos  a  4  °C  obteniéndose  la  fracción  de  suero  que  fue 

conservada a –80 °C hasta su uso. 

IV.4.4.2.‐ Obtención y caracterización de anticuerpos. 

La obtención de anticuerpos se ha hecho en conejos, inoculándolos con cuatro 

antígenos distintos:  los dos  fragmentos del RAGE unidos a  la proteína de unión a 

maltosa, MBP‐Cito y MBP‐V1,  la proteína de unión a maltosa  (MBP) y  la proteína 

fluorescente verde (GFP).  

Para  la  obtención  de  los  anticuerpos  se  administraron  intramuscularmente 

cinco dosis de antígeno con un intervalo de 15 días entre una dosis y otra. Cada una 

de ellas estaba constituida por 0,2 mg de antígeno en un volumen final de 500 μL del 

tampón en el que se han purificado, y un volumen similar de coadyuvante de Freund 

incompleto (Sigma) que se emulsionaron perfectamente antes de inyectárselas en las 

patas posteriores de los conejos. 
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A partir de  la  tercera dosis  se procedió al  sangrado de  los  conejos  cada 15 

días. Se hicieron un  total de cinco sangrados, haciendo una pequeña  incisión en  la 

oreja del conejo con un bisturí, en cada uno de ellos se sacó un volumen aproximado 

de 10 mL de sangre. La sangre se centrifugó a 3000  rpm   durante 15 minutos para 

obtener el suero, que contenía los anticuerpos. El suero se conservó a ‐80 °C hasta su 

uso. 

Los  anticuerpos  obtenidos  se  han  caracterizado  por Western‐blot  y  por  la 

técnica de ELISA (Enzyme‐Linked Immunoad Sorbent Assay), utilizando en ambos casos 

como primer anticuerpo el suero de los conejos inoculados y como secundario anti‐

inmunoglobulina de conejo marcada con peroxidasa. 
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V.‐ RESULTADOS 

V.1.‐ EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LOS DISTINTOS DOMINIOS DEL RAGE 

Con el fin de disponer de proteína suficiente para obtener anticuerpos frente 

al RAGE, nos planteamos su expresión heteróloga. El RAGE es una proteína integral 

de  membrana,  anclada  en  la  membrana  plasmática  mediante  un  único  dominio 

transmembrana. Este hecho dificulta  su  expresión  en  bacterias. Pese  a  ello, hemos 

empleado diversas estrategias de expresión en E. coli. Así, hemos tratado de expresar 

la proteína  completa,  el dominio  extracelular  o  bien  el dominio  intracelular. Estos 

intentos de expresión los hemos realizado utilizando los vectores pET‐5a, pET‐16b y 

pQE‐30, que expresan las proteínas recombinantes solas (pET‐5a) o bien fusionadas a 

colas  de  poli‐histidinas.  En  ninguno  de  los  casos  ha  sido  posible  lograr  niveles 

adecuados de expresión de la proteína soluble.  

Por tanto, en primer  lugar, debido a  la  imposibilidad de obtener un sistema 

de expresión heterólogo en bacterias del RAGE completo optamos por expresar  los 

diferentes  dominios  del  receptor  de  forma  individual.  Además,  para  facilitar  la 

expresión,  la solubilidad y  la posterior purificación de  la proteína expresada, se ha 

elegido un  sistema que permite obtener una proteína de  fusión  con  la proteína de 

unión  a  maltosa  (MBP).  Hemos  expresado  por  una  parte  un  fragmento 

correspondiente  a  una  porción  del  RAGE  que  carece  de  gran  parte  dominio 

extracelular (que hemos denominado pMAL‐Cito) y por otra, la región comprendida 

entre el aminoácido 27 y el aminoácido 116 del RAGE (dominio variable), que ha sido 

propuesta como responsable de la unión a ligandos (que hemos denominado pMAL‐

V1).  
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Figura V.1.‐  Sistema  de  expresión  heteróloga  de  fragmentos  del  receptor  de  productos 
avanzados de glicación de rata. Se muestra un esquema de los distintos dominios del 
receptor  (en blanco), y un perfil de hidrofobicidad de  los mismos. TM: dominio 
transmembrana, Cola citos: cola citosólica. 
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Para la obtención de estas construcciones en el vector pMAL‐c2X, en primer 

lugar se amplificaron por PCR  los  fragmentos del RAGE que queríamos expresar a 

partir de  cDNA obtenido mediante  retrotranscripción de RNA  total de pulmón de 

ratas  diabéticas.  Para  ello,  se  diseñaron  oligonucleótidos  que  incluyen  sitios  de 

restricción que permiten clonar los fragmentos en fase con el gen malE (que codifica 

para MBP). Los productos de PCR se clonaron entre los sitios de restricción EcoRI y 

SalI del sitio múltiple de clonaje del vector pMAL. (Figura V.1). 

Una vez obtenidas las construcciones se secuenciaron y se transformaron en 

las  cepas bacterianas de E.  coli, XL1‐Blue o M15, y  se  indujo  su  expresión  a  37  °C 

mediante  la adición de  IPTG  (0,3 mM). Se  recogieron muestras a distintos  tiempos 

después  de  la  inducción,  que  fueron  lisadas  y  separadas  electroforéticamente  en 

geles de poliacrilamida. 

Cuando en células XL1‐blue que contienen nuestras construcciones se induce 

la expresión de proteínas, se produce el acúmulo de una proteína de peso molecular 

similar  al  esperado  (61  kD  para  pMAL‐Cito  y  53  kD  para  pMAL‐V1),  aunque  en 

niveles significativamente inferiores a los observados cuando se induce la expresión 

del  vector  pMAL‐c2X  en  la  cepa  XL1‐blue.  Probablemente  nuestras  proteínas  de 

fusión sean parcialmente tóxicas para las bacterias. No obstante, en comparación con 

los  niveles  obtenidos  cuando  se  expresa  el  receptor  completo,  la  expresión  por 

dominios  proporciona  niveles  adecuados  para  purificar  las  proteínas  de  fusión  a 

partir de volúmenes de 1 litro de medio de cultivo. 
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Figura  V.2.‐  Expresión  heteróloga  del  RAGE  en  la  cepa  XL1‐Blue.  Se  compara  la 
expresión de  los distintos dominios del RAGE  fusionados a MBP  (pMAL‐Cito y 
pMAL‐V1), con  la expresión de  la MBP sola  (pMAL‐c2X). Las  flechas  indican  las 
proteínas cuya expresión se induce.   

 

V.1.1.‐ Expresión, purificación y caracterización de la proteína de fusión MBP‐V1  

Aunque  la expresión en  la cepa XL1‐blue daba  lugar a niveles significativos 

de  la  proteína  de  fusión MBP‐V1,  en  esta  cepa  bacteriana  se  produce  una  rápida 

degradación proteolítica de la misma (datos no mostrados). Ello nos llevó a ensayar 

la expresión en la cepa M15/pREP4.  Para la purificación de la proteína de fusión se 

indujo su expresión en bacterias M15 durante 2 horas, y se purificó por cromatografía 

de afinidad utilizando columnas con una resina de amilosa que retiene la proteína de 

fusión. Como puede observarse en la figura V.3, en las fracciones recogidas aparece 

principalmente una proteína  con un  tamaño  compatible  al  estimado para nuestras 

proteínas  de  fusión.  También  se  observa  que  a  pesar  de  utilizar  inhibidores  de 

proteasas  durante  todo  el  proceso  de  purificación,  nuestra  proteína  se  proteoliza 

parcialmente. 
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Figura V.3.‐ Purificación de la proteína  de fusión MBP‐V1. 0h y 2h: Extractos crudos 
bacterianos  antes  y  tras  dos  horas  de  inducción  de  la  expresión  con  IPTG.  EC: 
Fracción soluble tras la sonicación del pellet bacteriano cargada en la columna de 
afinidad.  FT:  Proteínas  que  no  se  retienen  en  la  columna.  6‐7:  Los  números 
corresponden a las fracciones recogidas después de eluir la proteína de fusión con 
maltosa 10 mM. La flecha indica el tamaño esperado para la proteína de fusión. 

Las  fracciones  purificadas  mediante  cromatografía  de  afinidad  fueron 

posteriormente  sometidas a una  cromatografía de  intercambio  iónico  sobre DEAE‐

Sephacel y eluídas con un gradiente de NaCl (0‐1 M). Esta cromatografía se empleó 

para eliminar la maltosa unida a la MBP procedente de la cromatografía de afinidad. 

La proteína así purificada se empleó para estudiar  la capacidad de unión a 

ligandos del dominio V1 del  receptor. Para ello,  la proteína MBP‐V1 purificada, se 

incubó  en presencia de AGEs o BSA marcados  con  rodamina durante dos horas a 

4°C.  Además,  para  comprobar  la  especificidad  de  la  unión  ligando‐MBP‐V1  se 

incubó al mismo tiempo la proteína en presencia de AGEs marcados con rodamina y 

AGEs  sin  marcar,  de  forma  que  ambos  compiten  por  la  unión  al  receptor. 

Posteriormente,  los  complejos  formados  se  unieron  a  una  columna  de  resina  de 

amilosa, y las fracciones eluídas de la columna se analizaron mediante SDS‐PAGE y 

se visualizaron con luz UV para detectar la presencia de los ligandos marcados con 

rodamina. Los resultados obtenidos se muestran en la figura V.4. 
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Figura V.4.‐   Determinación  de  la  capacidad  de  unión  a  ligandos  del  dominio   V1  del 
RAGE. A‐ Gel de poliacrilamida:  a:  tinción  con  comassie, b: visualizado  con  luz 
UV. 1: MBP‐V1  incubado en presencia de AGEs‐Rodamina, 2: MBP‐V1 con BSA‐
Rodamina, 3 y 4: MBP‐V1 incubado con una mezcla de AGEs‐Rodamina/ AGEs sin 
marcar  (1:50).  5: AGEs‐Rodamina  libres. B‐ Cuantificación densitométrica de  las 
bandas.  Los  resultados  se  expresan  como  media  ±  SEM.  (n=5).  a:  p<0,05  con 
respecto  a  la MBP‐V1  incubado  con BSA‐Rodamina. El  asterisco  indica  aquellas 
moléculas marcadas con rodamina. 
 

En la figura V.4 se observa que la unión de AGEs marcados con rodamina es 

significativamente superior a la de BSA marcada con el fluoróforo.  Esta unión de los 

AGEs marcados con rodamina al dominio V1 es desplazada por la incubación con un 

exceso de AGEs sin marcar, lo que prueba la especificidad de la unión de los AGEs al  

dominio  V1  del  receptor  en  nuestra  proteína  de  fusión,  ya  que  la  incubación  en 

presencia de un exceso de BSA no produce el desplazamiento de la unión de AGEs 

(datos no mostrados).  

Para confirmar estos resultados, se diseñó el siguiente   experimento  (Figura 

V.5):  se  unió  la  proteína  MBP‐V1  a  una  columna  de  resina  de  amilosa.  A 

continuación,  se pasaron por  la  columna AGEs marcados  con  rodamina, de  forma 

que si el dominio V1 era capaz de unir ligandos, éstos debían quedar retenidos en la 

columna.  Por  último,  la  proteína  de  fusión  se  recuperó  de  la  columna  con  una 
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solución de maltosa. Durante todo el proceso se recogieron fracciones de la columna, 

a las que se midió la fluorescencia (para detectar la rodamina) y la concentración de 

proteínas. 

 

 

 

 

 

 

Figura V.5.‐ Estudio de la unión de AGEs‐rodamina a la proteína MBP‐V1 en una 
cromatografía de afinidad. Las flechas  “a” y “b”  indican las fracciones en las que 
se  añadieron  a  la  columna  los  AGEs  marcados  con  rodamina  y  la  maltosa, 
respectivamente.  La  flecha  roja  indica  el  pico  de  máxima  fluorescencia  y  de 
proteínas tras la elución con maltosa. 

 

Como se observa en el cromatograma obtenido (Figura V.5), tras la adición de 

maltosa  a  la  columna  (b)  se observa un pico de proteínas que  corresponde  con  la 

fracción  donde  eluye  la  proteína  de  fusión  y  que  coincide  con  un  pico  de 

fluorescencia,  lo  que  indica  que  la  proteína  de  fusión  coeluye  con  sus  ligandos 

marcados con rodamina. 

Estos resultados indican por tanto, que nuestra construcción en la que se ha 

fusionado  el  dominio  V1  del  receptor  a  la  proteína  de  unión  a  maltosa  es  una 

herramienta útil para el estudio de la unión de ligandos al RAGE. Además, un hecho 
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relevante es que sólo es necesaria la presencia del dominio extracelular V1 para que 

el receptor retenga la capacidad de unión a ligandos. 

V.1.2.‐ Expresión, purificación y obtención de anticuerpos frente a  la proteína de 

fusión MBP‐Cito  

Para la purificación de la proteína de fusión MBP‐Cito se ha utilizado la cepa 

de  E.  coli  XL1‐Blue  en  lugar  de  la  cepa M15/pREP4  ya  que  nuestros  resultados 

indican que  en  la primera  cepa  se obtienen mayores niveles de  expresión. Tras  la 

inducción de la expresión de proteínas a 37 ºC durante 4 horas después de la adición 

de  IPTG  (0,3 mM),  se  han  recogido  las  bacterias mediante  centrifugación,  se  han 

lisado por  sonicación y  se ha procedido  a  la purificación de  la proteína de  fusión 

mediante  cromatografía  de  afinidad  en  maltosa‐agarosa.  Los  resultados  de  una 

purificación típica se muestran en la figura V.6. 

 

 

 

 

 

Figura V.6.‐ Purificación de la proteína  de fusión MBP‐Cito. 0h y 4h: Extractos crudos 
bacterianos antes y  tras cuatro horas de  inducción de  la expresión con  IPTG. EC: 
Fracción soluble tras la sonicación del pellet bacteriano cargada en la columna de 
afinidad.  FT:  Proteínas  que  no  se  retienen  en  la  columna.  4‐6:  Los  números 
corresponden a las fracciones recogidas después de eluir la proteína de fusión con 
un maltosa 10 mM. La flecha indica el tamaño esperado para la proteína de fusión.  
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Como  puede  observarse  en  la  figura  V.6,  la  cromatografía  de  afinidad 

permite  la  elución  de  nuestra  proteína  de  fusión  de  una  manera  específica.  No 

obstante,  puede  observarse  que  también  se  eluye  una  segunda  proteína.  Esta 

proteína se origina mediante proteolisis de la proteína de fusión durante la inducción 

de  la  expresión  en  las  propias  bacterias  y  aunque  se  ha  realizado  la  lisis  y  la 

purificación en presencia de  inhibidores de proteasas, esta proteolisis no ha podido 

ser  evitada  al  producirse  durante  la  inducción.  El  fragmento  proteolítico  que  se 

observa  en  la  figura  V.6  corresponde  con  la  proteína MBP,  ya  que  es  detectado 

específicamente  por  anticuerpos  frente  a  la  MBP  (datos  no  mostrados),  coeluye 

específicamente con la proteína de fusión MBP‐Cito tras la adición de maltosa en la 

cromatografía  de  afinidad  y  tiene  el  peso  molecular  correspondiente  a  la  MBP 

procesada. 

Las  fracciones  así  purificadas mediante  la  cromatografía  de  afinidad  de  la 

proteína MBP‐Cito, así como fracciones purificadas de la proteína de fusión MBP‐V1, 

se  han  empleado  para  la  obtención  de  anticuerpos  policlonales  en  conejos.  Estos 

anticuerpos, ya que no existen en el mercado unos anticuerpos comerciales frente al 

RAGE  lo  suficientemente  sensibles y específicos, constituirían una herramienta útil 

para monitorizar la expresión génica del receptor de AGEs. El suero obtenido a partir 

de  los  animales  inmunizados  se ha pasado por una  columna de  cromatografía de 

amilosa‐agarosa  en  la  que  se  ha  inmovilizado  la  proteína MBP,  con  el  objeto  de 

eliminar aquellos anticuerpos que reconocen el epítopo MBP. El suero así pasado por 

esta  columna  ha  sido  utilizado  para  la  detección  del  RAGE  en  células  y  tejidos 

eucariotas. 
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Figura  V.7.‐  Caracterización  de  los  anticuerpos  frente  a  MBP‐Cito  y  MBP‐V1  por 
Western‐Blot.  C: Membranas  totales  de  pulmón  de  rata  control.  D: Membranas 
totales de pulmón de rata diabética. La flecha indica la proteína reconocida por el 
anticuerpo. 

 

La especificidad de los anticuerpos obtenidos se ha determinado por Western‐

blot  (Figura V.7). Se han utilizado como muestras    fracciones de membranas  totales 

de pulmón de ratas controles y ratas diabéticas, ya que en respuesta a la diabetes se 

produce  un  incremento  en  la  expresión  de  RAGE.  Como  puede  observarse  en  la 

figura V.7,  la  banda  reconocida  específicamente por  el  anticuerpo  tiene  el  tamaño 

correspondiente al RAGE  (≈ 43 kD) y  su  expresión  está aumentada  en  la diabetes. 

Estos  resultados  indican  por  tanto  que  estos  anticuerpos  son  adecuados  para 

monitorizar  la  expresión del  receptor  en distintas  condiciones  experimentales. Los 

anticuerpos frente a MBP‐Cito tienen un título mayor, por lo que han sido utilizados 

de forma rutinaria a lo largo de esta Tesis Doctoral para la detección o cuantificación 

del RAGE mediante Western  blot.  
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V.2.‐ EXPRESIÓN EUCARIOTA DEL RAGE FUSIONADO A LA GFP  

Nuestro  grupo  de  investigación  ha  descrito  que  en  rata,  el  receptor  de 

productos avanzados de glicación (RAGE) presenta un alto grado de variabilidad. Se 

desconoce  si  las  diferentes  isoformas  descritas  presentan  la  misma  distribución 

subcelular y si ello podría tener alguna implicación en el síndrome diabético tardío.  

Hemos hecho construcciones en  las que  las  isoformas del receptor de AGEs 

de  rata  se han  fusionado  en  su  extremo  carboxilo  a  la proteína  fluorescente verde 

(GFP)  y  se  han  transfectado  en  distintas  líneas  de  células  eucariotas.  Estas 

construcciones  permitirían  visualizar  in  vivo  el  receptor mediante microscopía  de 

fluorescencia y confocal.  

En primer lugar hemos estudiado si esta aproximación experimental, que no 

ha sido empleada hasta ahora en el caso de RAGE, es válida y por tanto si este tipo 

de  construcciones  serían útiles para  el  estudio de  las  funciones del  receptor  y  sus 

diferentes isoformas. Por ello, se ha hecho una primera construcción para expresar la 

región codificante completa del RAGE fusionada con la GFP. 

V.2.1.‐ Diseño de la construcción 

Para realizar esta construcción se ha utilizado el vector de expresión eucariota 

pEGFP‐N3 que permite  la clonación de  la secuencia de  interés en el extremo amino 

de la GFP. En este vector se ha clonado la secuencia codificante del RAGE de manera 

que  el  inicio  de  la  expresión  del  RAGE  se  encuentre  optimizado  al  contener  una 

secuencia consenso de Kozac. Además, para poder generar  la proteína de fusión se 

ha eliminado la señal de parada de la traducción del RAGE.  
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La obtención de  la  construcción  en  el vector de  expresión  se hizo  según  el 

siguiente procedimiento: En primer lugar se amplificó por PCR la región codificante 

del RAGE. Para ello se diseñaron oligonucleótidos que amplifican desde el codón de 

inicio hasta el codón final y que incluyen sitios de restricción que permiten clonar la 

secuencia del RAGE en fase con el gen de la proteína verde fluorescente (NH2‐Green 

y  COOH‐Green).  El  producto  de  PCR  obtenido  a  partir  de  un  retrotranscrito  de 

pulmón de rata, se clonó en el vector pST1‐Blue, y se secuenció. A continuación, se 

subclonó entre  los  sitios de  restricción BglII y SalI del  sitio múltiple de  clonaje del 

vector de expresión pEGFP‐N3 (Figura V.8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.8.‐ Construcción para la expresión eucariota del receptor de productos avanzados 
de glicación de rata fusionado a GFP. 

PCR 
Ligación en pST1- Blue 

Bgl II 

Sal I 

RAGE  CDS  

T RAGE  CDS 

Bgl II Sal I 

T 



RESULTADOS 

139 

Una  vez  obtenida  esta  construcción,  se  transfectó  transitoriamente  en  las 

líneas  celulares  CHO‐k1  y Neuro‐2A  y  se  analizó  la  expresión  de  la  proteína  de 

fusión mediante RT‐PCR y Western‐blot.  

Para  el  análisis  del mRNA  que  codifica  para  la  proteína  de  fusión  se  ha 

aislado RNA total de células Neuro‐2A y CHO‐k1 transfectadas, se ha retrotranscrito 

a  cDNA  y  se  ha  amplificado  por  PCR  utilizado  oligonucleótidos  que  hibridan  de 

forma específica en la secuencia codificante del RAGE o de la GFP.  Como se muestra 

en la figura V.9, en los dos tipos celulares nuestra construcción se transcribe de forma 

adecuada  y  con  unos  niveles  elevados  puesto  que  se  obtienen  los  productos  de 

amplificación esperados.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.9.‐ Análisis  por RT‐PCR  del mRNA  que  codifica  para  la  proteína  de  fusión 
RAGE‐GFP en células CHO‐k1 y Neuro‐2A transfectadas con el plásmido pRAGE‐GFP. 
A‐ Esquema de  la  localización de  los oligonucleótidos utilizados: a: RAGE‐FO2 y 
RAGE‐RE, b: RAGE‐FO2 y GFP‐N, c: GFP‐F y GFP‐R. B‐ Separación en geles de 
agarosa de los productos amplificados. 
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  Después, analizamos la expresión de la proteína de fusión por Western‐blot en 

extractos celulares  totales de células CHO‐k1  transfectadas de  forma estable con  la 

construcción pRAGE‐GFP. Como control se utilizaron células sin transfectar y células 

transfectadas  con  el  plásmido  pEGFP‐N3.  Para  ello  se  utilizó  un  anticuerpo 

policlonal que  reconoce un  fragmento del RAGE  (frente a MBP‐Cito, descrito en el 

apartado V.1.2) y un anticuerpo monoclonal comercial frente a  la GFP. En  la figura 

V.10 se muestra un Western‐blot representativo: En células transfectadas con el vector 

pEGFP‐N3  se detecta una banda de  aproximadamente  30 kD  correspondiente  a  la 

proteína  fluorescente  verde,  cuando  se  usa  el  anticuerpo  frente  a  GFP  y  no  se 

detectan  bandas  específicas  con  el  anticuerpo  frente  al  RAGE.  En  células 

transfectadas  con  la  construcción  pRAGE‐GFP  se  detecta  una  banda  de 

aproximadamente 80 kD cuando se usan ambos anticuerpos. 

