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SIMPOSIO

|. El papel fisiopatologico del TGF—B en las nefropatias
de diversas etiologias: los inhibidores del TGF—8
como agentes terapeéuticos potenciales

M. Magdalena Vilchis-Landeros,* Patricia Juarez,* Fernando L6pez-Casillas*

Recepcion version modificada 30 de abril de 2002; aceptacion 23 de octubre de 2002

Introducciéon

Una de las complicaciones mas frecuentes y general-
mente fatal de la diabetes mellitus es la insuficiencia
renal. Este es un grave problema de salud en México,
pues no sélo su incidencia va en aumento,® sino que la
poblacién mexicana parece ser particularmente suscep-
tible aella. Garzay colaboradores han encontrado que en
los pacientes diabéticos tipo Il (no dependientes de
insulina) de origen mexicano, el deterioro de la funcién
renal es mas acelerado que en grupos de diferente origen
étnico.? En la década pasada el entendimiento de la
fisiopatologia de la nefropatia, de etiologia diabética en
particular y de otras etiologias en general, ha revelado
gue uno de los principales mediadores del dafiorenal es
una poderosa citocina llamada Transforming Growth
Factor tipo beta (TGF-[3).3* De ahi que, en principio, un
tratamiento racional de las nefropatias deberia basarse
en inhibidores del TGF-f, los cuales, necesariamente,
resultaran del conocimiento derivado de los mecanismos
de sefalamiento del TGF-[3. Este campo de estudio ha
tenido undesarrollo espectacular enlos Ultimos afios con
el consecuente desarrollo de nuevos conceptos y la
identificacion de moléculas transductoras de sus sefia-
les, las cuales podrian ser blancos para unaintervencién
terapéutica anti-TGF-p. En esta parte del simposio
discutiremos conceptos basicos de la biologia del TGF-
B, sus mecanismos fisiopatoldgicos, y los agentes neu-
tralizadores del TGF—3mas promisorios para una even-
tual terapia en humanos.

Importanciafuncional y procesamiento del TGF—-

EITGF-Bes elmiembro prototipicoy mejor estudiado de
una familia de factores de crecimiento celular, ubicuos,
multifuncionalesy esenciales parala sobrevivencia, que
tienen un papel importante en el desarrollo embrionario,
la proliferacién celular, la inflamacién, la reparacion de
tejidos y la respuesta inmune.>®

EITGF-Binhibe ladivision en muchostipos celulares,
incluyendo células de origen epitelial, endotelial y hema-
topoyético. EI TGF-Bactuaen el ciclo celular deteniendo
a las células al final de la fase G1. Este efecto lo logra
mediante la represion de c-myc, factor transcripcional
mitogénico, asi como con la induccién de inhibidores de
las cdks (cyclin dependent kinases), cinasas que junto
con las ciclinas son el motor del ciclo celular. El hecho
de que ciertas deficiencias en la via del TGF-[ contribu-
yan al desarrollo de tumores malignos, le da el rango de
supresor de tumores.”

EITGF-Btambiénregulalarespuestainmune. EITGF-
[3 suprime la proliferacion y diferenciacion de célulasBy T
in vitro, antagonizando los efectos de citocinas que partici-
pan en inflamacién como son IL-1B3, TNF-a o IFN-y, y
suprimiendo laexpresiondereceptoresparalL-13elL-2.En
macrdéfagos, la produccion de superoxido y Oxido nitrico es
blogueadapor TGF-B. Ademas, el TGF-Binhibe laadhesion
de neutrdfilos a células endoteliales, por lo tanto limita el
reclutamiento de células inflamatorias en la lesion. La
importancia de estas acciones fue descubierta al bloquear
la expresion del gen para TGF-B1 en el raton. Alrededor de

*Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autbnoma de México.
Correspondencia y solicitud de sobretiros: Dr. Fernando Lépez-Casillas, Apartado Postal 70-246, 04510 México D.F., Tel.: (55) 5622 5625,

correo electronico: fcasilla@ifisiol.unam.mx

126

Gac Méd Méx Vol. 139 No. 2, 2003




50% de los animales carentes de TGF-31mueren intraute-
rinamente, posiblemente por defectos letales del desarrollo
embrionario. El 50% que sobrevive hasta el hacimiento
desarrolla una respuesta inflamatoria excesiva que les
ocasiona la muerte entre la tercera y cuarta semana de
edad, lo cual confirma el papel central del TGF-31 en la
modulacion de la respuesta inflamatoria.®1°

Por otro lado, estudios con ratones transgénicos
knockout para otras isoformas del TGF-f3 confirmaron la
relevancia de las mismas en laregulacién del desarrollo
embrionario. Los ratones carentes del gen de TGF-32
mueren en el Utero debido a miltiples defectos en el
desarrollo cardiaco, pulmonar, craneofacial, de la colum-
na vertebral, de las extremidades, de los ojos, del oido
interno y del aparato urogenital.''Los ratones knockout
del TGF-B3tienen paladar hendido y defectos del desa-
rrollo embrionario pulmonar, que sonincompatibles con
lavida.'? Es notable que la carencia de cualquiera de las
tresisoformas del TGF-3sealetal, lo cual demuestraque
a pesar de su estrecha similitud estructural, funcional y
de via de sefializacién, cada isoforma tiene funciones
especificas, no redundantes.

El TGF-B controla la produccion de los componentes
de lamatriz extracelular, laremodela, y alterala adhesion
celulary, en consecuencia la interaccién entre las célu-
las.5 Este factor incrementa la sintesis y depésito de
componentes extracelulares tales como fibronectina,
proteoglicanosy algunas formas de colagena. Ademas,
la sintesis de inhibidores de enzimas de degradacién
tales como el inhibidor del activador del plasminégenoy
el inhibidor tisular de metaloproteasas se incrementa,
mientras que la expresion de proteasas tales como la
colagenasay el activador del plasminégeno se disminu-
ye por accién del TGF-3. Este aumento en la sintesis de
inhibidores y disminucion en la sintesis de proteasas
conduce alaacumulacién netade proteinas de matriz, la
cual es indispensable para el proceso de reparacion
tisular. La liberacién plaquetaria de TGF-3 en el sitio de
una herida inicia una cascada de eventos que incluyen
reclutamiento de células, formacion de nuevos vasos
sanguineos y sintesis de matriz para dar soporte a la
herida.® El TGF-3 también es un factor quimiotactico y
activador de macroéfagos y fibroblastos. Estas activida-
des son benéficas y de duracion limitada dentro del
contexto de la reparacién de heridas. Sin embargo, en
algunas ocasiones existe unincremento incontrolado en
la produccién y/o activacion del TGF-f3, lo que lleva a la
produccién excesiva de tejido conectivo. Este fendéme-
no, que ha sido llamado "el lado oscuro del TGF-" se
presentaenunavariedad de enfermedades como cirrosis
hepética, fibrosis pulmonar idiopatica, escleroderma,
glomerulonefritis, ciertas formas de artritis reumatoide,
esquistosomiasis y vitreoretinopatia proliferativa. Estas
enfermedades se caracterizan porinflamacion crénicay
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acumulacién patoldégica de matriz, que algunas veces
esta acompafiada por cicatrizacion. 314