 
 
Figura V.10.  Análisis mediante Western‐blot  de  la  expresión  de  la  proteína  de  fusión  
RAGE‐GFP en células CHO‐k1. NT: Células sin transfectar, N3: Células transfectadas 
con pEGFP‐N3, RAGE: Células transfectadas con pRAGE‐GFP.  
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Por  tanto,  los  resultados de RT‐PCR y  los obtenidos mediante Western‐blot 

indican que la proteína de fusión RAGE‐GFP se expresa adecuadamente y de forma 

estable en los diferentes tipos celulares ensayados. 

V.2.2.‐ Localización subcelular  de la proteína RAGE‐GFP 

A continuación, hemos procedido a estudiar  la  localización subcelular de  la 

proteína  de  fusión  mediante  microscopía  de  fluorescencia  en  células  CHO‐k1 

transfectadas de forma estable con la construcción RAGE‐GFP. Estas células, que no 

expresan  el  RAGE  de  forma  endógena,  se  han  escogido  por  su  facilidad  de 

manipulación y transfección. 

Para  la  obtención  de  resultados  reproducibles  decidimos  el  aislamiento  y 

crecimiento de  clones que  expresasen de  forma estable nuestra proteína de  fusión. 

Para  la obtención de estos clones aislados, 48 horas después de  la  transfección,  las 

células se diluyeron en medio de cultivo con G‐418 como antibiótico de selección y 

una vez que crecieron como clones aislados, se seleccionaron  los  fluorescentes y se 

aislaron  utilizando  “cloning‐discsʺ  (Sigma).  Esto  permitió  trabajar  con  poblaciones 

celulares homogéneas. 

En  la  figura V.11 se muestran  imágenes de microscopía de  fluorescencia de 

los distintos  tipos de  clones  aislados. En un porcentaje muy  elevado de  los  clones 

analizados,  el  receptor  presenta  una  localización  en  membrana  plasmática  (1), 

mientras que existen algunos clones transfectados (en un porcentaje muy bajo) en los 

que se puede observar una  localización del RAGE‐GFP en el retículo endoplásmico 

(2) y en un menor porcentaje de clones una localización en el núcleo celular (3).  
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Figura V.11.‐ Localización subcelular del RAGE fusionado a GFP en células CHO‐k1. Se 
presentan  clones  con  distribución  subcelular  diferente mediante microscopía  de 
fluorescencia. Para la detección de la expresión de la GFP se ha empleado el filtro 
WB (Olympus). 

 

Es posible  que mutaciones  al  azar producidas  tras  la  transfección  originen 

proteínas  truncadas  en  las  que  el  receptor  se  haya  eliminado  y  observemos  la 

localización  nuclear  propia  de  la  proteína  fluorescente  verde  (de  hecho,  ha  sido 

descrito  que  en  el  caso  de  la  expresión  de  la  proteína  fluorescente  verde 

exclusivamente, ésta puede presentar una localización nuclear (Di Liegro et al., 2000). 

En el caso de los clones con localización en el retículo endoplásmico, esta localización 

puede ser debida a una pérdida de señales secundarias de destino, o bien se trata de 

una  situación  fisiológica  en  la  que  diferentes  estímulos  celulares  sean  capaces  de 

producir  la  translocación  del  receptor  desde  el  retículo  hasta  la  membrana 

plasmática.  

En el caso del mayor número de clones, aquellos que tienen una localización 

predominante de la fluorescencia en la membrana plasmática, hemos estudiado más 

detalladamente la localización subcelular del receptor mediante microscopía confocal 

de  fluorescencia. Este  estudio  se  ha  realizado  en diferentes  líneas  celulares.  Se  ha 

utilizado  la  línea  celular  CHO‐k1  que  no  expresa  RAGE  endógeno  y  las  líneas 

1 2 3
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celulares NRK‐52F y Neuro‐2A que sí expresan el receptor de forma endógena. Para 

ello,  las células  transfectadas  fueron cultivadas sobre un cubre estéril, se  fijaron en 

2% de paraformaldehido y se montaron en un portaobjetos sobre una gota de medio 

de montaje (Vectashield). Como control se han utilizado células transfectadas con el 

vector pEGFP‐N3 tal y como se muestra en la figura V.12.  

 

 

 

 

 

 
Figura  V.12.‐ Microscopía  confocal  de  fluorescencia  de  células  Neuro‐2A  y  CHO‐k1 
transfectadas con el plásmido pEGFP‐N3. 
 
 

En  el  caso de  la proteína de  fusión RAGE‐GFP  (Figura V.13),  en  todas  las 

líneas celulares analizadas, el receptor se localiza fundamentalmente en la membrana 

plasmática y en menor medida en el retículo endoplásmico, como cabría esperar.  
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Figura V.13.‐ Microscopía confocal de fluorescencia de células Neuro‐2A, CHO‐k1 y NRK 
transfectadas  con  la  construcción  pRAGE‐GFP.  La  caja  de  líneas  discontínuas 
corresponde a la zona ampliada para más detalle en la foto de la derecha.  
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Además  de  la  localización  en  la  membrana  cabe  destacar  dos  resultados 

complementarios.  En  primer  lugar,  en  la  línea  celular  Neuro‐2A  al  tratarse  de 

neuroblastomas, se produce  la  formación de neuritas y en  la membrana de ellas se 

expresa  específicamente  la  proteína  RAGE‐GFP  (Figura  V.13).  Otro  aspecto 

destacado  es  la  aparición  de  evaginaciones  de  la membrana  plasmática  o  “Blebs” 

(señalados con flechas en  la figura), que en principio pudieran ser debidas a que  la 

sobre‐expresión  del  receptor  favoreciese  fenómenos  de  apoptosis  en  estas  líneas 

celulares. Para comprobar esta posibilidad, estudiamos si  los núcleos de  las células 

transfectadas presentaban una morfología  típica de  células  en apoptosis. Para  ello, 

las células se montaron en medio de montaje con DAPI (que permite la visualización 

de  la morfología  nuclear)  y  el  doble marcaje  se  analizó mediante microscopía  de 

fluorescencia (Figura V.14).  

 

  

 

 

 
Figura V.14.‐ Tinción con DAPI de células Neuro‐2A  transfectadas con  la construcción 
pRAGE‐GFP. Las flechas indican las evaginaciones de la membrana. 

 

Como puede  observarse  en  la  figura  representativa V.14,  las  células  en  las 

que  aparecen  las  evaginaciones  de  la  membrana  no  presentan  una  morfología 

nuclear apoptótica. De hecho, la tasa de núcleos apoptóticos es ligeramente superior 

en  las  células  no  transfectadas  en  comparación  con  las  transfectadas  (datos  no 
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mostrados). Aunque una posibilidad es que  las evaginaciones puedan deberse a  la 

presencia de restos de los complejos lipídicos de la transfección, el hecho de que estas 

evaginaciones  permanezcan  en  cultivos  estables  y  que  han  sido  congelados  y 

crecidos tras la transfección, parece eliminar esta posibilidad. Creemos que la sobre‐

expresión del RAGE conduce a un aumento de la superficie celular, lo que genera las 

evaginaciones observadas. 

V.2.3.‐ Capacidad de unión a ligandos de la proteína RAGE‐GFP 

Una  vez  que  comprobamos  que  la  localización  subcelular  del  receptor 

fusionado  a GFP  era  como  cabía  esperar, mayoritaria  en  la membrana plasmática, 

decidimos estudiar su funcionalidad. En primer lugar, procedimos a determinar si la 

proteína  de  fusión mantenía  la  capacidad  de  unir  ligandos  en  cultivos  celulares. 

Aunque la GFP se ha fusionado en el extremo carboxilo del RAGE, y en principio no 

debe afectar a su capacidad de unión de ligandos (en el dominio variable, cerca del 

extremo amino como mostramos en el apartado V.1.1), hemos estudiado la capacidad 

de unir  ligandos del  receptor  fusionado a  la proteína  fluorescente verde en células 

CHO‐k1  y Neuro‐2A. Como  ligando  del RAGE  hemos  utilizado  albúmina  bovina 

glicada  irreversiblemente  (AGE‐BSA). Para algunos  estudios  los AGEs‐BSA  se han 

marcado  con  diferentes  fluoróforos  como  Rodamina  B  o  Texas‐red  (Apartado 

IV.4.3.6. de Materiales y Métodos).  

Para  el  estudio  de  la  capacidad  de  unión  a  ligandos  de  las  proteínas  de 

fusión,  células  CHO‐k1  y  Neuro‐2A  transfectadas  con  el  pRAGE‐GFP  fueron 

cultivadas sobre un cubre estéril hasta una confluencia del 50‐60%. A continuación, 

se incubaron durante 3 horas con 5 μg/mL de AGEs‐BSA marcados con rodamina o 

50  μg/mL  de  AGEs‐BSA marcados  con  Texas‐red  en medio  de  bloqueo  (DMEM 

suplementado con  3% de BSA) a 37 °C. Las células se lavaron 3 veces con PBS frío, se  
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Figura V.15.‐ Unión de AGEs‐Rodamina a células CHO‐k1 (A) y de AGEs‐Texas‐Red a 
células Neuro‐2A  (B y C),  transfectadas  con  la  construcción  pRAGE‐GFP.  1: Emisión 
para GFP. 2: Emisión para Rodamina o Texas‐red. 3: Imagen conjunta para GFP y 
para  Rodamina  o  Texas  red.  La  caja  de  líneas  discontinuas  corresponde  a  una 
porción de membrana plasmática que se muestra con más detalle en la figura V.16. 
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fijaron  con paraformaldehido y  se  analizaron mediante microscopía  confocal. Para 

ello se utilizaron láseres de excitación específicos para la GFP y la rodamina o Texas‐

red, empleados secuencialmente y ventanas de emisión que no se solapaban para los 

distintos  fluoróforos  (GFP,  rodamina o Texas‐red). Experimentos utilizando células 

marcadas sólo con el RAGE‐GFP, rodamina o Texas‐red nos permitieron comprobar 

la especificidad de las señales de emisión detectadas. 

Como  se  observa  en  la  figura V.15,  las  señales de  fluorescencia debidas  al 

receptor  (verde)  y  a  los  ligandos  (rojo)  colocalizan  en  la  membrana  plasmática 

(amarillo), por lo que cabe concluir que el receptor fusionado a GFP une ligandos. Un 

detalle  de  la membrana  plasmática  de  estas  células  se muestra  en  la  figura V.16. 

Además se observa que en el interior de la célula se produce también en cierto grado 

una colocalización de  las  fluorescencias verde y roja. Esto sugiere  la posibilidad de 

que  tras  la  unión  del  receptor  al  ligando,  se  produzca  una  internalización  del 

complejo al citosol de la célula. 

 

 

 

 

Figura V.16.‐ Microscopía de fluorescencia de la membrana plasmática de células CHO‐k1 
(A)  y  células  Neuro‐2A  (B  y  C),  transfectadas  con  la  construcción  pRAGE‐GFP  y 
incubadas con BSA‐AGEs marcados con Rodamina o Texas –Red. 
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Por tanto, los resultados de localización subcelular y medida de la capacidad 

de  unión  a  ligandos,  validan  el  uso  de  nuestra  proteína  de  fusión  para  la 

caracterización  del  receptor  de  productos  avanzados  de  glicación  de  rata  y  sus 

distintas  isoformas  ya  que  la  proteína  expresada  en  células  eucariotas  tiene  la 

localización subcelular esperada y mantiene la capacidad de unión a ligandos.  

V.2.4.‐ Capacidad de generación de señales intracelulares mediada por la proteína 

RAGE‐GFP 

A  continuación,  hemos  procedido  al  estudio  de  la  capacidad  de  generar 

respuestas  intracelulares  del  receptor  fusionado  a  la  GFP.  Se  ha  descrito  que  el 

dominio citosólico del RAGE es crítico para la señalización intracelular (Huttunen et 

al.,  1999).  Sin  embargo,  ya  que  en  nuestro modelo  este  dominio  citosólico  se  ha 

fusionado a la GFP, la determinación de la funcionalidad del receptor era importante 

para validar su utilidad y descartar un bloqueo de la capacidad de transducción de 

señales debido a la fusión con la GFP. 

Ya  que  la  unión  de  ligandos  al  RAGE  induce  la  activación  de  la  ruta  de 

señalización  de  MAP  kinasas  mediada  por  ERK1/2  (Lander  et  al.,  1997),  se  ha 

cuantificado  la  fosforilación de ERKs  en  respuesta  a  la unión de AGEs  en  células 

Neuro‐2A  transfectadas  de  forma  estable  con  la  construcción  pRAGE‐GFP  e 

incubadas  con  AGE‐BSA  (100  μg/mL)  durante  30 minutos.  Como  control  se  han 

utilizado células  sin  transfectar y células  transfectadas con el plásmido pEGFP‐N3, 

que codifica para    la GFP sin  fusionar. El nivel de expresión de ERK 1/2  total y de 

ERKs fosforiladas se ha determinado por Western‐blot (Figura V.17). 

En  células  Neuro‐2A  que  sobre‐expresan  el  RAGE  (transfectadas  con  el 

pRAGE‐GFP) se observa una incremento muy significativo de la fosforilación de ERK 
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1/2 cuando se incuban con AGEs, mientras que no hay modificación de los niveles de 

ERKs totales. Este incremento de la fosforilación de ERK 1/2 tras la adición de AGEs 

es muy  inferior en células sin  transfectar o  transfectadas con pEGFP‐N3, efecto que 

puede corresponderse con la presencia de RAGE endógeno expresado naturalmente 

por esta línea celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  V.17.‐  Fosforilación  de  ERKs  mediada  por  RAGE  en  células  Neuro  2A 
transfectadas con pRAGE‐GFP. A‐ Western‐blot con anticuerpos  frente a ERK 1/2   y 
frente a fosfo‐ERK 1/2 de células Neuro 2A, transfectadas o no, incubadas con (+) o 
sin AGEs (‐). B‐ Intensidad relativa de las bandas del Western‐blot. Los resultados 
se expresan como media ± SEM. (n=4). a: p<0,02 con respecto a las mismas células 
sin AGEs.  
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Un aspecto importante al estudiar las cascadas de señalización intracelulares 

reguladas por  fosforilación es  la  respuesta  temporal  frente a  los efectores. Por ello,  

hemos estudiado la fosforilación de ERKs mediada por RAGE a lo largo del tiempo 

(Figura  V.18).  Como  puede  observarse  en  esta  figura  la  fosforilación  de  ERKs 

mediada por  la unión AGEs‐RAGE‐GFP  es dependiente del  tiempo y presenta un 

máximo de respuesta a los 15 minutos, manteniéndose un grado alto de fosforilación 

al menos durante 60 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura  V.18.‐  Fosforilación  de  ERKs  mediada  por  RAGE  con  respecto  al  tiempo.  A‐ 
Western‐blot. B‐ Intensidad relativa de las bandas del Western‐blot.  
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Se  ha  descrito  que  como  consecuencia  de  la  cadena  de  transducción  de 

señales mediada por  el RAGE  se produce  la  activación del  factor de  transcripción 

NF‐κB.  Esta  activación  conduce  a  su  translocación  desde  el  citosol  al  núcleo 

(Kislinger et al., 1999). Para determinar la posible activación de NF‐κB en respuesta a 

la adición de AGEs, se ha realizado un EMSA en extractos nucleares de células CHO‐

k1  transfectadas de  forma  estable  con  la  construcción pRAGE‐GFP. Cabe destacar 

que esta línea celular no expresa de forma endógena el receptor de AGEs y que por 

tanto carece de capacidad de responder a los mismos. En estos experimentos hemos 

usado  como  control  células  sin  transfectar  y  células  transfectadas  con  el plásmido 

pEGFP‐N3.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.19.‐ Activación de  la unión de NF‐κB a DNA mediada por RAGE  en  células 
CHO‐k1  transfectadas  con  pRAGE‐GFP.  Extractos  nucleares  obtenidos  de  células 
CHO‐k1 con (+) o sin AGEs (‐) se incubaron con la secuencia consenso del factor de 
transcripción NF‐κB marcada  radioactivamente. Para  comprobar  la  especificidad 
de  la unión se añadió a una muestra de células  transfectadas con  la construcción 
pRAGE‐GFP e  incubadas con AGEs un exceso de sonda sin marcar  (++). La calle 
marcada  como  sonda  corresponde  a  una  muestra  con  sonda  en  ausencia  de 
extractos nucleares. 
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En células CHO‐k1 transfectadas con la construcción pRAGE‐GFP se observa 

una activación significativa de NF‐κB, que se ve incrementada cuando se incuban con 

AGEs; la activación es menor en las células control (Figura V.19). Aunque esta línea 

celular no expresa RAGE de  forma endógena,  la actividad observada en células no 

transfectadas  con  el RAGE, puede deberse  a  la presencia  en  estas  células de otros 

receptores capaces de estimular  la  translocación al núcleo de NF‐κB. Se ha descrito 

que la localización nuclear de la GFP produce una activación celular (Agbulut et al., 

2006),  lo  que  puede  explicar  la  activación  de  NF‐κB  observada  en  las  células 

transfectadas  con  el  vector  pEGFP‐N3.  Sin  embargo,  este  artefacto  debido  a  la 

localización nuclear de  la GFP  en  ausencia de  señales  específicas de destino de  la 

misma, no debe aplicarse a nuestra proteína de fusión, ya que ésta se  localiza en  la 

membrana plasmática. 

Por tanto, nuestro sistema de expresión en células eucariotas del RAGE como 

proteína  de  fusión  con  la  GFP  cumple  todos  los  requisitos  para  ser  considerado 

válido:  Se  localiza  mayoritariamente  en  la  membrana  plasmática,  conserva  la 

capacidad  de  unir  ligandos,  media  el  estímulo  de  cascadas  de  transducción  de 

señales y desencadena respuestas intracelulares.  

 

V.3.‐ PAPEL DE LA INTERNALIZACIÓN DEL RAGE EN LA GENERACIÓN DE 

RESPUESTAS INTRACELULARES 

En  los estudios de unión a  ligandos al  receptor de AGEs  fusionado a GFP, 

hemos  observado  que  la  unión  del  RAGE  a  sus  ligandos  puede  conducir  a  una 

internalización del complejo al interior de la célula (Figura V.20).  
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Figura V.20.‐ Detalle del  interior celular de  las células mostradas  en  la  figura V.15. A‐ 
Células CHO‐k1. B‐ Células Neuro‐2A. 

 

Para confirmar este resultado y determinar qué importancia puede tener en la 

producción  de  señales  intracelulares,  células  Neuro  2A  transfectadas  con  la 

construcción  pRAGE‐GFP  se  han  incubado  con AGEs‐BSA  sin marcar  durante  12 

horas y se ha estudiado la localización subcelular del receptor antes y después de la 

adición del ligando al cultivo celular mediante microscopía de fluorescencia.  

 

 

 

 

 

 
 
Figura V.21.‐  Localización  subcelular  del  RAGE  tras  la  adición  de  ligandos.  Células 
Neuro  2A  se  transfectaron  con  la  construcción  pRAGE‐GFP  y  se  incubaron  con 
AGEs  durante  12  horas. La  localización  de  la  fluorescencia  se  analizó mediante 
microscopía de fluorescencia.  
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Como puede verse en la figura V.21, antes de la adición de AGEs, el receptor 

se localiza fundamentalmente en la membrana plasmática y en menor medida en el 

retículo endoplásmico. Tras  la unión de  los  ligandos a su  receptor,  la  fluorescencia 

asociada a  la proteína  fluorescente verde  fusionada al RAGE se  localiza  tanto en  la 

membrana  plasmática  como  en  el  interior  de  la  célula,  por  lo  que  el  patrón  de 

distribución de las intensidades relativas entre la membrana plasmática y el interior 

celular parece indicar que ocurre un proceso de internalización. 

Puesto que la unión del receptor a ligandos parece promover un fenómeno de 

internalización,  hemos  procedido  a  estudiar  la  importancia  de  este  proceso  en  el 

desencadenamiento de  señales  intracelulares. Para ello, hemos preincubado células 

Neuro‐2A transfectadas con la construcción pRAGE‐GFP con un inhibidor específico 

de la internalización de receptores, dansyl‐cadaverina (100 μM) (Schütze et al., 1999), 

durante  30 minutos  antes de  la  adición de  los AGEs. A  continuación  y  ya  que  la 

unión de AGEs a su receptor promueve la transducción de señales mediante la ruta 

de MAP kinasas, se ha cuantificado  la  fosforilación de ERKs mediada por  la unión 

RAGE‐AGEs.  

La  preincubación  con  dansyl‐cadaverina  del  cultivo  celular  es  capaz  de 

prevenir la fosforilación de ERK en respuesta a la adición de AGEs y por tanto parece 

mostrar que el proceso de  internalización es  relevante en el desencadenamiento de 

respuestas intracelulares (Figura V.22). 

 

 

 



RESULTADOS 

156 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.22.‐  Inhibición de la fosforilación de ERKs por bloqueo de la internalización del 
RAGE. A‐ Western‐blot a partir de células Neuro‐2A transfectadas con pRAGE‐GFP 
y incubadas con (+) o  sin AGEs (‐), DC: dansyl‐cadaverina.  B‐ Intensidad relativa 
de las bandas del Western‐blot. Los resultados se expresan como media ± SEM.   a: 
p<0,02  con  respecto  a  las mismas  células  sin AGEs; b: p<0,03  con  respecto  a  las 
mismas células con AGEs y con dansyl‐cadaverina (n = 4). 