Todas lasisoformas del TGF-3 son sintetizadas como
precursores diméricos y secretados al medio extracelular
como formas inactivas, los pro-TGF-3. A partir de estos
precursores se originan las formas maduras, activas del
factor que también son diméricas.’>® El precursor del
TGF-B1 es de 390 aminoacidos y son los 112 residuos
localizados en el extremo carboxilo-terminal los que cons-
tituyen laforma madura. Los residuos restantes, localiza-
dos en la porcion amino-terminal, constituyen el llamado
péptido asociado de latencia o simplemente LAP, por sus
siglas eninglés (latency associated peptide). Como parte
de suproceso de secrecion, el pro-TGF-B sufre protedlisis,
mediada por endopeptidasas comolafurina, lacualrompe
el enlace peptidico entre el factormaduroy el LAP. EILAP
tiene un papel importante para mediar el plegamiento
correcto y la dimerizacion de las regiones maduras, y es
necesario para un procesamiento postraduccional eficien-
te. El TGF-[3 procesado es secretado como un complejo
latente formado por la asociacion no covalente entre el
LAP y la region madura de la molécula. En el complejo
latente el TGF-3 carece de actividad, presumiblemente
porque su asociacion con el LAP le impide unirse a su
receptor. Este complejo latente puede ser secretado o
almacenado en los granulos plaquetarios que son el
reservoriomas grande de TGF-3en el organismo. Paraque
el TGF-[3 se active es indispensable que se disocie del
LAP, este proceso puede lograrse in vitro por medios
fisicos como cambios de temperatura o de pH, lo que
indica la naturaleza no covalente de la unién LAP-TGF-f3.
Sin embargo, in vivo el proceso de activacion del TGF-3
es muchomas complejoy adn no entendido completamen-
te. Unmecanismo propuesto paraexplicar laactivacionin
vivo del TGF-B involucra la accion de la plasmina en
colaboracion con el receptor de lamanosa-6-fosfatoy una
actividad de transglutaminasa, en un proceso que requiere
de varias estirpes celulares También se ha propuesto que
latrombospondina-1 (TSP-1), unaglicoproteina de matriz
extracelular, participa en laactivacion in vivo del TGF-[3.16
Estudios con animales sugieren que el TGF-f3 esliberado
del complejo LAP-TGF-3 por la TSP-1.1" Se ha sugerido
quelaTSP-1seuneal complejo LAP-TGF-B cambiandole
suconformaciény permitiendo que el TGF-3se unaconsu
receptor. Para que esto ocurra es indispensable la unién
especificaentre TSP-1y LAP, la cual es mediada por dos
péptidos cortos localizados en cada una de estas protei-
nas, las secuencias KRFK, . enla TPS-1y LSKL,, en la
LAP.% Cabe resaltar que el péptido KRFK es suficiente
paraactivar al TGF-f3, mientras que el péptido LSKL puede
bloquear su activacién, tanto la mediada por la TSP-1
completa como la inducida por el péptido KRFK. La
integrinaav6 es otra proteina capaz de activar al TGF-(31,
gracias a su unién con el LAP, la cual no libera al TGF-f3
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del complejo LAP-TGF-3, pero le permite unirse a su
receptor.’®

Unavezliberado, el TGF-Btiene unavida mediacorta,
puede unirse a otras proteinas como la a-macroglobulina
yladecorina, las cuales inhiben su actividad, o a acarrea-
dores como laalbuminay las IgGs, que no interfieren con
su actividad. Los complejos TGF-B2-a-macroglobulina
son atrapadosy probablemente catabolizados en el higa-
do. EITGF-B activo puede ser degradado por proteasasy
elastasas en el sitio de la inflamacion o puede ser
excretado enla orina.?’ Otras proteinas que unen al TGF-
[ incluyen al biglicano, al precursor -amiloide y a la a-
fetoproteina, estas uniones podrian alterar la disponibili-
dad del TGF-B para unirse a su receptor; sinembargo, aun
se desconoce su relevancia biologica.