 

Se ha descrito que en el promotor del  receptor de productos avanzados de 

glicación  existen dos  sitios de unión de NF‐κB  (Li &  Schmidt,  1997). Por  tanto,  el 

incremento de  la concentración de AGEs, desencadena a  través del propio receptor 

un  aumento de  los niveles nucleares de NF‐κB  lo  que produce un  aumento de  la 

expresión  del  receptor.  Una  forma  de  estudiar  la  vía  completa  de  señalización 

desencadenada por la unión de AGEs al receptor, es midiendo la estimulación de la 

actividad  promotora  del  gen  del  RAGE  en  respuesta  a  AGEs.  Para  ello,  se  han 

transfectado  células Neuro‐2A  con un plásmido en  el que  la  región promotora del 
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RAGE  controla  la  expresión  del  gen  de  la  luciferasa  (ver  apartado  V.6.1. 

correspondiente al estudio del promotor del RAGE de rata), y se ha determinado la 

actividad  luciferasa  tras  la  adición  de  AGEs  al medio  de  cultivo  en  presencia  o 

ausencia de dansyl‐cadaverina (Figura V.23). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.23.‐ Niveles de expresión de luciferasa mediados por el promotor del RAGE. DC: 
dansyl‐cadaverina. Los  resultados se expresan como media ± SEM. a: p<0,01 con 
respecto a las mismas células sin AGEs; b: p<0,01 con respecto a las mismas células 
con AGEs y con dansylcadaverina (n=5). 

 

Por  tanto, nuestros  resultados  indican que  la unión de  ligandos al  receptor 

promueve  la  internalización  del  mismo  y  que  este  fenómeno  de  internalización 

parece ser un proceso clave en el desencadenamiento de repuestas intracelulares, ya 

que  en  células pre‐incubadas  con dansyl‐cadaverina,  se bloquea  la  fosforilación de 

ERKs mediada  por AGEs‐RAGE  así  como  la  sobre‐expresión  del  propio  receptor 

mediada  por  un  incremento  de  la  actividad  promotora  en  su  gen  debida  a  la 

interacción AGEs‐RAGE. 
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V.4.‐ USO DE LAS PROTEÍNAS DE FUSIÓN CON LA GFP PARA EL ESTUDIO 

DE LA ISOFORMA DEL RECEPTOR DE AGES CARENTE DEL EXÓN 9 

Existen dos  isoformas del RAGE de  rata  generadas por  splicing  alternativo 

que difieren en  la presencia o ausencia del exón 9 que codifica para 9 aminoácidos 

del dominio  extracelular,  estos aminoácidos  se  localizan  en una  región próxima al 

dominio transmembrana. (Girón et al., 1998). Aunque estas dos isoformas del RAGE 

se  diferencian  solamente  en  nueve  aminoácidos  (cuatro  de  ellos  de  carácter 

netamente  ácido) nos planteamos  la posibilidad de que  esta  isoforma del  receptor 

presentara una diferente afinidad y/o  especificidad por  los  ligandos, una diferente 

distribución  subcelular,  alterase  el  proceso  de  transducción  de  señales  al  interior 

celular  tras  la adición de  ligandos o finalmente  tuviese un papel en el control post‐

transcripcional de la expresión del receptor.  

Una vez que hemos validado nuestra aproximación experimental en la que el 

RAGE  ha  sido  fusionado  a  GFP,  hemos  aplicado  esta  estrategia  para  estudiar  el 

comportamiento de la isoforma del RAGE carente del exón 9. Para ello, se ha hecho 

una construcción similar a la que ya teníamos para el receptor completo pero con el 

RAGE sin exón 9 (Figura V.24).  

 

 
 
 
 
 
Figura V.24. Esquema de la construcción que codifica para la proteína de fusión RAGEΔ9‐
GFP, comparada con  la construcción pRAGE‐GFP. En  la parte  inferior se muestra un 
esquema  de  los  dominios  del  RAGE.  EC:  dominio  extracelular;  TM:  dominio 
transmembrana; C: dominio citosólico. 
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En primer lugar, hemos analizado la localización subcelular de esta isoforma 

en células CHO‐k1 transfectadas de forma estable con esta construcción. La inmensa 

mayoría  de  los  clones  analizados  presentan  la  fluorescencia  en  la  membrana 

plasmática  (Figura  V.25),  aunque  también,  al  igual  que  sucede  con  la  isoforma 

completa  del  receptor,  existen  algunos  clones  en  los  que  la  proteína  de  fusión 

RAGEΔ9‐GFP se encuentra en el retículo endoplásmico o en el núcleo. 

 

 

 

 
 
Figura V.25.‐ Localización subcelular del RAGEΔ9 fusionado a GFP en células CHO‐k1. 
Se presentan clones con distribución subcelular diferente: 1‐ Membrana plasmática, 
2‐ Retículo endoplásmico, 3‐ Núcleo. 
 

 

Además,  hemos  estudiado  la  localización  subcelular  de  esta  isoforma  del 

receptor mediante microscopía confocal de fluorescencia en las líneas celulares CHO‐

k1 y Neuro‐2A (Figura V.26). Se observa de nuevo que  la  isoforma del receptor sin 

exón  9  se  localiza  fundamentalmente  en  la membrana  plasmática  y  en  el  retículo 

endoplásmico.  
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Figura  V.26.‐ Microscopía  confocal  de  fluorescencia  de  células  Neuro‐2A  y  CHO‐k1 
transfectadas  con  la  construcción  pRAGEΔ9‐GFP.  La  caja  de  líneas  discontínuas 
corresponde a la zona ampliada para más detalle en la foto de la derecha. 
 

También  aparecen  las  evaginaciones  de  la membrana  observadas  para  la 

isoforma  completa  del  receptor  (señaladas  con  flechas  en  la  figura  V.26).  Los 

resultados de la tinción con DAPI, indican que tampoco se deben a apoptosis (figura 

V.27), por tanto esto nos confirma nuestra hipótesis que las evaginaciones observadas 

se deben a un incremento de la superficie celular por la sobreexpresión del receptor. 

 

Neuro-2A 

CHO-k1 
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Figura V.27.‐ Tinción con DAPI de células Neuro‐2A  transfectadas con  la construcción 
pRAGEΔ9‐GFP.  

 

Además, hemos confirmado la distribución subcelular del receptor de AGEs, 

forma completa y carente del exón 9, fusionadas a GFP mediante Western‐blot. Se ha 

partido de clones transfectados con las construcciones pRAGEΔ9‐GFP y pRAGE‐GFP 

y  se  ha  aislado  la  fracción  de  membranas  plasmáticas  mediante  centrifugación 

diferencial. Se ha analizado la presencia del receptor de AGEs fusionado a GFP en la 

fracción  de  membranas  plasmáticas  mediante Western‐blot  utilizando  anticuerpos 

frente a GFP y frente al RAGE (Figura V.28).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.28. Análisis mediante Western‐blot de la expresión en membrana plasmática de 
las proteínas RAGE‐GFP y RAGEΔ9‐GFP en células CHO‐k1. 
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Por tanto, los resultados de microscopía confocal y Western‐blot indican que el 

receptor de AGEs de rata, tanto cuando el exón 9 se encuentra presente como cuando 

este  exón  se  ha  eliminado por  splicing  alternativo,  tiene un patrón de  localización 

subcelular idéntico. 

Los resultados de Western‐blot, obtenidos a partir de membranas plasmáticas 

de clones aislados,  parecen indicar que el nivel de expresión de la isoforma RAGEΔ9 

es menor. Para comprobar si es cierto que la isoforma carente del exón 9 presenta una 

menor  expresión  en  la  membrana  plasmática  y  descartar  que  las  diferencias  de 

intensidad de  las bandas del Western‐blot se debiesen a que  los clones comparados 

no  presentasen  el mismo  porcentaje  de  células  transfectadas  (aunque  se  trata  de 

clones aislados),  se ha  cuantificado  la  intensidad de  fluorescencia  en  la membrana 

plasmática  de  células  transfectadas  con  cada  una  de  las  isoformas  del  receptor 

(Figura V.29). La intensidad de fluorescencia total es  igual en  las dos  isoformas, sin 

embargo  la  intensidad  de  fluorescencia  en  la  membrana  plasmática  es 

significativamente mayor en la isoforma completa del receptor.      
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Figura  V.29.  Expresión  en  la  membrana  plasmática  de  las  isoformas  RAGE‐GFP  y 
RAGEΔ9‐GFP. A‐ Microscopía de  fluorescencia de  células CHO‐k1  transfectadas 
con la construcción pRAGE‐GFP y pRAGEΔ9‐GFP. B‐ Medida de la intensidad de 
fluorescencia en la membrana plasmática de las células. Los resultados se expresan 
como media ± SEM. a: p<0,01 con respecto a las células transfectadas con pRAGE‐
GFP. (n=10). 
 

Aunque la ausencia del exón 9 origine una menor expresión en la membrana 

plasmática,  la  isoforma mantiene  una  localización  subcelular  predominante  en  la 

membrana  plasmática  y  por  tanto  nos  planteamos  si  se  trataba  de  una  isoforma 

funcional capaz de unir ligandos y desencadenar respuestas intracelulares. Por ello, 

en  primer  lugar  nos  planteamos  estudiar  su  capacidad  para  unir  ligandos.  Así, 

células  CHO‐k1  y  Neuro‐2A  transfectadas  con  pRAGEΔ9‐GFP  se  incubaron  con 
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AGEs‐BSA  marcados  con  rodamina  o  AGEs‐BSA  marcados  con  texas‐red  y  se 

analizaron mediante microscopía confocal (Figura V.30). 

 

 
 
Figura V.30.‐ Unión de AGEs‐Rodamina a células CHO‐k1 transfectadas con el plásmido 
pRAGEΔ9‐GFP  (A)  y  de  AGEs‐Texas‐Red  a  células  Neuro‐2A  transfectadas  con  la 
construcción pRAGEΔ9‐GFP (B). 1: Emisión para GFP. 2: Emisión para Rodamina o 
Texas‐red. 3: Imagen conjunta para GFP y para Rodamina o Texas red.  

 

Como se observa en la figura V.30, la isoforma RAGEΔ9 conserva también la 

capacidad de unir  ligandos. Así mismo,  la  colocalización de  fluorescencia verde y 

roja  en  la membrana  plasmática  y  en  el  interior  celular  parece  indicar  que  esta 

isoforma no sólo une ligandos sino que es capaz de promover la  internalización  del 

complejo receptor‐ligando al interior de la célula. Como se mostrará más adelante en 
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este  apartado,  resultados  obtenidos  en  presencia  o  ausencia  de  dansyl‐cadaverina 

apoyan la idea de un proceso de internalización del receptor carente del exón 9. 

En  vista  de  los  resultados  obtenidos,  nos  planteamos  como  una  segunda 

hipótesis que  esta  isoforma podría  tener una  función  similar a  la  isoforma  soluble 

descrita para el RAGE humano (sRAGE) (Yonekura et al., 2003). Esta isoforma carece 

del dominio transmembrana y citosólico del receptor, por lo que une ligandos  pero 

no  desencadena  señales  intracelulares,  bloqueando  las  respuestas  intracelulares 

debidas  al  receptor  por  “secuestro”  de  sus  ligandos.  En  nuestro  caso,  el  receptor 

conservaría la localización en la membrana plasmática pero carecería de la capacidad 

de estimular rutas de transducción de señales como las de las MAP kinasas. 

Para  comprobarlo,  se  ha  cuantificado  por  Western‐blot  la  fosforilación  de 

ERKs  en  respuesta  a  la  adición  AGEs,  en  células Neuro‐2A  transfectadas  con  la 

construcción pRAGEΔ9‐GFP. Como se observa en  la figura V.31,  la unión de AGEs 

aumenta  la  fosforilación de ERK  1/2 mediada por  la proteína RAGEΔ9‐GFP  y por 

tanto daría lugar a una activación celular.  

Además  hemos  ensayado  si  la  generación  de  respuestas  intracelulares 

requiere  también  la  internalización  de  la  proteína  RAGEΔ9‐GFP,  para  ello,  se  ha 

determinado  la  fosforilación de ERKs en respuesta a AGEs en presencia de dansyl‐

cadaverina  (Figura  V.31).  La  preincubación  con  dansyl‐cadaverina  bloquea  la 

fosforilación de ERKs mediada por  la  interacción AGEs‐RAGEΔ9, por  tanto parece 

mostrar que en esta isoforma, el proceso de internalización también es relevante en el 

desencadenamiento de respuestas intracelulares. 
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Figura V.31.‐ Fosforilación de ERKs mediada por RAGEΔ9‐GFP. A‐ Western‐blot con 
anticuerpos  frente  a  ERK  1/2  y  frente  a  fosfo‐ERK  1/2  de  células  Neuro  2A 
incubadas con (+) o sin AGEs (‐). DC: dansyl‐cadaverina. B‐ Intensidad relativa de 
las  bandas  del Western‐blot.  Los  resultados  se  expresan  como media  ±  SEM.  a: 
p<0,03 con respecto a las mismas células sin AGEs o las mismas células con AGEs y 
con dansyl‐cadaverina (n=4).   

 

Además, hemos determinado  la activación de NF‐κB en extractos nucleares 

de células Neuro‐2A transfectadas con la construcción pRAGEΔ9‐GFP, en respuesta 

a la adición de AGEs al medio de cultivo. La activación de NF‐κB en estas células se 

ha comparado con la activación en células sin transfectar y células transfectadas con 

la construcción RAGE‐GFP (Figura V.32). 
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Figura  V.32.‐  Activación  de  NF‐κB  por  la  isoforma  RAGEΔ9.  Extractos  nucleares 
obtenidos de células Neuro‐2A con (+) o sin AGEs (‐) se incubaron con la secuencia 
de  reconocimiento del  factor de  transcripción NF‐κB marcada  radioactivamente. 
(++): con AGEs y con un exceso de sonda sin marcar. La flecha indica la posición de 
la sonda retardada por su unión a NF‐κB. 

 

Así,  los  resultados del EMSA y de  la  fosforilación de ERKs  indican que  la 

isoforma del  receptor de AGEs de  rata que carece del exón 9 es capaz de producir 

activación celular.  

  Por  tanto,  nuestros  resultados  acerca  de  la  funcionalidad  de  la  isoforma 

carente del exón 9 del receptor de AGEs de rata parecen indicar que es una isoforma 

funcional,  capaz  de unir  ligandos  y desencadenar  respuestas  intracelulares  tras  la 

internalización del  complejo  ligando‐receptor  y que  sólo  se diferencia de  la  forma 

completa del RAGE en que se expresa menos la membrana plasmática celular. Puesto 

que nuestras construcciones se expresan  todas ellas desde un promotor  fuerte, esta 

menor expresión en la membrana se debería a una regulación post‐traduccional de la 

expresión en la que estuviese implicado el exón 9. 
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V.5.‐  GENERACIÓN  DE  ISOFORMAS  DEL  RAGE  DE  RATA MEDIANTE  EL 

USO  DE  INICIOS  ALTERNATIVOS  DE  LA  TRANSCRIPCIÓN. 

RELEVANCIA DE LA ISFORMA GENERADA 

En  estudios  previos  realizados  por  nuestro  grupo  de  investigación,  hemos 

descrito la posibilidad de uso de dos diferentes inicios de la transcripción del gen del 

RAGE mediante técnicas de extensión de cebadores.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura V.33.‐ Extensión de cebadores del  extremo 5’ del mRNA del RAGE. RNA  total 
aislado de  pulmón  y  riñón  de  rata  se  retrotranscribieron  con  el  oligonucleótido 
RAGE‐11 marcado  con  radioactividad.  Los  productos  extendidos  se  analizaron 
mediante  eletroforesis  desnaturalizante.  PC:  Pulmón  control;  PD:  Pulmón 
diabético; RC: Riñón control; RD: Riñón diabético.   Las flechas indican las bandas 
detectadas. 

Estos resultados iniciales indicaban la posibilidad de que el uso del segundo 

inicio de la transcripción diese lugar a un tránscrito que codificase para una proteína 
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más pequeña que, manteniendo  la misma pauta de  lectura, careciese de  la señal de 

exportación al retículo endoplásmico.  

Los resultados mostrados en la figura V.33 confirman resultados preliminares 

anteriores al inicio de esta Tesis Doctoral (Caballero, 2004). Puesto que la técnica de 

extensión de  cebadores  origina  en  algunas  ocasiones  artefactos  que  conducen  a  la 

suposición de la existencia de más inicios de la transcripción de los reales, en primer 

lugar  decidimos  confirmar  el  uso  de  los  dos  supuestos  inicios  de  la  transcripción 

para  el  RAGE  de  rata.  Para  ello,  hemos  utilizado  una  técnica  alternativa  que 

complementa  los  resultados  obtenidos  en  la  extensión  de  cebadores,  la  técnica  de 

RACE (Rapid Amplification cDNA ends).  

Para  realizar  esta  técnica, hemos  aislado   RNA  total de pulmón,  cerebro  y 

riñón  de  rata  que  se  ha  retrotranscrito  utilizando  un  oligonucleótido  específico, 

RACE‐1 que hibrida en el exón 3 del gen del RAGE de rata. A continuación, se ha 

adicionado  una  cola  de  poli A  en  el  extremo  5’  del  cDNA  sintetizado  utilizando 

transferasa  terminal  y  se  han  realizado  reacciones  de  PCR  para  amplificar  los 

productos obtenidos.   En  la primera  reacción de PCR  se utilizó  el oligonucleótido 

RACE‐1 y un oligonucleótido dT‐NotI  complementario a  la  cola de poli A, y  en  la 

segunda reacción de PCR se utilizó el oligonucleótido RACE‐2 que hibrida en el exón 

2  y  el  oligonucleótido NotI.  Para  la  identificación  de  las  secuencias  específicas  de 

DNA  hemos  utilizado  la  técnica  de  Southern‐blot  utilizando  como  sonda  el 

oligonucleótido  RAGE‐NH2 marcado  con  dUTP‐digoxigenina. Un  esquema  de  las 

posiciones relativas de los oligonucleótidos utilizados se indica en la figura V.34A. 
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Figura V.34.‐ Amplificación por la técnica de RACE del extremo 5´‐UTR del mRNA del 
RAGE de rata. A‐ Esquema de la hibridación de los oligonucleótidos utilizados. B‐ 
Southern‐blot. a: Gel  transferido. b: Película  revelada  con quimioluminiscencia. P: 
Pulmón, C: Cerebro, R: Riñón. Las flechas indican las bandas identificadas. 

 

Como puede verse en la figura V.34B, en cerebro y en pulmón se detectan dos 

bandas cuyo tamaño coincide con el esperado según la secuencia deducida para los 

dos posibles  tránscritos del gen del RAGE.   Para poder confirmar  inequívocamente 

que se trata de los dos tránscritos esperados, las dos bandas detectadas se han eluído 

del gel de agarosa, y se han clonado en el vector pST1‐Blue para su secuenciación. 
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Tras  secuenciar  dos  clones  aislados  correspondientes  a  cada  banda,  las 

secuencias  obtenidas  se  han  comparado  con  la  secuencia  del  RAGE  y  se  han 

mapeado  los  inicios de  la  transcripción. Nuestros resultados obtenidos mediante  la 

técnica de RACE, en al menos dos tejidos diferentes confirman los resultados que se 

obtuvieron mediante extensión de cebadores y por tanto hemos dado por establecida 

la existencia de dos tránscritos del gen del RAGE. Un esquema de las dos posiciones 

del  inicio de  la transcripción hallada mediante  la técnica de RACE se muestra en  la 

figura V.35.   

                                               
Figura V.35.‐ Secuencias  correspondientes  al  extremo  5´  del mRNA  del RAGE  de  rata 
deducidas  a partir de  los distintos  clones  obtenidos. Negro:  secuencia de  la banda de 
mayor tamaño. Azul: secuencia de la banda de menor tamaño. Rojo: secuencia de 
aminoácidos. Los posibles  codones de  inicio de  la  traducción  están  en negrita y 
subrayados. La  secuencia de exportación al  retículo endoplásmico  se muestra en 
amarillo. El punto de procesamiento de la misma se marca con una flecha.  
 

Puesto que aunque ambos  tránscritos deben codificar prácticamente para  la 

misma  proteína  madura  procesada  del  RAGE,  es  probable  que  la  localización 

subcelular  de  las  proteínas  codificadas  por  estos  dos  tránscritos  sea  diferente  al 

carecer uno de ellos de la señal de exportación al retículo endoplásmico.  

                                     M  P  T  G  T  V  A  R  A 
 5´-AGACAGAACCAGGAGCCTGGGAAGGAAGCACCATGCCAACGGGGACAGTAGCTAGAGCC 
                                      5´-AACGGGGACAGTAGCTAGAGCC 
     
    W  V  L  V  L  A  L  W  G  A  V  A  G  G  Q  N  I  T  A  R 
   TGGGTACTGGTTCTTGCTCTGTGGGGAGCCGTAGCTGGTGGTCAGAACATCACAGCCCGG 
   TGGGTACTGGTTCTTGCTCTGTGGGGAGCCGTAGCTGGTGGTCAGAACATCACAGCCCGG 
          
    I  G  E  P  L  M  L  S  C  K  G  A  P  K  K  P  T  Q 
   ATCGGAGAGCCACTTATGCTGAGCTGTAAGGGGGCCCCTAAGAAGCCAACCCAG 
   ATCGGAGAGCCACTTATGCTGAGCTGTAAGGGGGCCCCTAAGAAGCCAACCCAG 
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Para confirmar la posible localización citosólica de la proteína codificada por 

el  tránscrito  de  menor  tamaño  hemos  estudiado  la  distribución  subcelular  del 

receptor  en distintos  tejidos de  rata.  Se  ha  hecho un  fraccionamiento  subcelular  a 

partir de pulmón y cerebro de rata y en  las  fracciones obtenidas se ha analizado  la 

presencia  del  receptor  mediante Western‐blot  utilizando  los  anticuerpos  frente  al 

receptor obtenidos en nuestro laboratorio (Apartado V.1.2.). Como puede verse en la 

figura V.36,  en  cerebro  y  en pulmón de  rata  existe una  isoforma del  receptor  con 

localización citosólica.  

 

 

 
Figura V.36.‐ Distribución subcelular del RAGE. FT: Fracción Total. MP: Membrana 
plasmática. MIC: Microsomas.  CIT: Citosol. 

 

Hemos  hecho  una  construcción  que  expresa  en  células  eucariotas  una 

proteína de fusión de la proteína codificada por el tránscrito de menor tamaño (que a 

partir  de  ahora  denominaremos  RAGE  intracelular)  con  la  proteína  fluorescente 

verde (GFP), similar a las construcciones que ya teníamos para la proteína codificada 

por el  tránscrito de mayor  tamaño  (RAGE‐GFP). Estas construcciones nos permiten 

detectar de forma rápida diferencias de localización entre ambas proteínas. 

Para la obtención de esta construcción se siguió un procedimiento similar al 

utilizado para  la obtención de proteínas de  fusión entre  la GFP y  las dos  isoformas 

del RAGE que difieren en la presencia o ausencia del exón 9 (Figura V.37). Para que 

se  utilizara  sólo  el  segundo  inicio  de  la  transcripción  propuesto,  se  diseñaron 
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oligonucleótidos que amplifican la región codificante del RAGE desde el nucleótido 

+7  hasta  el  codón  final.  El  producto  amplificado  se  corresponde  con  el  tránscrito 

generado al emplearse el segundo inicio de la transcripción y que incluye los sitios de 

restricción que permiten clonar en fase con el gen de  la proteína verde fluorescente 

(RAGE‐50 y COOH‐Green). El producto de PCR obtenido con estos oligonucleótidos 

se clonó en el vector pST1‐Blue y se subclonó entre los sitios de restricción BglII y SalI 

del sitio múltiple de clonaje del vector pEGFP‐N3.  

 
 
 
Figura  V.37.  Proteína  de  fusión  RAGE  intracelular‐GFP.  A‐  Localización  de  la 
posición de hibridación del oligonucleótido utilizado para hacer la construcción. B‐ 
Esquema de la construcción que codifica para la proteína de fusión entre el pRAGE 
intracelular  y  la  GFP,  comparada  con  la  construcción  que  ya  teníamos  para  el 
tránscrito de mayor tamaño (pRAGE‐GFP). 

 

La localización subcelular de la proteína de fusión generada se ha estudiado 

por  microscopía  confocal  de  fluorescencia,  para  ello  hemos  transfectado  células 

     
 5´-AGACAGAACCAGGAGCCTGGGAAGGAAGCACCATGCCAACGGGGACAGTAGCTAGAGCC 
                                      5´-AACGGGGACAGTAGCTAGAGCC 
        
   TGGGTACTGGTTCTTGCTCTGTGGGGAGCCGTAGCTGGTGGTCAGAACATCACAGCCCGG 
   TGGGTACTGGTTCTTGCTCTGTGGGGAGCCGTAGCTGGTGGTCAGAACATCACAGCCCGG 
           
   ATCGGAGAGCCACTTATGCTGAGCTGTAAGGGGGCCCCTAAGAAGCCAACCCAG 
   ATCGGAGAGCCACTTATGCTGAGCTGTAAGGGGGCCCCTAAGAAGCCAACCCAG 
                      

BglII 
RAGE-50 

A 

GFP promotor CMV RAGE 

pRAGE-GFP 
+1 

pRAGE intrac-GFP 
+7 

B 
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Neuro‐2A  y CHO‐k1  con  esta  construcción. Como  control hemos utilizado  células 

transfectadas con la construcción pRAGE‐GFP, que se localiza fundamentalmente en 

la  membrana  plasmática,  y  células  transfectadas  con  el  vector  pEGFP‐N3,  que 

expresa  exclusivamente  la  proteína  fluorescente  verde  y  que  presenta  una 

localización difusa en toda la célula aunque predomina en el núcleo.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura V.38.‐ Localización subcelular del RAGE intracelular. A‐ Células Neuro‐2A. B‐ 
Células CHO‐k1. 

 

Como  puede  observarse  en  la  figura  V.38  la  proteína  codificada  por  el 

tránscrito de menor tamaño (RAGE intracelular) tiene una localización en el citosol, a 

diferencia  de  la  isoforma  que  tiene  la  región  codificante  del  RAGE  completa 

incluyendo  la señal de exportación, que se  localiza principalmente en  la membrana 

pEGFP-N3  
A 

B 

RAGE-GFP RAGE intrac-GFP  
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plasmática.  Como  puede  observarse,  esta  localización  citosólica  marca  muy 

débilmente el núcleo celular y presenta acúmulos punteados distribuidos en todo el 

citoplasma. 

Por tanto, estos resultados indican que en el caso del gen del RAGE de rata, 

existe un uso alternativo del  inicio de  la  transcripción que da  lugar a un  segundo 

mRNA  que  codifica  para  una  proteína  que  es  eficientemente  traducida  y  que  se 

localiza en el citoplasma de la célula. 

Una vez establecida la existencia de esta isoforma localizada en el citoplasma, 

estudiamos  la capacidad de generar respuestas  intracelulares. Para ello, se midió  la 

fosforilación de ERKs en  respuesta a  la adición de BSA‐AGE, en células Neuro‐2A 

transfectadas con esta construcción.   

En  la  figura  V.39  se  puede  observar  que  en  células  transfectadas  con  la 

isoforma  de  localización  intracelular,  se  produce  una  activación  constitutiva  de  la 

cascada de señalización mediada por MAP‐kinasas en ausencia del  ligando natural 

del receptor, los AGEs. Por otra parte,  la adición de AGEs en células sin transfectar 

produce  un  moderado  incremento  tanto  en  las  células  transfectadas  como  sin 

transfectar. El hecho de que la localización intracelular de esta isoforma sea suficiente 

para activar  constitutivamente  la  ruta de MAP‐kinasas  es una prueba  indirecta de 

que  la  internalización  del  receptor  es  necesaria  para  la  generación  de  respuestas 

intracelulares. 
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Figura V.39.‐ Fosforilación de ERKs mediada por RAGE  intracelular‐GFP. A‐ Western‐
blot con anticuerpos frente a ERK 1/2  y frente a fosfo‐ERK 1/2 de células Neuro 2A 
incubadas con  (+) o sin AGEs  (‐). NT: células no  transfectadas; RAGE  int: células 
transfectadas con  la construcción pRAGE  intracelular‐GFP. B‐  Intensidad relativa 
de  las bandas del Western‐blot. Los resultados se expresan como media ± SEM. a: 
p<0,02  con  respecto  a  las mismas  células  sin AGEs; b: p<0,01  con  respecto  a  las 
células sin transfectar (n=5). 

 

Estos resultados parecen estar en concordancia con la unión directa de ERKs 

a  la cola citosólica descrito por algunos autores  (Isihara  et al., 2003), para  lo que  la 

internalización del receptor sería necesaria. Para confirmar la unión de ERKs a la cola 

citosólica, se han realizado experimentos de pull‐down con la proteína recombinante 

MBP‐Cito. La proteína MBP‐Cito purificada mediante  cromatografía de  afinidad y 

cromatografía de intercambio iónico se ha incubado con extractos de pulmón de rata, 
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posteriormente la mezcla se pasó por una columna de amilosa y las proteínas unidas 

se  eluyeron  con  maltosa  o  con  SDS,  que  se  analizaron  mediante  SDS‐PAGE  y 

Western‐blot utilizando anticuerpos  frente a ERKs. Los resultados obtenidos  indican 

que a nuestra proteína recombinante no se unen ERKs, sin embargo si aparece una 

banda, de aproximadamente 55‐60 kD, que podría corresponderse con otra proteína 

de  la  cascada  de  señalización,  y  que  actualmente  estamos  intentando  identificar 

mediante técnicas de MALDI‐TOF. 

 

 

 

 

 

Figura V.40.‐ Unión de proteínas  a  la  cola  citosólica del RAGE. A‐ Tinción  con azul 
comassie.  P:  extracto  de  pulmón.  EM:  fracción  eluída  con maltosa.  ES:  fracción 
eluída con SDS. M y C: Proteínas purificadas (MBP y MBP‐Cito respectivamente). 
La flecha negra indica la proteína MBP‐Cito y la flecha roja la posible proteína que 
se une a la cola citosólica. B‐ Western‐blot con anticuerpos frente a ERKs. 

 

V.6.‐ REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL RECEPTOR DE AGEs DE RATA 

  En esta Tesis Doctoral  también hemos abordado el estudio de  la regulación 

de la expresión génica del RAGE de rata. La sobre‐expresión del receptor de AGEs es 

un mecanismo de amplificación de la respuesta al acúmulo de AGEs en el síndrome 
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diabético  tardío  y por  tanto,  hemos  tratado de  estudiar  la  respuesta de diferentes 

estímulos  presentes  en  la  diabetes  sobre  la  expresión  génica  del  receptor  en  rata: 

elevadas  concentraciones  de AGEs,  hiperglicemia  o  estrés  oxidativo  inducido  por 

H2O2.  

  Uno de los mecanismos de control de la expresión que hemos estudiado es la 

regulación  de  la  actividad  promotora  del  gen  de  rata.  Para  ello  hemos  usado  un 

sistema  de  genes  reporteros  basado  en  la  luciferasa.  El  segundo  mecanismo 

analizado ha sido la regulación mediada por el extremo 3´ no traducido del mRNA 

del RAGE de rata. En este caso, como sistema reportero hemos seleccionado la GFP. 

Como  se  indica más  adelante,  los  estudios  de  la  región  3´  no  traducida  se  han 

extrapolado al gen humano (apartado V.7.2). 

V.6.1.‐ Estudio de la actividad promotora del RAGE de rata 

Hemos  estudiado  la  regulación de  la  expresión del RAGE de  rata mediada 

por su promotor. Para ello hemos utilizado un sistema de genes reporteros basado en 

la  luciferasa. A partir de una  genoteca  genómica de  rata,  se obtuvieron  fagos que 

contenían la secuencia completa del RAGE de rata. Estos clones fueron subclonados 

en pUC18 y se realizó un estudio preliminar de la actividad promotora a partir de la 

región proximal del promotor (1.4 kbases) (Caballero, 2004) en células NRK‐52F. En 

esta Tesis Doctoral hemos retomado el estudio de la actividad promotora, aunque en 

este  caso  se  ha  optado  por  estudiar  una  región más  extensa  del  promotor  (2635 

bases).  

En primer lugar hemos clonado la secuencia del promotor del RAGE de rata. 

Para ello, a partir de  la secuencia completa del gen de rata se ha clonado  la región 

correspondiente  al  promotor  en  pBlueScript KS–  (Stratagene)  y  posteriormente  lo 
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hemos  subclonado  en  el vector pGL3‐basic, de  forma que  la  región promotora del 

RAGE junto con la región 5´ no traducida del gen controla la expresión de un gen de 

luciferasa de luciérnaga. Un esquema de la secuencia de la región clonada y de esta 

construcción se muestra en la figura V.41. 

   
  
  GGATCCGGAGACATGTTTCTGGGGATGCCCGGGCTCAATGGAGATTCCTACCCTGCTTCCCAGGTCAGAAGGCCCACCTCTTCTTTTCTC  

                      NF-κB 
  TTTCATTGCTGCGTGCATGATGGGGAGGTGGGTATATGTGCGGCGATGTCGCTGCACACATAGTGATGTCACGGGGCATGTGGCAATGTC  

                              CRE 
  ACTGCACATGGCGATATGTGCGGTCAGTTCTCCCATCTTTACGTGGGTTCCAGGGATCAAGCTCAGGTCACCAGGCTTTACTTGACAAAC  

                    ERE 
  ACCTTTATCCACGGAGCTGCACCAACTGGCCCCATCCCCTGCCCCACCCCCAAACACACAAGGCCCCTTCTAAGGCTTCTGTCTGTCATG  
  CTTTTCTTTGTGCCCTGCAGGTGGAATCTCTCCGACACTCGATGGGGTCAGCGAGCTATGGGGATAACATCGGGGGAGGCCAGATATATA  
  GTCCTCGAGAAATGCGGGTGAGTGAGTTGAAGGGCCTTAGTGCCTCCAGCTTTTGGCTCTACCAGGGCAGGAGTGTGCCCCCGCACCCCC  

 
  CACCCCTACATTGGAGTTTCCCATTCTGACTCTCATTCTCTTACCAGGCCAATGGTGGCTGGCAGGAGGCTGTGACCCCGTCCTCGGTGA  

         NF-κB                 ERE 
  CATCCCCGACAGAGGGACCAGGAAGTGTTCACTCTGACACCTTCAACTGACCTTGCCCCTCAAGGTCACAGGGTTGGGGGCTCCCACCAG  

         SF1  ____________ RAR 
                                                            SF1 

  GCAACTCTTGAGGAGGACTCTGGGCACCTAGAGGACTAACCCCACAGAAGCACAAAACAGGGCGATTGGGGTTGTGCCCTCCCCAACTAG  
     TTF-1 

  ACACTCGGTGCTGGGGTGCTGACTACATGGCAGGGAGAGTGGGGTGTCTCCGTTTCTTTTCTCCCCCTCCACGAAAAACAGATACTTATT  
  TCTCAGATATCTCTCTTAAATCTACAACGTAATGCCAATTGTGTTTGGCTTGGGCTCCCCCTACTTCTATTCCCCACCCCACTTGTATAC  

 
  TCTGGAATCTGAAGACGTCAGCCCTGCCCGACCCAGAGATGCCAAAAATGGGGACTCTTGGACAGAGGCCCTGGGACGACACCCCCTCCC  

             CRE               SRF 
  CCATGCATCCCCACCTTCTGCCCCTCCAGACGGCTTTATTACCTCATACGCAGCTCATCTTAAACCAATAGAATCGCTCGGTGGACAAGA  

 
  GTGTCTGACTCAGATATCTACCTCGGAGGGACTTTCTGCTACTTTAGAGAATTGTTGACCAGGTTTTGAAGTTGGACTTTTTTTTTTTTT  

                 NF-κB 
  TTAGAAAAGAAACCCTGAATCTGTATTTTTTTTGTTTGTTTGTTTTGTTTTTGTTTTTGTTGGTAGTGGTGATCATTAATTTTTTAATAG  

 
  TTTGAAGAAGTAGGGTTTGGGGTGTGTATGTGGGTGTGTGTGTGTATGTTTTAAATAAACATGCTGATTTATTTTTGTTTACCCACTCGA  
  GAAGTAAGCGCCAAAGGGGCCTAGTAAGAGAACAGACAGCGCTGGTGGTGGCTATTTGCTCCAGGCCTACCAGTGGGGAAGTGGATTTTG  
  CGGGACACCGTGTCCTCAGCCTGGACACTTAGGTGTTTCTTAGCTTGTGCAGCCAAATCCCTGCTGTATCTGATGTGGATCACGATGCAG  

 
  CTGTAGCCTCCTGTCTCCCCCCACACCTCCCCAGTAACCTTTGGGCAAGGCTGGACTGAACTCAGTGATTTTTGAAAAAGTCAAAAAGCT  

           PPARα/RXR 
  TTCGGTTTTGTTTTTTAAACTGTTTGCAGAGTGGAGAAGATCGATCAGGAAGGGGAGTTCTTGCCAAATACGCTAAATACGGGCTGGGTG  

                NF1 
  CTTCTCTACGTGTCTCCGCCAGTTTCCCAGAAATAAGTCTTTCTATTCAGTTCTTAATCTCATGCCAAAATCAAGGGGGTGGGGAGAGGA  
  GGGAGGTCATGCAAAGCCAGGTATGAGGAAGATTAAAAGTGTCTCATCTCAGCCCGGAACCCTTCTATCTGACCCTTCAGACATCCTCAG  

 
  GATCTTCCAGACCTGTCACAGTGGGAACCCCTCCCATCAGTGGCCCAGGCGGGCCGGTGGGAGTGTGTGAGAGGGCGGTGGGAGGGTGCC  

                  SP1____________ 
                NF1 

  AGGGGCAGTTTCTCTCCTCACTTGTAAACTTGTAGATTCACAAAAAAAGAAATGGCAGTTTTAAATAAAGAGATTTCTTTTTCCCCTGGG  
                 

  TTTAGTTGAGATTTTTTTTTCAAAAACAAACAAACAAACAAAAAAACCCTATCCCCAAAGAATTATTACAAGGCTCCAACTGGCTCGAGG  
                 NF1_____ 

  CCAGTCCCCACTACAAAGATTCACTCAGAAAGACAACAGACCAGGCTGGACCATGCTGCCTAATAACCCGCCCAGGTCAAGATAGAGCAC  
  __________                 SP1 

  NF-κB 
  TGGTGAGCTGGTGGGACTCATGGACCTCGGTGGGCTGAAGGAAATGAGATTTTTTATTGGTGTAGAACCCTACCCTAGGGAGAGGTTGTG  

          
  TCCGAAGACTGCCAGTGTCCTCAGGTGGGGTGAGATTGCTTCTAGTACCTGAAGGACTCTTGTCCCAGAAGCACAAATTCCTGGCATTCT  

                         SREBP 
  CTGATGGGACAAGATGGCAGTTGGGGGCAGGGTAGAGGGTGCAAGCCCCACCTAGGGCAGTAGCCACAGTAGGAAGTGGGGCAGACAGAA  

 
  CCAGGAGCCTGGGAAGGAAGCACCATG 

A 
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Figura V.41.‐ Construcción utilizada para el análisis de la actividad promotora del gen del 
receptor  de  productos  avanzados  de  glicación  de  rata.  A‐  Secuencia  de  la  región 
promotora del receptor de productos avanzados de glicación de rata clonada. En 
azul se muestra  la secuencia correspondiente al extremo 5´ no  traducido del gen. 
En  rojo  se  indica  el  codón  de  inicio  de  la  traducción.  Subrayados  se muestran 
posibles motivos de unión  a  factores de  transcripción obtenidos  a partir de una 
predicción realizada utilizando el programa Mathinspector. En amarillo se indican 
dos regiones de fuerte estructura secundaria. B‐ Esquema de la construcción. 
 
 

En primer lugar hemos determinado los niveles de transcripción basales y en 

respuesta a la adición de productos avanzados de glicación de nuestra construcción 

en  células Neuro‐2A.  Como  control  positivo  hemos  utilizado  el  plásmido  pGL3‐

Control,  que  contiene  el  promotor  de  SV40  y  como  control  negativo  el  plásmido 

pGL3‐Basic,  que  carece  de  región  promotora.  Para  normalizar  la  eficiencia  de 

transfección se ha utilizado el vector pRL‐TK, siguiendo el protocolo descrito en el 

apartado IV.4.1.12 de materiales y métodos.  
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Figura V.42.‐ Niveles de expresión de  luciferasa de  los distintos plásmidos utilizados. El 
nivel de expresión del plásmido pGL3‐Control es 40 veces superior al pGL3‐Basic 
(datos no mostrados). Los resultados se expresan como media ± SEM. a: p<0,01 con 
respecto al pGL3‐Basic; b: p<0,01 con respecto a las mismas células sin AGEs (n=5). 

 

Como se observa en la  figura V.42 nuestra construcción tiene unos niveles de 

transcripción  superiores  al  plásmido  pGL3‐basic,  y  además  es  funcional,  ya  que 

responde  a  la  adición  de  productos  avanzados  de  glicación.  No  obstante,  en 

comparación con un promotor fuerte como el contenido en el vector pGL3‐Control, 

los valores basales de transcripción son, aunque significativos, pequeños. 

Hemos  transfectado  nuestra  construcción  en  distintas  líneas  celulares  que 

expresan RAGE de forma endógena, y hemos medido el nivel basal de transcripción 

que  varía  de  unas  líneas  celulares  a  otras  (figura V.43). Creemos  que  esto  puede 

indicar que la regulación del receptor es distinta dependiendo del tipo celular y de la 

función que en ellas el RAGE ejerce en respuesta a los niveles de AGEs circulantes.  
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Figura V.43.‐ Niveles  de  transcripción  del  promotor  del  receptor  de AGEs  de  rata  en 
distintas líneas celulares. Los resultados se expresan como media ± SEM (n=6). 
 

A continuación hemos estudiado la regulación de la expresión del RAGE de 

rata mediada  por  su  promotor  en  respuesta  a  distintos  efectores:  AGE‐BSA  (100 

μg/mL  de medio  de  cultivo),  insulina  (100  nM), H2O2  (1  μM),  glucosa  (50 mM), 

lipopolisacárido  (5  μg/mL de medio de  cultivo) y  tungstato  sódico  (100  μM). Para 

estos experimentos se han utilizado las líneas celulares Neuro 2A y MLE‐12. 

Como puede observarse en la figura V.44, casi todas las moléculas ensayadas 

tienen un efecto positivo en  la expresión de  la  luciferasa, y además el efecto parece 

ser  tejido‐específico,  ya  que  los  resultados  difieren  en  las  dos  líneas  celulares 

ensayadas. Como cabría esperar,  los AGEs que son el  ligando natural del receptor, 

producen un  incremento significativo en  la expresión del receptor en  las dos  líneas 

celulares. Sin embargo, el peróxido de hidrógeno, un generador de radicales  libres, 

sólo tiene un efecto significativo en células neuronales. 
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Figura V.44.‐ Niveles de expresión de  luciferasa mediados por el promotor del RAGE de 
rata  en  respuesta  a  distintos  efectores.  Los  resultados  se  han  expresado  como 
porcentaje de variación con  respecto al control, al que se  le ha dado un valor de 
100. A‐ Células MLE‐12. a: p<0,01 y b: p<0,04 con  respecto al control. B‐ Células 
Neuro‐2A. Los resultados se expresan como media ± SEM. a: p<0,03 y b: p<0,05 con 
respecto al control (n=5). 
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V.6.2.‐ Influencia de la región 3´‐no traducida del mRNA del RAGE de rata en el 

control de la expresión génica. 

En  el  gen  del  RAGE  de  rata  existen  dos  señales  de  poliadenilación 

funcionales. Esto hace que se generen dos  isoformas que difieren en  la región 3´ no 

traducida  del mRNA  del  receptor.  El  uso  de  la  segunda  señal  de  poliadenilación 

genera  una  isoforma  del  mRNA  que  contiene  una  secuencia  ARE  que  actúa 

disminuyendo  la  estabilidad del mRNA  (Caballero  et  al., 2004). Para  el  estudio de 

esta región se han hecho construcciones en las que se ha fusionado en el extremo 3’ 

del cDNA de la GFP, la región 3’ no traducida del mRNA del RAGE de rata generada 

por el uso de la primera o la segunda señal de poliadenilación (Caballero et al., 2004), 

un esquema de la secuencia y de estas construcciones se muestra en la figura V.45.  

 

 

 

 

 

 
 
Figura  V.45.‐  Región  3´  no  traducida  del  mRNA  del  receptor  de  AGEs  de  rata.  A‐ 
Secuencia: En negrita se muestra el codón de STOP de la traducción, las señales de 
poliadenilación se muestran subrayadas y en rojo se muestran la secuencia ARE. B‐
Esquema  de  las  construcciones  utilizadas:  En  verde  se  muestra  la  región 
codificante de  la proteína  fluorescente verde, en blanco  la  región 3’ no  traducida 
del RAGE, en negro las señales de poliadenilación y en rojo la secuencia ARE. La 
flecha indica la posición de la cola de poli A.  