Via de transduccion del TGF-f8

La via de transduccién del TGF-f3 es un tema en auge
sobre el cual se han publicado excelentes revisiones
recientes,?% por lo cual aqui s6lo mencionaremos sus
rasgos generales. El TGF-f3 transmite su sefial al interior
celular mediante su interaccién con los receptorestipo |y
I, los cuales son glicoproteinas transmembranales con
actividad de cinasas de proteinas. Cuando el TGF-3 se
uneasureceptor, el receptortipo |l fosforilaal receptor tipo
I. A su vez, el receptor tipo | fosforila a los R-Smads, los
Unicos sustratos fisiol6gicos de esta cinasa que se han
identificado alafecha.?® Los R-Smads forman parte de una
novedosa familia de reguladores transcripcionales que
controlan la expresion de genes blanco a través de los
cuales el TGF-Bejerce multiplesfunciones. Las R-Smads
fosforiladas se asocian con otro tipo de Smads, las Co-
Smads (las cuales no son sustratos de las cinasas de los
receptorestipol), formando complejos que llevan la sefial
del TGF-B al nucleo celular. Los Smads son un punto
importante de autorregulacion de lasefial del TGF-[3. Dicha
autorregulacion es mediada por variantes de las Smads
gue carecende algunode sus dominiosy por ello bloquean
la via del TGF-B. El Smad?7, por ejemplo, es inducido por
el mismo TGF-3, presumibiemente como una manera de
autolimitar sus efectos.?*2” No obstante la sencillez de su
via de transduccion, la evidencia experimental actual
indica que todos los efectos de las 3 isoformas del TGF-
3 son mediados por esta via de sefialamiento. Para una
discusién mas amplia de como se generan las distintas
respuestas celulares del TGF-3 se recomienda consultar
el articulo Ill de este Simposio.

Fisiopatologia del TGF-B en lanefropatia

Debido a las importantes funciones del TGF-f3, no es de
extrafiar que los trastornos en su regulacion o en los
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mecanismos de su sefializacion puedan ocasionar condi-
ciones patolégicas.”?® Una de estas condiciones, el lado
oscuro, deriva directamente de una de las principales
funciones del TGF-j3, la de regular la produccién de las
proteinas de la matriz extracelular. Este es un proceso
fibrético que resulta de un exceso del TGF-By que ocurre
en las nefropatias de diversas etiologias.>** Uno de los
modelos mejor estudiados es el de la nefropatia diabética
enelcual se observantrastornos estructuralestales como
la hipertrofiarenal, elaumento del grosor de lamembrana
basal glomerular, laacumulacién de matriz extracelularen
el glomérulo, la atrofia tubular y la fibrosis tubulointersti-
cial. Los trastornos funcionales incluyen el aumento en la
tasa defiltracién glomerular, hipertension glomerular, pro-
teinuria, hipertension sistémicay finalmente insuficiencia
renal.*Practicamente entodos los modelos experimenta-
les de enfermedad renal, incluyendo el diabético, se ha
encontrado un aumento del TGF-B en la nefrona como
comun denominador. Entre los estimulos que inician la
sobreproducciéon del TGF-Brenal enladiabetes se encuen-
tran la hiperglucemia, la angiotensina Il y los llamados
AGE (proteinas circulantes o tisulares glicosiladas por
mecanismos no enziméaticos).?® Es de destacar que el
TGF-3 estimula su propia sintesis, estableciendo un
circulovicioso de autoestimulacion, que puede mantener-
seaunenausenciadel estimuloinicial. Recientemente se
han documentado efectos directos del TGF-3como media-
dor del deterioro funcional del rifién diabético. Lang y
colaboradores han encontrado que el TGF-f induce la
sintesis de SGK (Serum and Glucocorticoidregulated Kina-
se), unacinasade proteinas que activa al transportador de
Na*:K*:2ClI, sensible a furosemida y al canal epitelial de
sodio.®* Como consecuencia de la activacion de estos
transportadores se altera el mecanismo de retroalimenta-
ciéntubuloglomerular haciaunamayorfiltracién glomerular.
Las consecuencias funcionales de esto podrian explicar la
hiperfiltracion glomerulary la hipertension sistémicaque se
observan en la nefropatia diabética.*?°

Elhecho de que el dafio renal (morfolégico, bioquimi-
coyfuncional) puede ser prevenido por laadministracion
de anticuerpos neutralizantes del TGF-f3 es una pieza
clave de laevidenciaexperimental queindica que el TGF-
B es el mediador fisiopatoldgico de la nefropatia diabéti-
ca.’* Esto ultimo indica que el TGF-3 es causa y no
consecuencia de la nefropatia. Finalmente, el hecho de
que en los pacientes diabéticos haya un aumento de la
produccion renal de TGF-By en sus niveles circulantes,
sugiere que los mismos mecanismos fisiopatolégicos
operan en laenfermedad humana.?*%