TAAGAGCGCCCAGGCAAACCCTGTCTCCTTCAGCTTCCGACCTCAGCTGTGCTGGCTCCAGACGAGCTCC
CCCACTCTACGATCCCAATTCAACCTCGAGCCACTTTCTTCTCCAACCAGAGCCCACATGATCCATGCTG
AGTAAACACCTGACACATGTTGCCGGCTTGTTGTCTGTGTGTGGGAGAGCGGCAATCTCACTCCTGCATC
CCCGGGGACCTTGTAGGGGAGGAGCACAGTCCATGCCTCCCACCGCACCGAGGTCTATTCAGGCTGGGCA
GAGTGGGCAGGGCAGCACTGTCCTGAAGGAAGGGACTGGAGAGACTTCCCAGCAATGCATTTCATTTATT
ATTATTATCATTATTATTATTATTATTATTTGAATTTGTAATAAAGGAGGTAGTGAGGGGTGGAAAGAGA
CACTTAAAAGAGTCAAAATTCATATTAGACAGTGTGGAGAGAAAAATTAAATTAAGTCGAGTGGAGGAGT
TGGGGAGAGCCCACCTTTAAACACCAAATCAAGAAATCTTGGGGAAAGCA 
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Esta secuencia ARE tiene una fuerte influencia en la expresión del gen, ya que 

en  células  transfectadas  con  la  construcción  pGFP+ARE  los  niveles  de GFP  y  de 

mRNA de  la GFP  son muy  inferiores  a  los de  la  construcción pGFPΔARE  (Figura 

V.46 A).  Estos  resultados  parecen  indicar  que  esta  secuencia ARE  tiene  un  efecto 

directo sobre la estabilidad del mRNA del receptor de AGEs,  para confirmarlo se ha 

inhibido la síntesis de RNA con Actinomicina D. Células CHO‐k1 transfectadas con 

las construcciones pGFPΔARE o pGFP+ARE se han incubado con Actinomicina D (1 

μg/ml  de medio  de  cultivo)  durante  diferentes  tiempos,  y  se  ha  determinado  la 

cantidad de mRNA de GFP mediante Northern‐blot en las diferentes muestras. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.46.‐  Influencia  de  la  región  3’  no  traducida  del  gen  del RAGE  de  rata  en  la 
expresión génica. A‐ Expresión de GFP determinado por Western‐blot y de mRNA de 
la  GFP  determinado  por  Northern‐blot  en  células  CHO‐k1  transfectadas  con  la 
construcción  pGFPΔARE  o  pGFP+ARE.  B‐  Estabilidad  del  mRNA  de  la  GFP 
fusionada  a  la  región  3’  no  traducida  del  RAGE. Northern‐blot  y  cuantificación 
relativa  de  las  bandas  del  Northern‐blot.  La  cantidad  de mRNA  de  GFP  se  ha 
normalizado con la cantidad de β‐actina, detectada con una sonda específica.  
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Como  se observa  en  la  figura V.46 B,  existen diferencias  importantes  en  la 

vida media de  los mRNA que  contienen o no  las  secuencias ARE. La  cantidad de 

mRNA de la construcción pGFP+ARE disminuye más de la mitad a las tres horas de 

incubación con actinomicina D y a las 12 horas prácticamente ha desaparecido. Por el 

contrario, la cantidad de mRNA de la construcción pGFPΔARE presenta variaciones 

muy pequeñas en este período de tiempo. 

Hemos  estudiado  la  influencia  de  diferentes  moléculas  efectoras  en  la 

regulación de  la estabilidad del mRNA del receptor en cultivos celulares. Para ello, 

células NRK  transfectadas con  la construcción pGFP+ARE se  incubaron durante 18 

horas  con  las  siguientes moléculas:  AGE‐BSA  (100  μg/mL  de medio  de  cultivo), 

insulina  (100 nM), H2O2  (1  μM), glucosa  (50 mM) y  tungstato  sódico  (100  μM)  en 

medio  de  cultivo  sin  suero.  El  nivel  de  expresión  de  la GFP  en  cada  una  de  las 

situaciones ensayadas se ha determinado por Western‐blot utilizando un anticuerpo 

monoclonal frente a GFP (Figura V.47). 

Los  AGEs,  los  niveles  elevados  de  glucosa  y  el  peróxido  de  hidrógeno 

producen un  aumento de  la  expresión de  la GFP. Además  el  tungstato  sódico, un 

antidiabético,  también aumenta  la expresión, efecto que posiblemente  tenga  lugar a 

través de la interacción con la secuencia ARE de la región 3´ no traducida del gen del 

RAGE,  ya  que  no  se  observan  cambios  en  la  expresión  de  GFP  en  células 

transfectadas la construcción pGFPΔARE (datos no mostrados). 
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Figura V.47.‐  Influencia  de  diferentes  compuestos  en  la  regulación de  la  estabilidad  del 
mRNA de la GFP. Se muestra un Western‐blot y la cuantificación de las  bandas del 
Western‐blot. C: Control, In: Insulina, AGEs: AGE‐BSA, W: Tungstato sódico, H2O2: 
peróxido de hidrógeno. Glu: Glucosa. Los  resultados  se  expresan  como media  ± 
SEM. a: p<0,01 y b: p<0,02 con respecto al control (n=4). 

 

Para  confirmar  estos  resultados,  hemos  cuantificado  la  intensidad  de 

fluorescencia de las células en cada una de estas condiciones mediante citometría de 

flujo.  Para  ello  se  han  usado  parámetros  ya  descritos  para  la  cuantificación  de  la 

proteína  fluorescente verde  en  células  transfectadas  (Lange  et  al., 2006). En primer 

lugar  utilizamos  sólo  células  control,  transfectadas  con  las  construcciones 

pGFPΔARE o pGFP+ARE y  sin ningún efector, para determinar  si esta  técnica nos 

permitía  detectar  diferencias  entre  las  dos  isoformas.  El  análisis  se  ha  realizado 

únicamente con las células transfectadas, descartando las células no transfectadas. 

Como se observa en la figura V.48  la construcción que contiene la secuencia 

ARE, presenta menor  intensidad de  fluorescencia,  aunque  las diferencias  entre  las 
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dos  construcciones  son  inferiores  a  las  observadas por Northern‐blot  o Western‐blot 

(Figura  V.46),  esta  técnica  nos  permite  detectar  variaciones  de  intensidad  de 

fluorescencia entre las dos isoformas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura V.48.‐ Análisis mediante  citometría  de  flujo  de  las  isoformas  de  la  región  3’ no 
traducida  del  RAGE  de  rata.  A‐  Citograma  e  histograma  obtenido  en  las  dos 
isoformas,  analizando  únicamente  la  población  positiva.  B‐  Intensidad  de 
fluorescencia de las dos isoformas. Los resultados se expresan como media ± SEM. 
a:  p<0,01  con  respecto  a  las  células  sin  transfectar,  b:  p<0,01  con  respecto  a  la 
construcción pGFP+ARE (n=6). 

GFPΔARE

GFP+ARE

A

B

a

a b

0

100

200

300

400

500

600

ST GFP+ARE GFPΔARE

In
te

ns
id

ad
 re

la
tiv

a 
de

 
flu

or
es

ce
nc

ia

GFPΔARE

GFP+ARE

A

GFPΔARE

GFP+ARE

GFPΔAREGFPΔARE

GFP+AREGFP+ARE

A

B

a

a b

0

100

200

300

400

500

600

ST GFP+ARE GFPΔARE

In
te

ns
id

ad
 re

la
tiv

a 
de

 
flu

or
es

ce
nc

ia

B

a

a b

0

100

200

300

400

500

600

ST GFP+ARE GFPΔARE

In
te

ns
id

ad
 re

la
tiv

a 
de

 
flu

or
es

ce
nc

ia

a

a b

0

100

200

300

400

500

600

ST GFP+ARE GFPΔARE

a

a b

0

100

200

300

400

500

600

ST GFP+ARE GFPΔARE
0

100

200

300

400

500

600

ST GFP+ARE GFPΔARE

In
te

ns
id

ad
 re

la
tiv

a 
de

 
flu

or
es

ce
nc

ia



RESULTADOS 

189 

A  continuación,  hemos  medido  la  intensidad  de  fluorescencia  de  células 

transfectadas  con  la  isoforma GFP+ARE  tratadas durante 18 horas  con  los mismos 

efectores medidos por Western‐blot.  

 

 

 

 

 

 
Figura V.49.‐ Análisis mediante citometría de flujo de la intensidad de fluorescencia de la 
isoforma GFP+ARE  en  respuesta a distintos  efectores. C: Control,  In:  Insulina, AGEs: 
AGE‐BSA, W: Tungstato sódico, H2O2: peróxido de hidrógeno. Glu: Glucosa. Los 
resultados se expresan como media ± SEM. a: p<0,01 y b: p<0,03 con respecto a las 
células control (n=4). 

 

 

Del  análisis  de  citometría  observamos  unos  resultados  parecidos  a  los 

obtenidos  en  el  Western‐blot,  aunque  con  alguna  diferencia.  Se  aumenta  la  GFP 

(medida como  intensidad de  fluorescencia) de  forma significativa en respuesta a  la 

adición de AGEs y glucosa al medio de cultivo.  

Puesto que el resultado más relevante es el  incremento de  la estabilidad del 

mRNA del  receptor de AGEs de  rata  en presencia de  elevadas  concentraciones de 

AGEs, hemos querido confirmar estos resultados obtenidos mediante Western‐blot y 

citometría  de  flujo  realizando  un  Northern‐blot.  Hemos  analizado  el  efecto  de  la 
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incubación  con  AGEs  en  la  cantidad  de mRNA  de  células  transfectadas  con  los 

plásmidos pGFPΔARE o pGFP+ARE (Figura V.50). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.50.‐ Efecto de  los AGEs  sobre  la cantidad de mRNA del  receptor de AGEs de 
rata. Células NRK‐52F  se  han  transfectado  con  las  construcciones  pGFPΔARE  o 
pGFP+ARE y han sido incubadas en presencia o ausencia de AGEs. La cantidad de 
mRNA  correspondiente  a  cada  isoforma ha  sido  cuantificado mediante Northern 
blot. Se muestra la intensidad relativa de las bandas del Northern‐blot. La cantidad 
de mRNA de GFP se ha normalizado con la intensidad de la banda 18 S del RNA. 
Los  resultados se expresan como media ± SEM. a: p<0,05 con  respecto al control 
(n=4). 

 

Como puede observarse en  la  figura V.50, mientras que  los AGEs no  tienen 

ningún  efecto  sobre  la  estabilidad  del  mRNA  transcrito  a  partir  del  plásmido 

pGFPΔARE,  la  adición  de  AGEs  al  medio  de  cultivo  produce  un  incremento 

significativo de la cantidad de mRNA sintetizado a partir del plásmido pGFP+ARE. 

Este  resultado  resalta  la  importancia  de  esta  secuencia  ARE  en  el  control  de  la 

expresión génica del RAGE de rata. 
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V.7.‐ NUEVAS VARIANTES DEL mRNA DEL RECEPTOR DE AGEs HUMANO 

V.7.1.‐ Análisis  de  las  isoformas  generadas  por  splicing  alternativo  en  la  región 

codificante del mRNA del RAGE humano 

En primer lugar hemos analizado si en el receptor de AGEs humano existe la 

isoforma  generada  por  splicing  alternativo  que  hemos  descrito  en  rata.  Para  este 

experimento se partió de RNA total de dos líneas celulares humanas: ECV‐304 y U‐

937,  se  diseñó  una  reacción  de  PCR  con  oligonucleótidos  que  nos  permitieron 

amplificar la región del receptor comprendida entre los exones 6 y 10, de forma que 

se puede estudiar si existe una isoforma que carece del exón 9 análoga a la descrita 

para  el  receptor  de  rata.  Los  productos  de  PCR  obtenidos  se  identificaron  por 

Southern‐blot. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.51.‐  Análisis  de  la  existencia  de  splicings  alternativos  en  el  gen  del  RAGE 
humano.  A‐Localización  de  los  oligonucleótidos  utilizados.  B‐  Separación 
electroforética  (izquierda)  y  Southern‐blot  (derecha)  de  las  bandas  amplificadas 
por PCR. 1: U‐937. 2: ECV‐304. Las flechas indican las bandas detectadas. 

1  2  1  2  
B 

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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En la línea celular ECV‐304 (células endoteliales) se detectan dos bandas: una 

de 480 bp correspondiente al RAGE completo y otra de 622 bp correspondiente a una 

isoforma del receptor anteriormente descrita, que contiene el  intrón 6 y que origina 

una isoforma soluble del receptor. En la línea celular U‐937 (monocitos), se detectan 

tres  bandas,  las  dos  detectadas  en  células  endoteliales  y  otra  banda  de 

aproximadamente  750  bp  que  no  se  corresponde  con  ninguna  isoforma 

anteriormente descrita. En ninguna de las dos líneas celulares utilizadas se detecta la 

isoforma del  receptor que  carece del  exón 9 descrita  en  rata, ya que  esta  isoforma 

debería de dar una banda de 453 bp.   

La  banda  de  750  bp  detectada  en  U‐937  fue  eluída  del  gel  de  agarosa  y 

clonada  en  el  vector  pST1‐Blue  (Novagen)  para  su  secuenciación.  La  secuencia 

obtenida  fue alineada con  la secuencia del gen del RAGE humano y comprobamos 

que esta banda detectada en U‐937 se corresponde con una nueva  isoforma soluble 

del  receptor,  que  resulta del mantenimiento de  la  secuencia del  intrón  6  entre  los 

exones 6 y 7 y de la secuencia del intrón 9 entre los exones 9 y 10. La introducción de 

la secuencia del intrón 6 genera un codón de stop que hace que la proteína codificada 

pierda  parte  del  dominio  extracelular,  el  dominio  transmembrana  y  el  dominio 

citosólico del receptor. 

 
   

 

Figura V.52.‐ Esquema de la nueva isoforma del mRNA del RAGE humano.  

Por tanto, nuestros resultados muestran que no existe la isoforma carente del 

exón 9 en humanos. El análisis de la región comprendida entre el exón 6 y 10 nos ha 

permitido  detectar  una  nueva  isoforma  soluble  que  tiene  un  patrón  de  expresión 
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específico  de  líneas  de  monocitos  y  que  no  está  presente  en  líneas  celulares 

endoteliales. 

V.7.2.‐ Influencia de la región 3´‐no traducida del mRNA del RAGE humano en la 

regulación de la expresión génica 

Como se ha indicado anteriormente, la región 3’ no traducida del receptor de 

productos avanzados de glicación de rata tiene una gran relevancia en la estabilidad 

del mRNA y por tanto en el control de la expresión. Por ello, nos planteamos estudiar 

esta región en el receptor de productos avanzados de glicación humano. 

En primer lugar hemos estudiado la secuencia correspondiente al extremo 3´ 

del gen humano. Del análisis de la secuencia se deduce la posible existencia de varias 

señales de poliadenilación,  así  como  secuencias  ricas  en  timina  que  aunque  no  se 

corresponden con secuencias ARE consenso si pueden tener efecto en la estabilidad 

del mRNA del RAGE humano (Figura V.53).  

 

 

 

 

 

 
Figura V.53.‐ Secuencia de  la  región 3´ no  traducida  del mRNA del  receptor de AGEs 
humano: En mayúsculas se muestra el codón de STOP de  la  traducción, en rojo y 
subrayado  se muestran  las posibles  secuencias de poliadenilación detectadas. En 
amarillo se muestran secuencias ricas en timina.  

TGAggggcccacagacagatcccatccatcagctcccttttctttttcccttgaactgttctggcctcaga
ccaactctctcctgtataatctctctcctgtataaccccaccttgccaagctttcttctacaaccagagcc
ccccacaatgatgattaaacacctgacacatcttgctcttgtgtgtctgtgtgtgtgtatgagacacaacc
tcacccctatacccttgagggccctgaaggaaagggactcacccccatacttcaccatactataccaaaca
tctactcaagttggggagaagatgcttctgtcgggggtgggggcgaacttgggaagagatcccatcaatat
atttcaccttttttattgaatttgtattaaaggaggtagtgagggggcggaagcacttaagagtcagaatc
catattagactctggggagtgaaaaattaaattaaatcagtaagatggggagtgggggaagagtcagaggg
aactttgcccacctttgaagatcaaatcaagaaatcagggaaagcaaagacttaggagaggagaaagacat
tctctcaatccatcctccttccccagggcagagaattaaacaacgttactgagtgagcctctgagcagaag
gctctcccatctatgcacagacttcactcctcctccccaggccttcctggacaatgtccagggctggcctt
agccaacagaaatagaggggtcaagggggtccaggagtacggaagggtcagcagggaccctcaatactgat
tcttctctggctggaggtgggcaggaagcagacatagctcaaatactgagcagccaaaaaaagaagaagat
ggcgagaaacaggaagagggaatcctgccagctggaggctgggtgaccctgtcccagatccacacctgtgg
gagagaggaaagctgtggaagcatatgctcctaggctgggagggggcctgaggggattcacagggctccct
gatgggagctgagtgtgactcttacctgtaccccggcggaaaggctcatgggcattgaagacggtgg 
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Para estudiar la influencia de esta región en la estabilidad del mRNA, hemos  

hecho construcciones similares a las que teníamos para la región 3´ no traducida de 

rata,  para  ello  hemos  utilizado  el  vector  de  expresión  eucariota  pEGFP‐C1  que 

permite  fusionar  en  el  extremo  3´  del  cDNA  de  la  proteína  fluorescente  verde 

distintas secuencias. En este caso se ha fusionado la región 3’ no traducida del RAGE 

humano  obtenida  mediante  amplificación  por  PCR  a  partir  de  DNA  genómico 

humano, utilizando oligonucleótidos que incluyen sitios de restricción que permiten 

clonar en el vector de expresión eucariota pEGFP‐C1 (RAGEHU‐FF y RAGEHU‐FR). 

En la figura V.54 se muestra un esquema de esta construcción.  

 

 

 

 

 

 
Figura V.54.‐ Esquema de la construcción pEGFP‐3’HuRAGE. En rojo se muestran las 
secuencias de poliadenilación y en negro  las secuencias ricas en  timina presentes 
en la secuencia. 

 

Esta  construcción  se  ha  transfectado  en  células CHO‐k1  y ECV‐304. Como 

control de  transfección  y de  intensidad de  fluorescencia hemos utilizado  el vector 

pEGFP‐C1.  Para  ver  la  influencia  de  esta  región  se  ha medido  la  intensidad  de 

fluorescencia  de  las  células  transfectadas  con  nuestra  construcción  y  se  ha 

comparado con la de células transfectadas con el vector pEGFP‐C1. En la línea celular 
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humana  ECV‐304  se  observa  que  esta  región  tiene  una  fuerte  influencia  en  la 

expresión  del  gen  ya  que  hay  una  importante  disminución  de  la  intensidad  de 

fluorescencia, mientras que este efecto no se observa en  la  línea celular de hamster 

CHO‐k1 (Figura V.55).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura V.55.‐ Influencia de la región 3´‐UTR del RAGE humano en  la expresión génica. 
A‐ Microscopía de fluorescencia de células CHO‐k1 y ECV 304 transfectadas con el 
vector  pEGFP‐C1  y  pEGFP‐3’HuRAGE.  B‐  Intensidad  de  fluorescencia  de  las 
células. Los resultados se expresan como media ± SEM. a: p<0,001 con respecto a 
las  mismas  células  transfectadas  con  el  plásmido  pEGFP‐C1  y  b:  p<0,001  con 
respecto a células ECV transfectadas con el plásmido pEGFP‐3´ HuRAGE (n=5).  
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Estos resultados parecen indicar que la región 3´ no traducida del mRNA del 

receptor de productos avanzados de glicación en humanos, igual que la de rata, tiene 

un papel relevante en la regulación de la expresión génica. Este papel es dependiente 

de la secuencia presente en esta región y es especie específico, ya que sólo se pone de 

manifiesto en experimentos realizados con líneas celulares humanas. 

El mecanismo por el que se produce este efecto en rata, es un uso diferencial 

de  señales de poliadenilación de  forma que  la presencia de una  secuencia ARE en 

uno de  los  tránscritos generados  tiene un  fuerte efecto negativo  sobre  la expresión 

del gen (Caballero et al., 2004). En el extremo 3´ no traducido del mRNA del RAGE 

humano  también  existen varias  señales de poliadenilación  consenso  (Figura V.53), 

por  ello  nos  planteamos  estudiar  si  en  el  receptor  humano  existía  el  mismo 

mecanismo de regulación que en rata.  

En  primer  lugar  hemos  estudiado  si  estas  señales  de  poliadenilación  son 

funcionales y para ello hemos utilizado la técnica de RACE. Hemos partido de RNA 

total  de  células  CHO‐k1  y  ECV‐304  transfectadas  con  la  construcción  pEGFP‐3’ 

HuRAGE. El RNA  se ha  retrotranscrito utilizando un oligonucleótido dT y  se han 

realizado dos reacciones de PCR anidadas para amplificar  los productos obtenidos. 

Para la primera reacción de PCR se utilizó el oligonucleótido dT y el oligonucleótido 

GFP‐C que hibrida en el extremo carboxilo de la proteína verde fluorescente, de esta 

forma  sólo  se  amplifican  los  tránscritos  codificados  por  la  construcción  pEGFP‐3’ 

HuRAGE. Para la segunda reacción de PCR se utilizó el oligonucleótido  RAGEHU‐

FF, que hibrida al principio de  la  región 3’ no  traducida del RAGE humano  (en el 

codón de STOP) y el oligonucleótido Not I.  

 En  la  figura V.56  se muestran  los productos de PCR obtenidos. En  las dos 

líneas  celulares  estudiadas  se  amplifican  varias  bandas.  Para  identificar  las 
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secuencias  específicas hemos utilizado  la  técnica de  Southern‐blot, utilizando  como 

sonda un fragmento de DNA del RAGE correspondiente al extremo 3’ no traducido  

marcado  con  digoxigenina‐dUTP. Como  puede  observarse, mediante  Southern‐blot 

sólo se detecta una banda, que se ha aislado y clonado en el vector pST1‐Blue para su 

secuenciación. El análisis de la secuencia nos indica que sólo es funcional la primera 

señal de poliadenilación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.56.‐ Análisis mediante  3’  RACE  del  uso  de  señales  de  poliadenilación  en  el 
extremo 3´ del mRNA del  receptor de AGEs humano. A‐ Esquema de  la posición de 
hibridación  de  los  oligonucleótidos  utilizados.  B‐  Southern‐blot.  Gel  transferido 
(izquierda).   Película (derecha). 1: ECV‐304, 2: ECV‐304 transfectadas con pEGFP‐
3’HuRAGE, 3: CHO‐k1, 4: CHO‐k1 transfectadas con pEGFP‐3’HuRAGE.  
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Aunque  no  exista  un  uso  diferencial  de  señales  de  poliadenilación  como 

ocurre en el gen del RAGE de  rata, en esta  región deben existir  secuencias que de 

alguna manera regulen la expresión del RAGE, ya que en células transfectadas con la 

construcción pEGFP‐3’HuRAGE hay una  importante disminución de  la  intensidad 

de fluorescencia en comparación con células transfectadas con el vector pEGFP‐C1. 