Inhibidores del TGF-

De la discusién anterior se desprende la importancia de
la basqueda de inhibidores para el TGF-$ que podrian
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servir para detener el desarrollo de estados patoldgicos
asociados con fibrosis mediada por un exceso de TGF-
B. Se hadesarrollado un grupoimportante de inhibidores
gue consisten en proteinas capaces de uniral TGF-B e
impedir su interaccion con los receptores tipo |y Il.
Algunas de estas proteinas se han obtenido como protei-
nas recombinantes, lo cual permite producirlas en canti-
dades suficientes para pruebas in vivo. Inhibidores de
otrotipoincluyen péptidos que bloquean laactivacion del
TGF-B, acidos nucleicos antisentido que bloguean su
produccién, o agentes que impiden alguno de los pasos
de su via de sefialamiento intracelular. A continuacion
discutiremos aquellos que han mostrado actividad neu-
tralizadora del TGF-3 en modelos animales.

Una de las primeras proteinas neutralizadoras del
TGF-[3 descritos fue la decorina, un proteoglicano de
matriz extracelularrico enleucinas. Laadministracion de
decorina recombinante o purificada de tejido bovino,
evitalaglomeruloesclerosis en unmodelo de glomerulo-
nefritis en rata.®® Ademas, las lesiones causadas por
dafio glomerular pueden ser disminuidas por terapia
génicaconun vector de expresion paradecorinadirecta-
mente transfectado en musculo esquelético.*” Reciente-
mente se ha demostrado que la expresion transitoria de
decorina en el pulmdn de ratones tratados con bleomici-
na, reduce la respuesta fibrogénica en estos animales,
por lo que la decorina podria tener un uso potencial en
procesos fibréticos en pulmon.®® Aunque estas eviden-
ciasimplican que ladecorinabloquealaaccion del TGF-
B, aun existe controversia en cuanto a si este efecto es
general. En ciertos sistemas celulares la decorina au-
menta la bioactividad del TGF-[3, como es el caso de
osteoblastos enlos que incrementalauniéndel TGF-Ba
sus receptores.*® Una actividad insospechada de la
decorina es su capacidad de unirse al receptor del EGF
(factor de crecimiento epidérmico) y asi desencadenar
los efectos mitogénicos propios de este factor.* Estas
propiedades de la decorina hacen dudar de su utilidad
como un agente anti-TGF-3 en humanos.

Otra proteina recombinante capaz de unir y neutrali-
zaral TGF-Beslaproteinaquimérica TRRII-Fc queresulta
de fusionar el dominio extracelular del receptor tipo Il y el
dominio Fc de lainmunoglobulina G. La forma soluble del
receptor tipo Il, es decir, su ectodominio es capaz de unir
al TGF-f pero tiene una afinidad 10 veces menor que el
receptor de membrana, probablemente porque elreceptor
tipo Il soluble es una molécula monoméricay el receptor
de membrana es un homodimero al igual que el TGF-B.#
En la quimera TRRII-Fc, gracias a su fusion con la regién
Fc de las 1gGs, el ectodominio del receptor se presenta
en forma dimérica, y asi incrementa su afinidad por el
ligando. El TBRII-Fc recombinante ha sido efectivo para
disminuir la fibrogénesis experimental inducida por liga-
dura del conducto biliar en ratas, un efecto mediado por
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TGF-B.# También se ha demostrado que esta molécula
guiméricaes capaz derevertirlarespuesta antiprolifera-
tiva inducida por TGF-B1 en células Bnul-7 en cultivo, y
de disminuir la produccién de fibronectina EllIA-positiva
inducida por TGF-B1 en cultivos de células renales de
ratas normales.**Empleando un esquema de terapia géni-
ca experimental, el cDNA del TBRII-Fc se inyecté en el
musculo esquelético de ratas nefriticas. Este tratamiento
produce suficiente proteina quimérica para suprimir la
expresion de proteinas de matriz extracelular como la
fibronectinayla colagenal enlosrifiones de estasratas.*