Hemos analizado la secuencia de esta región con el fin de identificar la región 

responsable del efecto. Así, hemos identificado dos regiones ricas en timina y citosina 

que pueden condicionar la estabilidad del mRNA (Figura V.57).  

 

 

 
Figura V.57.‐ Secuencia de  la  región 3´ no  traducida del mRNA del  receptor de AGEs 
humano: En negrita se muestra el codón de STOP de  la  traducción, subrayado se 
muestra  la  señal  de  poliadenilación  y  en  rojo  se  muestran  las  secuencias  que 
pueden intervenir en la regulación de la expresión 

 

Para  estudiar  la  influencia  de  las  dos  regiones  identificadas  sobre  la 

expresión,  se han hecho construcciones  similares a pEGFP‐3’ HuRAGE pero en  las 

que  se han deleccionado  estas  regiones  y  se han  transfectado  en  células ECV‐304. 

Como  control  hemos  utilizado  células  transfectadas  con  la  construcción  pEGFP‐

3’HuRAGE. 

 

 

TGAGGGGCCCACAGACAGATCCCATCCATCAGCTCCCTTTTCTTTTTCCCTTGAACTGTT
CTGGCCTCAGACCAACTCTCTCCTGTATAATCTCTCTCCTGTATAACCCCACCTTGCCAA
GCTTTCTTCTACAACCAGAGCCCCCCACAATGATGATTAAACACCTGACACATCTTGAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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Figura V.58.‐ A‐ Esquema de las construcciones utilizadas del extremo 3’UTR del 
RAGE  humano:  En  verde  se  muestra  la  región  codificante  de  la  proteína 
fluorescente verde, en blanco la región 3’ no traducida del RAGE humano, en rojo 
la  señal  de  poliadenilación  y  en  negro  las  posibles  secuencias  responsables.  La 
flecha  indica  la posición de  la cola de poli A. B‐ Microscopía de  fluorescencia de 
células ECV  304  transfectadas  con  las distintas  construcciones. C‐ Medida de  la 
intensidad de fluorescencia de las células. Los resultados se expresan como media 
± SEM. a: p<0,01 con respecto a las células transfectadas con el plásmido pEGFP‐3´ 
HuRAGE (n=5).  
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Como se observa en la figura V.58, la delección de las regiones identificadas 

produce una recuperación de la intensidad de fluorescencia alcanzando niveles muy 

similares a los del vector pEGFP‐C1. Por tanto, el efecto de la región 3’ no traducida 

sobre la expresión del RAGE, es dependiente de la secuencia presente en esta región. 

Probablemente la secuencia responsable de este efecto es CCCTTTTCTTTTTCCCT ya 

que  sólo  con  la  primera  delección  es  suficiente  para  recuperar  una  intensidad  de 

fluorescencia similar a la de las células transfectadas con el plásmido control pEGFP‐

C1. 

Al  igual  que  en  la  región  3’  no  traducida  de  rata,  hemos  estudiado  la 

influencia  de  diferentes  moléculas  en  la  estabilidad  del  mRNA  del  receptor  en 

cultivos  celulares.  Para  ello,  células  transfectadas  con  la  construcción  pEGFP‐3’ 

HuRAGE  se  han  incubado  durante  18  horas  con  AGE‐BSA,  insulina,  tungstato 

sódico,  glucosa  y H2O2. A  partir  de  estos  cultivos  se  ha  obtenido RNA  total  y  la 

cantidad  de mRNA  de  la  GFP  en  cada  una  de  las  condiciones  estudiadas  se  ha 

cuantificado  por  Northern‐blot,  utilizando  como  sonda  el  cDNA  de  la  secuencia 

codificante de la proteína fluorescente verde marcado con 32P.  

Como se observa en la figura V.59 la adición de AGEs a estas células produce 

un aumento significativo de la expresión de la GFP, la adición de glucosa y peróxido 

de hidrógeno, también producen un aumento, pero éste no es significativo. 
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Figura V.59.‐  Influencia de diferentes  compuestos  en  la  regulación de  la  estabilidad del 
mRNA  del  receptor  de  AGEs  humano.  Cuantificación  relativa  de  las  bandas  del 
Northern‐blot. La cantidad de mRNA de GFP se ha normalizado con la intensidad 
de la banda 18 S del RNA. C: Control, AGEs: AGE‐BSA, In: Insulina, W: Tungstato 
sódico, Glu: Glucosa, H2O2:  peróxido  de  hidrógeno.  Los  resultados  se  expresan 
como media ± SEM. a: p<0,05 con respecto al control (n=4). 

 

V.8.‐  PAPEL  DEL  RAGE  EN  LA  MODULACIÓN  DEL  TRANSPORTE  DE 

GLUCOSA EN CÉLULAS MUSCULARES 

La  hiperglucemia  crónica  promueve  la  resistencia  a  insulina,  pero  los 

mecanismos moleculares por los que se produce este efecto no se conocen totalmente. 

Se ha descrito que  los productos  tempranos de glicación disminuyen  la entrada de 

glucosa en la célula mediada por insulina (Miele et al., 2003). 

Nuestra hipótesis es que el RAGE podría estar implicado a través de la unión 

a  productos  avanzados  de  glicación,  es  decir  a  productos  tardíos  más  que  a 

productos tempranos. En tejido muscular de rata se expresa el receptor de AGEs. En 
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situaciones patológicas como la diabetes, el tejido muscular tiene un papel relevante 

en la hiperglucemia debido a una menor retirada de la glucosa circulante, y por tanto 

hemos  realizado unos  experimentos preliminares para determinar  si  los productos 

avanzados de glicación, al  igual que los productos tempranos de glicación,  inducen 

resistencia a insulina en células musculares.  

En primer  lugar, hemos analizado distintas albúminas glicadas, una con un 

alto  contenido  en  productos  avanzados  de  glicación  y  otra  con  sólo  productos 

tempranos  de  glicación. La  albúmina  rica  en  productos  tardíos  se  ha  obtenido  en 

nuestro  laboratorio mediante  incubación prolongada  con glucosa‐6P y  la albúmina 

rica en productos  tempranos es de origen comercial  (Sigma). El grado de glicación 

avanzado  presente  en  ambas  albúminas  se  ha  determinado mediante  anticuerpos 

anti  RNasa‐AGEs  obtenidos  en  nuestro  laboratorio  y  que  sólo  reconocen  los 

productos avanzados de glicación. Los resultados se muestran en la figura V.60. 

 

 

 

 

 

 
Figura  V.60.‐  Caracterización  de  productos  tempranos  y  tardíos  de  glicación.  Se 
aplicaron  1μg/pocillo  de  cada  una  de  las  albúminas  en  una  membrana  de 
nitrocelulosa  y  se  identificaron  utilizando  distintas  diluciones  de  un  anticuerpo 
frente a RNasa‐AGEs. BSA: albúmina bovina, N: BSA‐AGEs obtenidos en nuestro 
laboratorio, S: albúmina glicada comercial. 
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Una vez caracterizadas  las distintas albuminas glicadas, hemos ensayado el 

efecto de la incubación con productos avanzados de glicación (BSA‐AGEs obtenidos 

en nuestro  laboratorio)  en  la  entrada de  glucosa  inducida por  insulina  en  la  línea 

celular de músculo de rata L6.  

La  incubación  con  AGEs  disminuye  la  entrada  de  glucosa  en  la  célula 

inducida por  la  adición de  insulina,  sin  embargo,  el  efecto más  significativo  es  la 

disminución en el transporte basal de glucosa. Este efecto se ha confirmado en una la 

línea celular de adipocitos 3T3 (figura V.61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.61.‐ Efecto sobre la entrada de glucosa de los AGEs. A‐ Células L6. B‐ Células 
3T3. Los  resultados se expresan como media ± SEM. a: p<0,05 con  respecto a  las 
mismas células sin AGEs (n=6). 
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Es  la  primera  vez  que  se  demuestra  el  efecto  de  productos  avanzados  de 

glicación  sobre  el  desencadenamiento  de  resistencia  periférica  a  la  acción  de  la 

insulina en músculo y por tanto este hecho resalta el papel que el receptor de AGEs 

debe tener en esta situación. 

Para  determinar  la  vía  por  la  que  los AGEs  producen  este  efecto,  se  han 

preincubado las células con inhibidores de distintas vías de señalización del RAGE: 

PD 98059 que inhibe la fosforilación de ERK 1/2, GW 9662 que inhibe la activación de 

PPAR  γ,  y Wortmanina  que  inhibe  la  activación  de  la  fosfatidil  inositol  3  kinasa, 

durante 30 minutos antes de añadir AGEs y se ha medido el transporte de glucosa.  

 

 

 

 

 

 

Figura V.62.‐ Mecanismo  de  inhibición  de  la  entrada  de  glucosa mediado AGEs.  Los 
resultados  se  expresan  como media  ± SEM.  a: p<0,05  con  respecto  a  las mismas 
células sin AGEs (n=4). 

Como puede observarse en  la  figura V.62 cuando se  inhibe  la activación de 

las ERKs, el transporte de glucosa tras la adición de AGEs alcanza niveles iguales a 

los de  las células control. Posiblemente  la vía de señalización de MAP‐kinasas y el 

propio RAGE  estén  implicados  en  la  inhibición  del  transporte  de  glucosa  por  los 

AGEs, mientras que es independiente de la vía de señalización mediada por PPAR‐γ. 
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VI.‐ DISCUSIÓN 

Una  de  las  principales  causas  de  las  complicaciones  a  largo  plazo  de  la 

diabetes  es  la  glicación  irreversible  no  enzimática  de  proteínas,  lípidos  y  ácidos 

nucleicos,  debido  a  la  hiperglicemia  crónica,  y  que  da  lugar  a  la  formación  de 

productos avanzados de glicación (AGEs). Esta glicación no enzimática se inicia por 

la condensación espontánea de azúcares reductores como  la glucosa con  los grupos 

aminos  libres de  los residuos de  lisina o arginina de  las proteínas, para formar una 

base  de  Schiff.  Tras  la  unión  del  azúcar  a  la  proteína  se  produce  una  cascada  de 

reacciones  de  deshidratación,  condensación,  fragmentación  y  oxidación  que  hacen 

que  las  proteínas  glicadas  se  transformen  de  manera  irreversible  en  productos 

avanzados de glicación (AGEs) (Kikuchi et al., 2003; Hudson et al., 2003). La unión de 

AGEs  al  receptor de productos  avanzados de  glicación  (RAGE), desencadena una 

serie de respuestas  intracelulares que pueden  formar parte de  la patogénesis de  las 

complicaciones de la diabetes.  

El receptor de productos avanzados de glicación pertenece a la superfamilia 

de  las  inmunoglobulinas  de  superficie  celular.  Este  receptor  se  localiza  en  la 

membrana plasmática de células endoteliales y macrófagos y se caracteriza por tener 

un gran repertorio de ligandos entre los que se incluyen los productos avanzados de 

glicación,  fibras  amiloides,  anfoterina  y  miembros  de  la  familia  de  las 

S100/calgranulinas, lo que hace que esté implicado en una gran variedad de procesos 

fisiopatológicos,  como  por  ejemplo  la  enfermedad  de  Alzheimer,  tumorogénesis, 

desórdenes  inflamatorios  y  patologías  asociadas  con  la  diabetes  como  la 

aterosclerosis (Schmidt et al., 2001). 

Este  receptor  posee  un  dominio  extracelular  que  incluye  tres  regiones 

similares  a  las  inmunoglobulinas,  una  región  de  tipo  variable  que  se  cree  es 
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responsable  de  la  unión  de  ligandos  y  dos  regiones  de  tipo  constante  que  se  ha 

supuesto que  estabilizan  la unión de  ligandos al dominio  extracelular variable, un 

dominio  transmembrana  y  un  dominio  citosólico  de  43  aminoácidos  altamente 

cargado, que es esencial para la activación celular dependiente de RAGE (Neeper et 

al.,  1992;   Renard  et  al.,  1997;  Schmidt  et  al.,  2000). La unión de AGEs  al  receptor 

produce  su  activación  lo  que  desencadena  una  serie  de  respuestas  intracelulares 

mediadas principalmente por  la generación de especies  reactivas de oxígeno y que 

consisten fundamentalmente en la liberación de citoquinas y factores de proliferación 

como TNFα o IL‐1 (Schlueter et al., 2003). 

Al  inicio  de  esta  Tesis Doctoral  y  en  estudios  realizados  por  el  grupo  de 

investigación, se había descrito que el receptor de productos avanzados de glicación 

de  rata  presentaba  un  alto  grado  de  variabilidad. Así,  en  nuestro  grupo  se  había 

descrito  la existencia de dos  isoformas que difieren  en un exón  correspondiente al 

dominio  extracelular,  próximo  al  dominio  transmembrana. Estas  dos  isoformas  se 

diferencian  solamente  en  nueve  aminoácidos,  cuatro  de  ellos  ácidos  por  lo  que 

probablemente le confirieran al receptor una diferente afinidad y/o especificidad por 

los  ligandos  (Girón  et  al.,  1998). Además,  experimentos preliminares  apuntaban  la 

posibilidad de  la existencia de dos  inicios de  la  transcripción del gen que pudieran 

dar  lugar  a  proteínas  diferentes  con  quizás  una  localización  subcelular  de  las 

proteínas distinta (Caballero, 2004). 

Sin embargo, aunque se especulaba con el posible comportamiento de estas 

isoformas,  realmente  no  se  conocía  la  funcionalidad  de  ellas  y  si  podrían  ser 

importantes como mecanismos de regulación de la transducción de señales mediada 

por el  receptor. Hay que señalar que el estudio de  las propiedades del  receptor de 

AGEs es desde el punto de vista experimental difícil. En el momento de iniciar esta 
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Tesis Doctoral se carecía de anticuerpos específicos y sensibles  frente al RAGE que 

permitieran  fácilmente  estudiar  su  expresión y  localización  subcelular y ya que  se 

trata de un  receptor de membrana que  se caracteriza por mediar  la producción de 

señales  proliferativas  en  la  célula  era  difícil,  sino  imposible,  encontrar  alguna 

actividad enzimática asociada específicamente con  la estimulación de  la cascada de 

señalización  mediada  por  el  RAGE  y  que  permitiese  la  monitorización  de  la 

funcionalidad del receptor o de sus diferentes isoformas con facilidad. 

Por ello, se planteó como paso previo en esta Tesis Doctoral el desarrollo de 

sistemas que permitiesen un fácil  estudio de la funcionalidad del receptor de AGEs y 

sus isoformas. Estos sistemas consistieron en la expresión recombinante del receptor 

de  rata  con  el  objeto de  obtener  anticuerpos  y por  otra parte,  el desarrollo de un 

sistema de  expresión  eucariota del  receptor que nos permitiese una  fácil detección 

del mismo y el estudio de su capacidad de mediar respuestas intracelulares.  

Los  anticuerpos  específicos  y  sensibles  frente  al  receptor  de  productos 

avanzados  de  glicación  son  herramientas  imprescindibles  para  monitorizar  su 

expresión. Por ello, en primer lugar intentamos la expresión heteróloga del RAGE de 

rata  en  bacterias.  Todos  los  intentos  que  realizamos  para  expresar  el  receptor 

completo  fueron  infructuosos, probablemente debido  a  la  toxicidad de  la proteína 

completa  en  las  bacterias  hospedadoras.  Por  ello  y  como  método  alternativo, 

seleccionamos un  sistema de  expresión  en  bacterias de  los diferentes dominios de 

nuestro  receptor. Para  la  expresión heteróloga de  estos dominios hemos  fusionado 

las distintas regiones del RAGE que queríamos expresar con el extremo carboxilo de 

la proteína de unión a maltosa (MBP), una proteína muy soluble y de gran tamaño, 

estrategia  que  facilita  la  expresión  y  posterior  purificación. Hemos  expresado  por 

una  parte  el  dominio  intracelular  y  el  dominio  transmembrana  del  receptor  (que 
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hemos llamado MBP‐Cito) y por otra la región variable del dominio extracelular del 

receptor  V1,  responsable  de  la  unión  de  ligandos  (esta  construcción  la  hemos 

llamado  MBP‐V1).  Probablemente  la  expresión  de  estos  dominios  se  ha  visto 

facilitada por  la presencia de  la proteína de unión a maltosa que  tiene una notable 

capacidad para favorecer la solubilidad y el plegamiento de las proteínas fusionadas 

a  ella.  Esta  capacidad  es muy  superior  a  la  de  otras  proteínas  de  fusión  como  la 

Glutation transferasa (Marston, 1986). 

Para  la  obtención  de  anticuerpos  policlonales  en  conejos  seleccionamos  la 

proteína  de  fusión MBP‐Cito.  Los  anticuerpos  obtenidos  frente  a  la  proteína  de 

fusión fueron clarificados de los anticuerpos que reconocían al dominio de la MBP y 

se mostraron adecuados y específicos para la identificación del receptor de AGEs de 

rata mediante Western  blot. En  el  caso de  la proteína de  fusión MBP‐V1 decidimos 

además de obtener anticuerpos frente a ella, determinar su capacidad de unir AGEs. 

En numerosas revisiones sobre el receptor de AGEs se menciona que la capacidad de 

unir  ligandos  reside en  la  región variable V1 del  receptor. No obstante, no existen 

suficientes  pruebas  experimentales  que  confirmen  esta  hipótesis.  De  hecho,  la 

mayoría  de  experimentos  en  los  que  se  ha  estudiado  la  capacidad  de  unión  a 

ligandos del RAGE in vitro se ha empleado todo el dominio extracelular del receptor 

que incluye dos dominios de inmunoglobulinas adicionales (Valencia et al., 2004). Así 

mismo, en los experimentos clásicos en los que se ha bloqueado la interacción de los 

AGEs  con  el  receptor  en  animales  de  experimentación  o  cultivos  celulares  se  ha 

empleado  todo  el  dominio  extracelular  (que  ha  sido  denominado  RAGE  soluble) 

(Wautier et al., 1996). 

Nuestros  resultados  de  pull‐down  utilizando  la  proteína de  fusión MBP‐V1 

demuestran que el dominio variable del receptor es suficiente para el reconocimiento 
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de AGEs. Así,  los AGEs marcados con rodamina se unen específicamente a nuestra 

proteína  de  fusión,  no  son  desplazados  por  albúmina  no  glicada  y  pueden  ser 

desplazados  específicamente  al  incubar  con  AGEs  no  marcados.  Este  resultado 

indica, por tanto, que es suficiente este dominio para la unión de AGEs y que puede 

ser usado ventajosamente  frente al denominado RAGE  soluble  (que usualmente es 

expresado  en  sistemas  recombinantes  más  complejos  basados  en  baculovirus 

(Wautier  et  al.,  1996; Valencia  et  al.,  2004))  en  experimentos  de  bloqueo  de AGEs 

circulantes. Además, el hecho de que  la presencia de  la proteína de  fusión MBP no 

interfiera en  la capacidad de unir AGEs del dominio V1 permite el uso de nuestra 

proteína de fusión inmovilizada en una matriz de agarosa‐maltosa lo que facilita los 

estudios de unión a ligandos. Planeamos usar este sistema para realizar mutagénesis 

dirigida  y  establecer  dentro  del  dominio  V1  qué  aminoácidos  están  directamente 

implicados  en  la  unión  a  AGEs.  Un  buen  candidato  para  estos  estudios  sería  la 

mutación Gly82Ser, que ha sido estudiada en cultivos celulares y parece conferir una 

mayor afinidad por S100/calgranulinas (Hofmann et al., 2002). 

Como  ya  hemos  indicado,  en  estudios  anteriores  de  nuestro  grupo  de 

investigación, se había descrito que el receptor de productos avanzados de glicación 

de  rata  presentaba  un  alto  grado  de  variabilidad.  Sin  embargo,  no  se  conocía  la 

distribución  subcelular y  funcionalidad de  las distintas  isoformas del  receptor y  si 

éstas podían ser importantes como mecanismos de regulación de la transducción de 

señales mediada por el receptor.  Además, existía un escaso conocimiento del tráfico 

intracelular del receptor e incluso se desconocía si era necesaria la internalización del 

mismo para la producción de respuestas intracelulares.  

Por  ello,  un  paso  previo  para  el  estudio  de  estas  isoformas,  ha  sido  el 

desarrollo de un sistema de expresión eucariota del receptor que nos permitiese una 
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fácil detección. Por  todo  esto, decidimos hacer  construcciones  en  las que  la  región 

codificante  del  RAGE  se  fusionó  con  un  epítopo  fácilmente  detectable  como  la 

proteína  verde  fluorescente  (GFP),  que  permite  visualizar  el  receptor  mediante 

microscopía de fluorescencia y confocal.  

Aunque  frecuentemente  las  proteínas  de  fusión  con  la  GFP mantienen  la 

localización  y  actividad  de  la  proteína  original,  era  importante  comprobar  si  la 

proteína RAGE‐GFP mantiene las propiedades nativas del receptor de rata. Por tanto, 

el primer objetivo que nos marcamos fue establecer la validez de este sistema para el 

estudio del receptor de AGEs de rata. Nuestros resultados muestran que la expresión 

eucariota  de  una  proteína  de  fusión  entre  el  receptor  de  AGEs  y  la  proteína 

fluorescente  verde  es  un  sistema  idóneo  para  monitorizar  la  expresión  y 

funcionalidad del receptor en cultivos celulares eucariotas ya que: 

1. La  proteína  RAGE‐GFP  muestra  en  células  eucariotas  una  localización 

coherente  con  la  esperada  para  un  receptor  de membrana. Así,  tiene  una 

distribución  mayoritaria  en  la  membrana  plasmática  y  una  localización 

menor en el retículo endoplásmico. Esta localización es compatible con la que 

previamente detectamos con el receptor de AGEs fusionado a un epítopo c‐

myc utilizando  técnicas de  inmunocitoquímica (Caballero, 2004). Un aspecto 

destacado  de  la  localización  de  la  proteína  RAGE‐GFP  es  que  su  sobre‐

expresión en la membrana plasmática conduce a la formación de numerosas 

evaginaciones  de  la membrana  en  las  que  se  localiza  el  receptor  de AGEs 

(Figura V.13). Aunque este comportamiento se ha atribuido en algunos casos 

al uso de  lípidos  catiónicos en  transfecciones  transitorias de plásmidos que 

codifican  para  proteínas  de membrana  (Cornea  et  al.,  1999),  no  es  nuestro 

caso  ya  que  estas  evaginaciones  se mantienen  en  células  transfectadas  de 
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manera estable  tras numerosos pases de cultivo. Nosotros pensamos que  la 

aparición de evaginaciones es una  respuesta  frente a  la sobre‐expresión del 

receptor de manera que se produce un aumento de la superficie celular para 

acomodar  al  mismo.  Otro  aspecto  destacado  de  la  localización  en  la 

membrana plasmática del receptor fusionado a la proteína fluorescente verde 

es,  en  el  caso de neuritas,  su  localización preferente  en  las prolongaciones 

celulares  que  se  producen  en  la  diferenciación  celular  del  cultivo  (Figura 

V.13).  

 

2. La  expresión  eucariota  de  la  proteína  de  fusión  RAGE‐GFP  no  produce 

toxicidad  celular.  Es  posible  mantener  cultivos  estables  de  células 

transfectadas sin aparente pérdida de la población transfectada. El análisis de 

los  núcleos  de  las  células  transfectadas  mediante  tinción  con  DAPI  no 

muestra  ningún  indicio  de  que  la  sobre‐expresión  del  receptor  produzca 

fenómenos apoptóticos en los tipos celulares estudiados (Figura V.14). 

 

3. La proteína de fusión RAGE‐GFP retiene la capacidad de unir ligandos tal y 

como hemos monitorizado mediante microscopía confocal (Figura V.15). Para 

ello  hemos  seleccionado  ligandos,  AGE‐BSA,  que  hemos  marcado  con 

fluoróforos que permiten  su  fácil detección:  rodamina y Texas Red. Hemos 

utilizado láseres de excitación específicos para la GFP y la rodamina o Texas‐

red que han sido empleados secuencialmente y con ventanas de emisión que 

no  se  solapaban  para  los  distintos  fluoróforos.  Experimentos  utilizando 

células  marcadas  sólo  con  el  RAGE‐GFP,  rodamina  o  Texas‐red  nos 

permitieron comprobar la especificidad de las señales de emisión detectadas. 

De hecho,  la  elección de Texas Red  como un  fluoróforo alternativo para  el 

marcaje de los AGEs‐BSA se debió a que sus ventanas de excitación y emisión 
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se encuentran aún más desplazadas con respecto a las de la GFP que las de la 

rodamina  y  por  tanto,  nos  da  una  garantía  adicional  de  que  no  existen 

solapamientos  de  las  señales.  Teniendo  en  cuenta  estas  precauciones, 

nuestros  resultados  muestran  que  se  produce  una  co‐localización  de  las 

señales  provenientes  de  la  GFP  y  de  la  rodamina  o  Texas‐red  que  son 

indicativas  de  una  unión  específica  entre  los  AGEs  y  su  receptor.  Estas 

señales co‐localizan a  lo  largo de  la membrana plasmática e  incluso pueden 

ser detectadas mediante FRET (excitando a la longitud de onda de la GFP y 

observando  la  emisión  del  Texas  Red  por  transferencia  de  energía  de 

resonancia, datos no mostrados). 

 

4. La proteína de fusión RAGE‐GFP transfectada en células eucariotas mantiene 

la capacidad de activar cascadas de señalización tras la unión a ligandos. Esta 

capacidad  de  mediar  respuestas  la  hemos  medido  como  activación  de 

cascadas  de  señalización  corriente  abajo  del  receptor  de  AGEs.  De  las 

diferentes  cascadas  de  señalización  implicadas,  hemos  seleccionado  la 

mediada  por MAP‐kinasas  ya  que  ha  sido  directamente  implicada  en  el 

proceso de señalización mediado por el receptor (Lander et al., 1997). Como 

indicador de la activación de esta ruta de señalización hemos seleccionado el 

incremento  en  la  fosforilación  de  ERK  1/2  inducida  por  la  incubación  con 

AGEs.  La  fosforilación  de  ERK  1/2  está  claramente  establecida  como 

dependiente de  la presencia de AGEs  en  células  que  expresan  su  receptor 

(Goldin et al., 2006) e incluso se ha postulado una interacción directa entre el 

RAGE  y  ERKs  que  conduciría  a  su  estabilización  y  fosforilación  por 

miembros de  la  familia de  las MAP‐kinasas  (Ishihara  et al., 2003). Nuestros 

resultados  en  células Neuro‐2A muestran que  en  respuesta a  la  incubación 

con  AGEs  las  células  transfectadas  con  la  construcción  que  expresa  la 
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proteína de  fusión RAGE‐GFP  incrementa  significativamente  los niveles de 

fosforilación  de  ERK  1/2,  mientras  que  los  AGEs  tienen  un  efecto  muy 

inferior en las células sin transfectar (ya que expresan de forma endógena un 

nivel bajo del receptor). Así, mientras que los niveles basales de fosforilación 

de  ERK  1/2  en  células  transfectadas  son  similares  a  las  de  las  células 

controles,  la  adición  de AGEs  produce  un  incremento  aproximado  de  un 

100% en la relación ERKs fosforiladas / ERKs totales en las células que sobre‐

expresan  la  proteína  RAGE‐GFP  (Figura  V.17).  Este  incremento  en  la 

fosforilación de ERKs mediado por el receptor de AGEs es dependiente del 

tiempo y produce una máxima activación en 15 minutos que se mantiene al 

menos durante una hora  (Figura V.18). Por  tanto, parece adecuado concluir 

que  la  proteína  de  fusión  retiene  la  capacidad  de  mediar  respuestas 

intracelulares. Para confirmar aún más este resultado decidimos estudiar un 

proceso que sucede en  las etapas  finales de  la vía de  señalización mediada 

por  el  RAGE,  la  activación  del  factor  de  transcripción  NF‐κB  y  su 

translocación al núcleo (Huttunen et al., 1999; Bierhaus et al., 2001; Bierhaus et 

al., 2005b). Para medir este fenómeno hemos utilizado la técnica de retardo en 

geles  (EMSA)  utilizando  para  ello  la  secuencia  consenso  de  unión  a  este 

factor  de  transcripción.  EL  EMSA  se  ha  realizado  en  células  CHO‐k1 

transfectadas  con  el vector que  expresa  la proteína RAGE‐GFP. Las  células 

CHO‐k1 no expresan de forma endógena el receptor de AGEs y por tanto, la 

respuesta a AGEs detectada se deberá exclusivamente al RAGE generado por 

nuestra  construcción. En  estas  células  se observa que  la  transfección  con el 

vector  que  expresa  la proteína RAGE‐GFP  conduce  a un  incremento de  la 

capacidad de unión al DNA en  los extractos nucleares. Este  incremento que 

se  observa  en  células  transfectadas  en  ausencia de  ligandos,  es  aún mayor 

cuando  las  células  se  incuban  con AGEs‐BSA  (Figura V.19).  Por  tanto,  los 
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resultados observados en  la fosforilación de ERKs y en  la activación de NF‐

κB por la proteína RAGE‐GFP, indican que es la proteína RAGE‐GFP retiene 

la capacidad de translucir señales intracelulares. 

Por  tanto,  cabe  concluir  que  desde  el  punto  de  vista  de  localización 

subcelular, unión de ligandos y capacidad de desencadenar señales intracelulares, la 

construcción  que  expresa  la  fusión  entre  el  RAGE  de  rata  y  la  GFP  es  una 

herramienta válida para el estudio del receptor de productos avanzados de glicación 

y sus distintas isoformas. 

Hasta ahora se desconocía el tráfico intracelular del receptor y si era necesaria 

su  internalización  para  la  producción  de  respuestas  intracelulares.  Dentro  de  la 

familia  de  receptores  capaces  de  reconocer  AGEs  se  han  identificado  varios 

miembros  como  AGE‐R3  o  galectina‐3  que  es  capaz  de  translocarse  desde  el 

citoplasma a la superficie celular cuando la célula es expuesta a AGEs. La expresión 

en  la  superficie  de  AGE‐R3  aumenta  con  la  unión  y  endocitosis  de  AGEs  por 

macrófagos  (Vlassara  et  al.,  1995;  Vlassara,  2001). Así mismo,  se  han  identificado 

como  receptores  para  AGEs  algunos  miembros  de  la  familia  de  los  receptores 

scavenger  de macrófagos  (Miyazaki  et  al.,  2002; Horiuchi  et  al.,  2003)  de  clase A:  I 

(Araki et al., 1995) y II (Suzuki et al., 1997) y de clase B: CD36 (Ohgami et al., 2001 a) y 

SR‐BI (Ohgami et al., 2001 b); LOX‐1 (Jono et al., 2002); FEEL‐1 y FEEL‐2 (Tamura et 

al.,  2003).  Estos  receptores  dan  lugar,  tras  un  proceso  de  internalización  una  vez 

unidos a sus ligandos,  a cambios celulares, como la formación de células espumosas 

en  lesiones  ateromatosas.  Por  tanto,  es  posible  que  en  el  proceso  de  señalización 

celular mediado por el RAGE tuviese lugar una etapa de internalización.  

La  proteína  de  fusión  con  la  GFP  nos  ha  facilitado  la  visualización  del 

receptor  tras  la  unión  a  sus  ligandos  en  cultivos  celulares,  y  nos  ha  permitido 
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describir por primera vez la internalización del receptor tras la unión a sus ligandos. 

La  internalización  puede  ser  detectada mediante microscopía  confocal  utilizando 

ligandos marcados  con  rodamina o Texas Red. Así, mientras que gran parte de  la 

fluorescencia debida a la GFP y a los ligandos colocaliza en la membrana plasmática 

de  las  células  como  ya hemos descrito, una parte  considerable de  la  fluorescencia 

puede  ser  detectada  tanto  para  los  ligandos  como  para  el  receptor  en  el  interior 

celular. Experimentos en los que células Neuro 2A transfectadas con la construcción 

que  expresa  la  proteína  RAGE‐GFP  se  han  incubado  en  presencia  de  AGEs  sin 

marcar (Figura V.21) parecen soportar la idea de una internalización del receptor, ya 

que  la  fluorescencia  asociada  con  la membrana  plasmática  en  ausencia  de AGEs, 

puede  observarse  distribuida  de  una manera  difusa  en  el  interior  celular  tras  la 

adición de ligandos. Por tanto, parece que el receptor de AGEs, como otros miembros 

de esta familia de receptores, es capaz de internalizarse tras su unión a ligandos. La 

pregunta que  este proceso de  internalización plantea  es hasta qué punto  la propia 

internalización es relevante para el desencadenamiento de respuestas intracelulares, 

ya que de ellas se va a derivar en gran medida el desarrollo del síndrome diabético 

tardío en los pacientes diabéticos. 

Para  establecer  la  relevancia  de  este  proceso  de  internalización  en  el 

desencadenamiento  de  respuestas  intracelulares  hemos  utilizado  un  inhibidor 

específico  de  la  internalización  de  receptores,  la  dansyl‐cadaverina  (Schütze  et  al., 

1999).  En  células  Neuro‐2A  transfectadas  con  el  plásmido  pRAGE‐GFP,  la 

preincubación con dansyl‐cadaverina anula completamente la fosforilación de ERKs 

inducida por AGEs (Figura V.22).  

El promotor de AGEs de rata tiene cuatro secuencias consenso para el factor 

de  transcripción NF‐κB  (Caballero, 2004). De hecho, en el promotor humano  se ha 
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establecido  que  la  adición  de  AGEs,  produce  un  incremento  de  la  actividad 

promotora  del  propio  receptor  de  AGEs  (Li  &  Schmidt,  1997)  en  respuesta  a  la 

translocación  de  NF‐κB  al  núcleo  celular.  Nosotros  hemos  ensayado  en  células 

Neuro‐2A transfectadas con un sistema reportero del promotor del RAGE de rata la 

respuesta a  la  incubación con AGEs en presencia y ausencia de dansyl‐cadaverina. 

Nuestros  resultados muestran  (Figura V.23) que  la adición de AGEs da  lugar a un 

moderado aunque significativo  incremento de  la actividad promotora mediado por 

el receptor de AGEs endógeno de esta línea celular. Esta respuesta a la presencia de 

AGEs  es  totalmente  anulada  por  la  preincubación  de  las  células  con  dansyl‐

cadaverina. 

Por  tanto,  estos  resultados  parecen  indicar  que  no  sólo  se  produce  una 

internalización del receptor tras la unión a ligandos, sino que esta internalización es 

un proceso clave para el desencadenamiento de respuestas  intracelulares mediadas 

por  el  receptor  de  AGEs.  Aún  podemos  realizar  una  prueba  adicional  de  la 

relevancia  de  este  proceso.  Como  veremos más  adelante,  hemos  descubierto  una 

isoforma del  receptor de AGEs de  rata que  tiene una  localización  intracelular y  la 

sobre‐expresión  de  esta  isoforma  fusionada  a  la  GFP  conduce  a  una  activación 

constitutiva de  las ERKs. Por  tanto, creemos que  la  sobre‐expresión de  la  isoforma 

con  localización  intracelular  mimetizaría  al  proceso  de  internalización  y  sería 

suficiente  para  estimular  las  cascadas  de  señalización  celular  dependientes  del 

RAGE. 

Se ha descrito que  el dominio  citosólico del  receptor de AGEs  es  capaz de 

unir directamente a ERKs (Ishihara et al., 2003). Este resultado en sí es sorprendente, 

y por eso algunos autores lo han puesto en duda ya que las ERKs 1/2 se encuentran 

en  un  nivel  bajo  de  las  cascadas  de  señalización  mediada  por  MAP‐kinasas  y 
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parecería más  lógica  la  interacción  directa  con  algún miembro  de  la  cascada  de 

señalización que participase en  las primeras etapas de  la misma. No obstante, si el 

receptor de AGEs experimenta un proceso de  internalización,  la  interacción directa 

con ERKs  sería posible. Nosotros hemos  tratado de  repetir estos experimentos  con 

nuestra  proteína  de  fusión  MBP‐Cito.  Para  ello  hemos  realizado  un  pull‐down 

utilizando fracciones citosólicas de pulmón de rata que se han incubado con nuestra 

proteína de fusión. Posteriormente, se han inmovilizado las proteínas en una resina 

de agarosa‐amilosa y se han eluído específicamente con maltosa o tampón de carga 

de  electroforesis.  La  presencia  de  ERKs  en  las  fracciones  eluídas  se  ha  analizado 

mediante Western‐blot. Nuestros  resultados  (Figura V.40) parecen  indicar que no se 

produce la unión directa del dominio citosólico del receptor de AGEs a ERKs. Lo que 

sí obtenemos, de  forma repetida, es  la unión a este dominio de una proteína de un 

peso  molecular  aparente  de  55‐60  kD  y  que  actualmente  estamos  tratando  de 

identificar mediante técnicas de proteómica.  

De  cualquier  manera,  y  aunque  las  proteínas  con  las  que  interacciona 

directamente el dominio citosólico del receptor están aún por determinar de manera 

definitiva,  parece  que  la  internalización  del mismo  es  un  requisito  imprescindible 

para el desencadenamiento de las respuestas intracelulares. Creemos que se trata de 

un dato relevante ya que ofrece una nueva diana molecular para el diseño de agentes 

que prevengan las alteraciones a largo plazo de la diabetes: inhibidores específicos de 

la internalización del RAGE. 

Otro  aspecto  que  se  ha  abordado  en  esta  Tesis  Doctoral  ha  sido  la 

determinación de la funcionalidad de una isoforma del receptor que carece del exón 

9.  Existen  dos  isoformas  del RAGE de  rata  generadas  por  splicing  alternativo  que 

difieren en  la presencia o ausencia del exón 9 que codifica para 9 aminoácidos del  



DISCUSIÓN 

220 

dominio  extracelular,  estos  aminoácidos  se  localizan  en  una  región  próxima  al 

dominio  transmembrana.  (Girón et al., 1998). Por  tanto, aunque estas dos  isoformas 

del  RAGE  se  diferencian  solamente  en  nueve  aminoácidos,  nos  planteamos  la 

posibilidad de que esta  isoforma del receptor presentara una diferente afinidad y/o 

especificidad  por  los  ligandos,  una  diferente  distribución  subcelular,  alterase  el 

proceso de  transducción de  señales al  interior celular  tras  la adición de  ligandos o 

finalmente  tuviese  un  papel  en  el  control  post‐transcripcional  de  la  expresión  del 

receptor. Ya que la estrategia de fusionar el RAGE a la proteína fluorescente verde se 

había mostrado adecuada para el estudio de la funcionalidad del receptor, decidimos 

seguir la misma estrategia en el caso de la isoforma carente del exón 9. 

Los datos que hemos obtenido utilizando esta estrategia nos han demostrado 

que esta isoforma se localiza mayoritariamente en la membrana plasmática, retiene la 

capacidad de unir  ligandos, medida  como  capacidad de unir AGEs‐BSA marcados 

con  rodamina  o  Texas  Red  y  es  capaz  de  desencadenar  de  manera  eficiente 

respuestas  celulares  tras  la  unión  a  ligandos.  Por  tanto,  no  existen  diferencias 

significativas  en  los  parámetros  ensayados  con  respecto  a  la  isoforma 

correspondiente  al  receptor  de  AGEs  completo  (aunque  ciertamente  queda  por 

ensayar  la capacidad de unión a  ligandos del receptor diferentes de  los AGEs). No 

obstante,  cada  uno  de  los  resultados  obtenidos  con  esta  isoforma  es  una  prueba 

adicional de que  las proteínas de fusión son adecuadas para el estudio del receptor 

de  AGEs  ya  que  son  capaces  de  localizarse  específicamente  en  la  membrana 

plasmática, unen eficientemente  ligandos y desencadenan respuestas  intracelulares. 

Asimismo,  también  prueban  que  la  internalización  del  receptor  es  un  requisito 

necesario para el desencadenamiento de repuestas intracelulares. 
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La  única  diferencia  significativa  que  hemos  encontrado  entre  la  isoforma 

carente del exón 9 y el receptor de AGEs de rata completo ha sido que la expresión 

de  la proteína de  fusión que  contiene  la  isoforma que  carece del  exón 9  tiene una 

expresión  menor  en  la  membrana  plasmática.  Puesto  que  ambas  isoformas  se 

expresan en nuestras construcciones desde el mismo promotor, esta diferencia parece 

indicar  una  regulación  post‐transcripcional  de  la  expresión  de  la  isoforma.  Si 

consideramos  que  nuestros  resultados  parecen  indicar  que  la  diferencia  en 

fluorescencia se produce en la membrana plasmática más que en la cantidad total de 

fluorescencia  de  las  células  (dato  no mostrado),  esto  indicaría  que  en  el  exón  9 

pudiesen localizarse señales secundarias de destino a la membrana plasmática cuya 

ausencia en  la  isoforma que se expresa menos en  la membrana harían que parte de 

esta isoforma se localizase en el retículo en mayores niveles.  

Puesto que  esta  isoforma  se  expresa menos  en  la membrana plasmática,  la 

existencia  de  este  splicing  daría  lugar  a  una  disminución  de  expresión  génica  del 

receptor  funcional.  Este  resultado  no  es  tan  sorprendente  ya  que  en  el  caso  del 

receptor humano de AGEs se ha descrito la existencia de varias isoformas generadas 

por splicing alternativo que aunque se expresan en las células humanas, dan lugar a 

isoformas  no  activas  del  receptor  al  carecer  del  dominio  intracelular  o  bien 

extracelular (Schueter et al., 2003; Yonekura et al., 2003). Por tanto, en general cabría 

hipotetizar  que  el  receptor  de  AGEs  es  capaz  de  regular  su  expresión  génica 

mediante una serie de mecanismos que atenúan la generación de señales, ya sea por 

generar  isoformas  truncadas  (caso  del  receptor  humano)  o  bien  por  generar 

isoformas que tienen un menor nivel de expresión en la membrana plasmática (caso 

del receptor de rata). 
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En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación (Caballero, 

2004),  hemos  descrito  la  posibilidad  de  uso  de  dos  diferentes  inicios  de  la 

transcripción del gen del RAGE mediante técnicas de extensión de cebadores. Estos 

resultados  iniciales  indicaban  la posibilidad de que el uso del segundo  inicio de  la 

transcripción  diese  lugar  a  un  tránscrito  que  codificase  para  una  proteína  más 

pequeña  que,  manteniendo  la  misma  pauta  de  lectura,  careciese  de  la  señal  de 

exportación  al  retículo  endoplásmico.  Puesto  que  la  técnica  de  extensión  de 

cebadores  origina  en  algunas  ocasiones  artefactos  que  conducen  a  proponer más 

inicios de la transcripción de los reales, en primer lugar decidimos confirmar el uso 

de los dos supuestos inicios de la transcripción para el RAGE de rata utilizando una 

técnica  alternativa que  complementase  los  resultados obtenidos  en  la  extensión de 

cebadores. Hemos utilizado para ello la técnica de RACE (Rapid Amplification cDNA 

ends).  

Nuestros  resultados  parecen  confirmar  plenamente  la  existencia  de  esta 

isoforma  ya  que  tanto  experimentos  de  extensión  de  cebadores  (figura  V.33), 

experimentos de RACE (figuras V.34 y V.35), así como la detección de la proteína en 

el  citosol  de  cerebro  y  pulmón  de  rata  mediante  Western  blot  utilizando  los 

anticuerpos  obtenidos  frente  a MBP‐Cito  (figura V.36)  corroboran  la  existencia  de 

esta isoforma. 

Hemos  ensayado  la  funcionalidad  de  la  isoforma  utilizando  la  misma 

estrategia empleada anteriormente, la fusión a la GFP. La expresión de esta proteína 

de fusión en células Neuro 2A y CHO‐k1  indica una localización de  la misma en el 

citosol de la célula como cabría esperar. Esta localización debe compararse con la que 

presenta la GFP sola. La GFP, debido a la carencia de una señal de destino clara y la 

presencia de algunas secuencias secundarias de destino al núcleo celular se  localiza 
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mayoritariamente difusa por toda la célula y en mayor concentración en el núcleo (Di 

Liegro et al., 2000; Figura V.38). En el caso de la isoforma del receptor de AGEs que 

hemos  llamado  intracelular,  se  localiza  dispersa  por  el  citosol,  con  un  aspecto 

parcialmente granuloso y sin concentrarse en el núcleo celular (Figura V.38).  

Aparte  de  su  localización  subcelular,  el  aspecto  más  destacado  de  esta 

isoforma es la capacidad de desencadenar respuestas celulares de forma constitutiva. 

Hemos determinado  la capacidad de  incrementar  la  fosforilación de ERK 1/2 como 

indicador  de  la  generación  de  respuestas  intracelulares.  Las  células  Neuro  2A 

transfectadas con esta isoforma, en ausencia de AGEs, tienen niveles de fosforilación 

de ERKs aproximadamente 2.5 veces superiores a las células controles sin transfectar. 

La adición de AGEs a estas células transfectadas produce un incremento adicional de 

la  señalización medida como  incremento en  la  fosforilación de ERKs. Por  tanto,  se 

trata de una  isoforma  funcional que, no sólo responde a  la presencia de AGEs sino 

que mantiene niveles basales elevados de activación de la cascada de señalización. La 

función de  esta  isoforma  en  rata  sería por  tanto doble, posiblemente  ser  capaz de 

reconocer  AGEs  intracelulares  formados  durante  el  metabolismo  celular  en 

situaciones  de  hiperglicemia  y  por  otra  parte  mantener  niveles  constitutivos  de 

activación de la ruta de señalización. Quizás este último papel fuese más importante 

en períodos de desarrollo celular en los que se ha descrito que la expresión tisular del 

receptor es mayor y contribuye al crecimiento y diferenciación de  tejidos como por 

ejemplo el cerebro (Hori et al., 1995). 

En humano  se ha descrito una  isoforma que pudiese  ser parecida a  la que 

aquí describimos para el  receptor de  rata  (Yonekura  et al., 2003). En esta  isoforma, 

mediante  splicing  alternativo  del  intrón  1  se  produce  una  señal  de  parada  de  la 

traducción. Estos  autores  especulan  con  la  posibilidad  de  que  se  emplee  un ATG 
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alternativo presente en el exón 3 que daría una isoforma que careciendo del dominio 

V1 de unión a  ligandos se expresase en  las células. Esta  isoforma debería por  tanto 

tener  una  localización  citosólica,  aunque  parece  que  estos  autores  describen  una 

localización  de  la misma  en  la membrana  plasmática.  Esta  isoforma,  no  sería  por 

tanto  totalmente  equivalente  a  la  de  rata  ya  que  se  generaría  mediante  splicing 

alternativo y expresión bi‐cistrónica, mientras que la de rata se genera mediante uso 

alternativo  de  inicios  de  la  transcripción  y  mientras  que  la  isoforma  humana 

probablemente  carece de  la  capacidad de unir  ligandos,  la  isoforma de  rata  sí que 

mantiene casi la totalidad del dominio V1. 

Finalmente,  en  esta  Tesis  Doctoral  hemos  abordado  el  estudio  de  la 

regulación de la expresión del receptor de AGEs de rata. Hemos prestado atención a 

dos aspectos, la activación del promotor y la regulación de la estabilidad del mRNA 

del  receptor  como mecanismo  de  regulación  post‐transcripcional  de  la  expresión 

génica. 

El promotor del receptor de AGEs humano fue caracterizado por primera vez 

por Li & Schmidt en 1997. Estos autores describieron  la presencia de  tres  sitios de 

unión a NF‐κB y dos sitios de unión a SP1. Estos autores midieron el incremento de 

la actividad promotora en respuesta a AGEs, mediada por el propio RAGE a través 

de un incremento en los niveles nucleares de NF‐κB. También ha sido caracterizado 

el incremento de la actividad promotora en respuesta a estradiol (Tanaka et al., 2000) 

y a anfoterina en células de tejido nervioso a través de los sitios de unión SP1 (Li et 

al., 1998). Pocos datos más se tienen sobre la regulación de la actividad promotora. 

Nosotros hemos  caracterizado  el promotor de  rata,  aislado  a partir de una 

genoteca genómica (Caballero, 2004). El análisis de la secuencia muestra la presencia 

de 4  sitios para NF‐κB y dos  sitios SP1. Para el  estudio de  la actividad promotora 
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hemos utilizado un sistema de genes  reporteros basado en  la  luciferasa. En primer 

lugar hemos medido  los niveles basales de transcripción mediados por el promotor 

en diferentes  tipos celulares y  los hemos comparado con  los de un promotor fuerte 

como  es  del  de  SV40  (pGL3‐Control).  Cabe  señalar  que  el  nivel  de  transcripción 

desde el promotor de rata es significativo pero muy inferior al de promotores fuertes 

como SV40. Hemos ensayado  la  transcripción basal desde el promotor en distintos 

tipos celulares, células de  tejido nervioso Neuro 2A, células de endotelio pulmonar 

MLE‐12, células renales NRK‐52F y monocitos RAW‐304.  

Los  resultados  de  expresión  basal  del  promotor  medidos  en  estos  tipos 

celulares se corresponden bastante bien con la distribución conocida del receptor en 

los diferentes  tejidos:  es muy  alta  en pulmón donde  se  le  atribuye un papel  en  la 

retirada  de AGEs  circulantes, mientras  que  es moderada  en  riñón,  susceptible  de 

experimentar el síndrome diabético tardío, e inferior en tejido nervioso y monocitos. 

Nuestros resultados muestran que en todas estas líneas celulares, la adición de AGEs 

produce un incremento de la actividad promotora corroborando los resultados de Li 

& Schmidt, 1997. No obstante, es de destacar  los valores basales y en presencia de 

AGES  tan elevados de actividad promotora en pulmón. Probablemente,  factores de 

transcripción  tejido  específicos  en  pulmón  sean  responsables  de  esta  actividad 

promotora. En  la actualidad nos encontramos analizando estos factores mediante el 

ensayo de delecciones seriadas del promotor en la línea celular MLE‐12. 

Hemos decidido estudiar el efecto de moléculas relacionadas con la diabetes 

sobre  la  actividad  promotora  del  gen  de  rata.  Para  ello,  hemos  elegido  dos  tipos 

celulares, pulmón  (células MLE‐12) y  tejido nervioso  (células Neuro‐2A) en  las que 

ya  hemos  ensayado  el  efecto  de  los AGEs‐BSA. Como  hemos  indicado,  los AGEs 

inducen la sobre‐expresión del gen del RAGE de rata, resultado ya mostrado para el 
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gen humano  (Schmidt  et  al.,  1999; Tanaka  et  al.,  2000). También hemos medido  el 

efecto de  lipopolisacárido, que se ha descrito como capaz de estimular  la actividad 

promotora en el gen humano (Li & Schmidt, 1997). También, hemos seleccionado el 

H2O2,  un  generador  de  radicales  libres,  puesto  que  se  ha  relacionado  al  estrés 

oxidativo  en  el desarrollo del  síndrome diabético  tardío  (Baynes & Torpe, 1996) al 

favorecer la formación de productos avanzados de glicación (Reddy et al., 1995; Ikeda 

et  al.,  1996)  y  producir  la  activación  del  factor  nuclear  NF‐κB.  También  hemos 

ensayado el efecto de una hiperglicemia severa sobre  la actividad del promotor de 

rata.  Puesto  que  los  AGEs  se  generan  como  consecuencia  de  una  hiperglicemia 

sostenida,  hemos  querido  conocer  si  una  hiperglicemia,  en  ausencia  de productos 

avanzados de  glicación,  es  suficiente para  inducir  la  sobre‐expresión del  receptor. 

Finalmente, hemos ensayado dos agentes hipoglicemiantes,  la propia  insulina y un 

compuesto  con  propiedades  hipoglicemiantes,  el  tungstato  sódico  (Barberà  et  al., 

1994). El tungstato sódico es un compuesto que administrado por vía oral, conduce a 

una situación de normoglicemia en numerosos modelos experimentales de diabetes 

(Barberá et al., 1994, 1997; Muñóz et al., 2001, Girón et al., 2003). Este compuesto ejerce 

su efecto hipoglicemiante utilizando vías de  señalización celular a  través de MAP‐

kinasas, en concreto ERK 1/2, independientes de las de la insulina (Domínguez et al., 

2003).  

Nuestros  resultados muestran que en  células pulmonares el único estímulo 

capaz de incrementar de forma significativa y elevada la actividad promotora son los 

AGEs. Este resultado es coherente pues parece que en pulmón  la única función del 

receptor es facilitar la retirada de AGEs circulantes y por tanto un incremento de la 

actividad  promotora  en  respuesta  a  ellos  es  lógica.  La  incubación  con 

concentraciones  elevadas  de  glucosa  (50  mM)  ha  tenido  un  pequeño  efecto 

significativo sobre la expresión desde el promotor del receptor de AGEs de rata. Este 
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resultado  nos  confirma  que  la  inducción  de  la  expresión  del  receptor  es  debida 

fundamentalmente al  incremento en  los niveles de AGEs y que una hiperglicemia, 

transitoria, tiene si acaso un efecto moderado sobre la expresión génica del receptor. 

Permanece por dilucidar el mecanismo molecular de la elevada actividad promotora 

del gen en pulmón en condiciones basales. 

En  las  células de  tejido nervioso Neuro‐2A, aunque  los niveles basales  son 

muy inferiores a las de las células de pulmón, la capacidad de respuesta a diferentes 

tipos de moléculas es más variada. Se producen incrementos significativos en  el caso 

de los AGEs, lipopolisacárido, peróxido de hidrógeno y tungstato sódico. Es posible 

que AGEs y peróxido de hidrógeno usen una vía de  señalización  común mediada 

por  la  activación del  factor NF‐κB  (Baynes & Torpe,  1996), de  forma que  el  efecto 

positivo  sobre  la  transcripción  del  promotor  del  receptor,  fuese  inducido  por  la 

interacción de los AGEs con su propio receptor o bien por la producción de radicales 

libres intracelulares debida a la incubación con H2O2. 

Los  resultados de actividad  luciferasa que hemos obtenido  en presencia de 

insulina  o  de  tungstato  sódico  son  sorprendentes.  En  células MLE‐12,  insulina  y 

tungstato  producen  una  pequeña  activación  de  la  transcripción  desde  nuestra 

construcción.  En  la  línea  celular  Neuro‐2A,  el  incremento  en  la  transcripción 

mediado  por  el  tungstato  es  incluso  superior.  Si  contemplamos  que  el  principal 

mecanismo de acción del  tungstato sódico es  la activación de  la vía de señalización 

de MAP‐kinasas, incrementando directamente la fosforilación de ERKs (Domínguez 

et al., 2003) y que el receptor de AGEs usa la misma vía de señalización, el resultado 

ya no es tan sorprendente. En el caso del efecto de la insulina sobre la transcripción 

del  promotor  probablemente  haya  que  contemplarlo  desde  un  punto  de  vista  no 

relacionado con la diabetes. El receptor de AGEs ha sido implicado en otros procesos 
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celulares, fundamentalmente de tipo proliferativo. Así, el receptor está implicado en 

el  crecimiento  y  diferenciación  del  tejido  nervioso  (Brett  et  al.,  1993)  o  en  la 

angiogénesis  en metástasis  tumorales  (Takada  et  al.,  2001; Huttunen  et  al.,  2002b; 

Kuniyasu  et  al.,  2002).  Es  posible,  que  en  estas  situaciones  la  insulina  induzca  la 

expresión del receptor y ha sido descrito que a través de la vía de señalización clásica 

de la insulina puede incrementarse la fosforilación de ERKs (Domínguez et al., 2003).  

Por  tanto,  el  promotor  del  receptor  de  AGEs  de  rata  tiene  capacidad  de 

respuesta  a  AGEs,  H2O2  y  compuestos  insulinomiméticos.  Esta  capacidad  de 

respuesta,  aunque  es  necesario  confirmarlo mediante  experimentos  de  retardo  en 

geles y foot‐printing, parece estar mediada en gran medida en el promotor de rata por 

el sitio de unión al factor de transcripción NF‐κB.  

Ya habíamos descrito que el extremo 3´ no traducido del mRNA del RAGE de 

rata tiene una influencia importante en la estabilidad del mismo y en el control de la 

expresión  génica  (Caballero  et  al.,  2004).  Los  resultados  presentados  en  esta  Tesis 

Doctoral así  lo confirman. La  isoforma del mRNA del RAGE de  rata generada por 

uso  alternativo  de  señales  de  poliadenilación  tiene  una  menor  estabilidad  que 

conduce  a  una  vida media  del  RNA muy  inferior  a  la  que  presenta  la  isoforma 

generada por el uso de  la primera  señal de poliadenilación y que no contiene una 

secuencia ARE funcional (Figura V.45).  

Una vez establecida la importancia de la secuencia ARE en la estabilidad del 

mRNA, hemos estudiado la importancia de esta secuencia en respuesta a la adición 

de diferentes moléculas  implicadas en  la diabetes. Nuestros resultados  indican que 

existe una modulación de la estabilidad del mRNA correspondiente a la isoforma del 

receptor  de  AGEs  generada  por  el  uso  de  la  señal  distal  de  poliadenilación  en 

respuesta  a  AGEs,  hiperglicemia  y  peróxido  de  hidrógeno.  Estos  agentes  se 
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encuentran en concentraciones elevadas en la diabetes y su presencia en el medio de 

incubación  probablemente  conduce  a  una  estabilización  del  mRNA  y  a  un 

incremento de la expresión génica. Este resultado destaca la relevancia del extremo 3´ 

no  traducido del gen del mRNA del  receptor de  rata en el  control de  la expresión 

génica. 

Obviamente, la pregunta que a continuación cabe plantease es qué influencia 

tiene  el  extremo  3´  no  traducido  del  mRNA  del  receptor  humano.  Nuestros 

resultados  muestran  que  aunque  en  el  caso  del  gen  humano  existe  una  única 

secuencia funcional de poliadenilación, el tránscrito generado contiene en su extremo 

3´ no traducido secuencias que conducen a una disminución de la expresión génica. 

Estas secuencias, que pueden ser mapeadas mediante delecciones seriadas, son ricas 

en timina. Probablemente se trate de secuencias ARE no canónicas y que tengan un 

efecto  significativo  sobre  la  expresión  génica  debido  a  una  desestabilización  del 

mRNA (Kruys et al., 1989; Zhang et al., 2002).  

Experimentos preliminares realizados mediante Northern‐ blot, muestran que 

la  incubación de  células humanas  transfectadas  con  la  construcción que expresa  la 

GFP  fusionada  al  extremo  3´  no  traducido  del  gen  humano  muestran  que  la 

expresión génica controlada por esta región se encuentra regulada positivamente por 

la adición de AGEs al medio de cultivo (Figura V.59) y por tanto resalta la relevancia 

de este mecanismo de regulación de la expresión génica para el receptor de AGEs en 

humanos. 

La hiperglicemia crónica promueve  la resistencia periférica a  la acción de  la  

insulina,  los  mecanismos  moleculares  por  los  que  se  produce  este  efecto  no  se 

conocen  totalmente. Así,  se  ha  descrito  que  los productos  tempranos  de  glicación 

disminuyen  la  entrada  de  glucosa  en  la  célula mediada  por  insulina  en músculo 
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esquelético por mecanismos que implican a la proteina quinasa C (Miele et al., 2003). 

En  adipocitos,  los  productos  de  glicación  tempranos  bloquean  el  transporte  de 

glucosa a través de un estimulo mediado por especies reactivas de oxígeno (Unoki et 

al.,  2007). Nuestra hipótesis  es que  el RAGE podría  estar  implicado  a  través de  la 

unión a productos avanzados de glicación, es decir a productos  tardíos más que a 

productos tempranos.  

En  tejido muscular de  rata  se  expresa  el  receptor de AGEs. En  situaciones 

patológicas  como  la  diabetes,  el  tejido  muscular  tiene  un  papel  relevante  en  la 

hiperglicemia debido a una menor retirada de glucosa circulante, y por tanto hemos 

realizado  unos  experimentos  preliminares  para  determinar  si  los  productos 

avanzados de glicación, al  igual que los productos tempranos de glicación,  inducen 

resistencia a insulina en células musculares.  

En primer  lugar, hemos analizado distintas albúminas glicadas, una con un 

alto  contenido  en  productos  avanzados  de  glicación  y  otra  con  sólo  productos 

tempranos de glicación.   La  incubación con AGEs  tardíos disminuye  la entrada de 

glucosa en  la célula  inducida por  la adición de  insulina, sin embargo, el efecto más 

significativo  es  la  disminución  en  el  transporte  basal  de  glucosa.  Otros  autores 

habían  indicado  el  efecto  contrario  para  los  productos  tempranos,  una  mayor 

inhibición del  transporte  inducido por  insulina y un menor efecto en el  transporte 

basal de glucosa  (Miele et al., 2003). Por  tanto, mientras que el efecto de productos 

tempranos de glicación sobre el  transporte de glucosa ya se había establecido, es  la 

primera vez que se demuestra el efecto de productos avanzados de glicación sobre el 

desencadenamiento de resistencia periférica a  la acción de  la  insulina en músculo y 

por  tanto  este  hecho  resalta  el  papel  que  el  receptor  de AGEs  debe  tener  en  esta 

situación. 
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Para  determinar  la  vía  por  la  que  los AGEs  producen  este  efecto,  se  han 

preincubado  las  células  con  inhibidores  de  las  distintas  vías  de  señalización 

desencadenadas  tras  la unión AGEs‐RAGE: PD 98059 que  inhibe  la fosforilación de 

ERK 1/2, GW 9662 que inhibe la activación de PPAR γ, y Wortmanina que inhibe la 

activación  de  la  fosfatidil  inositol  3  kinasa. Nuestros  resultados muestran  que  el 

efecto debido a  los AGEs tardíos se ejerce fundamentalmente a través de  la ruta de 

ERKs,  lo  que  implica  claramente  al  receptor  de AGEs  como  el mediador  de  esta 

respuesta frente a los productos generados tras una hiperglicemia sostenida. 

Como conclusión, esta Tesis Doctoral pretendía establecer la relevancia de la 

variabilidad genética del receptor de AGEs en el control de  la expresión génica del 

mismo  y  en  el  desencadenamiento  de  señales  intracelulares  que  estuviesen 

implicadas en  las patologías a  largo plazo de  la diabetes. Para ello, el análisis de  la 

funcionalidad  de  las  diferentes  isoformas  generadas  por  splicing  alternativo  y 

diferentes inicios de la transcripción, así como del papel del extremo 3´ no traducido 

del mRNA  tanto  de  rata  como  humano  era  importante.  Creemos  que  el  trabajo 

presentado  en  esta Tesis  cumple  al menos una parte  considerable de  los objetivos 

planteados. Obviamente,  este  trabajo  abre múltiples  interrogantes,  por  ejemplo  si 

existe un uso diferencial de inicios de transcripción en el gen humano o el análisis de 

las  diferentes  isoformas  y  de  las  proteínas  purificadas  frente  a  otros  ligandos 

distintos de los AGEs o incluso las bases moleculares del proceso de internalización y 

activación  celular  mediado  por  el  receptor.  Esperamos  poder  realizar 

determinaciones adicionales que en un futuro próximo nos permitan dilucidar estas 

cuestiones. 
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VII.‐ CONCLUSIONES 

• La expresión heteróloga en bacterias de los diferentes dominios del receptor 

de AGEs de rata produce niveles adecuados de proteína, soluble y fácilmente 

purificable. La proteína de fusión entre el dominio variable V1 del receptor y 

la  proteína  de  unión  a  maltosa  mantiene  la  capacidad  de  unir  ligandos, 

AGEs,  de  una manera  específica.  Los  anticuerpos  obtenidos  frente  a  estas 

proteínas  recombinantes  son  herramientas  útiles  para  la  detección  y 

cuantificación del receptor. 

 

• La expresión eucariota de una proteína de fusión entre el receptor de AGEs y 

la proteína fluorescente verde GFP es un sistema idóneo para monitorizar la 

expresión y funcionalidad del receptor ya que: 

o Se localiza mayoritariamente en la membrana plasmática y permite la 

detección  de  la  proteína  de  fusión  in  vivo  mediante  técnicas  de 

miscroscopía de fluorescencia. 

o Retiene la capacidad de unir ligandos y permite monitorizar la misma 

utilizando ligandos marcados con fluoróforos. 

o Mantiene  la  capacidad  de  activar  cascadas  de  señalización  tras  la 

unión a ligandos, medida como un incremento en la fosforilación de 

la ruta de MAP kinasas y un aumento en la unión a DNA del factor 

de transcripción NF‐κB. 

 

• La  unión  de  ligandos  al  receptor  de  AGEs  de  rata  conduce  a  la 

internalización del mismo. El proceso de  internalización es  esencial para el 

desencadenamiento de respuestas celulares ya que inhibidores específicos de 
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la  internalización  como  la  dansyl  cadaverina  bloquean  la  fosforilación  de 

ERK 1/2 mediada por los AGEs y la activación celular.  

 

• Experimentos de extensión de cebadores y RACE demuestran la existencia de 

una isoforma del receptor, carente de la secuencia de exportación al retículo 

endoplásmico y de localización citosólica. Esta isoforma es capaz de producir 

una activación constitutiva de la ruta de señalización mediada por el RAGE.  

 

• En  el  extremo  3´  del  gen  del  receptor  de  rata  existen  dos  señales  de 

poliadenilación.  Una  de  las  isoformas  generada  por  una  de  estas  señales 

contiene  una  secuencia  rica  en  adeninas  y  uracilos,  lo  que  produce  la 

desestabilización del mRNA y la disminución de la expresión del receptor. La 

adición  de  AGEs,  glucosa  y  peróxido  de  hidrógeno  al  medio  de  cultivo 

incrementan la expresión génica a partir de esta isoforma del mRNA.  

 

• En el gen del receptor de AGEs humano existe una única secuencia funcional 

de poliadenilación. No obstante,  el mRNA originado a partir de ella también 

contiene secuencias ricas en timinas capaces de disminuir la expresión génica 

en  células  humanas.  La  adición  de  AGEs  a  cultivos  de  células  humanas 

transfectadas  con  construcciones  en  las  que  la GFP  se  ha  fusionado  a  esta 

región 3´ no traducida del gen humano, produce un incremento significativo 

de la expresión de esta proteína reportera. 

 

• Los  productos  avanzados  de  glicación  tienen  un  efecto  directo  sobre  el 

transporte de glucosa en  tejidos periféricos. Este efecto se ejerce a  través de 

rutas de señalización mediadas por MAP‐kinasas. 
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