Otra proteinarecombinante capaz de inhibir los efec-
tos nocivos del exceso de TGF-3 in vivo es el péptido
asociado de latencia (LAP). Bottinger y colaboradores
usaron ratones transgénicos que sobreexpresan TGF-1
en higado para demostrar la capacidad anti-TGF-3 del
LAP-B1recombinante. Laadministracion de éste suprimio
el efecto antiproliferativo que el TGF-p tiene en higado
cuando estos animales se someten a hepatectomia par-
cial, el cual es un modelo experimental bien conocido de
regeneracion hepatica.*

En varios modelos la fibrosis inducida por TGF-f3 ha
sido bloqueada porlainyeccion de anticuerpos neutralizan-
tes. Laadministracion de anticuerpos anti-TGF-f3al mismo
tiempo que la induccién de glomerulonefritis suprime el
incremento enla produccién de matriz extracelulary atenta
draméticamente las manifestaciones histol6gicas de la
enfermedad.®! Enratones condiabetesinducida por estrep-
tozotocina se observa unincremento en la expresion renal
de TGF-[3, colagena y fibronectina, también se observa
TGF-B en orina e hipertrofia renal; la administracién de
anticuerpos neutralizantes anti-TGF-[3 suprime todos es-
tos efectos.®? Recientemente, se ha demostrado que la
administracion crénica de anticuerpo monoclonal anti-
TGF-B previene lainsuficienciarenal y glomeruloesclero-
sis en ratones db/db que son un modelo genético de
diabetes tipo 2. En este caso el anticuerpo disminuyé la
concentracion de TGF-B1 enel plasma, evitd elincremen-
to de la concentracién de creatinina en el suero y la
expansion de matriz mesangial.®

Eluso de péptidos sintéticos para bloquear la activi-
dad del TGF-B puede ser de gran utilidad, pueden
prepararse in vitro, en grandes cantidades con gran
pureza y en principio, tienen una libre distribucién
sistémica y local. A partir de la secuencia de las
isoformas del TGF-3 se han desarrollado los péptidos
correspondientes a los aminoacidos 41 a 65 del factor
maduro. Aunque estos péptidos inhiben la unién de
isoformas marcadas de TGF-3 a los receptores de
células de epitelio pulmonar de visén y bloquean las
acciones in vitro del TGF-p en estas células no se ha
demostrado”® su utilidad in vivo. En cambio, el péptido
LSKL derivado de la secuencia del LAP que bloquea la
activaciondel TGF-B dependiente de trombospondina, se
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ha usado en un modelo experimental de nefropatia, y se
ha mostrado que es capaz de reducir el dafio renal.*®
Estos hallazgos, junto con el hecho de que este mismo
péptido LSKL puede recrear algunos de los aspectos
fenotipicos del ratdon knockout de TGF-B1 , indican
claramente el importante papel que la trombospondina
tiene en la activacion fisiol6gica del pro-TGF-f (ver la
seccion “El procesamiento postraduccional del TGF-").

Latecnologia de los acidos nucleicos RNA antisenti-
do se considera una forma efectiva de bloquear o dismi-
nuirla cantidad intracelular o la secrecion de un producto
génico dado. Esto se basa en el hecho de que una
secuencia antisentido puede hibridar aun mRNA especi-
fico evitando su procesamiento y/o traduccion y por lo
tantolaexpresion de laproteina que codifica. La adminis-
tracion de oligonucledtidos antisentido bloqueala expre-
sion de genes especificos in vitro e in vivo. Se ha
observado que la inhibicién de la expresion del gen de
TGF-B poroligonucledtidos antisentido suprime el desa-
rrollo de glomerulonefritis experimental.*” Ademas, utili-
zando estametodologiatambién se bloqueala expresion
del gen para TGF-f3 en células hepéticas en cultivo. Por
otro lado, el tratamiento con oligonucleotidos de TGF-3
antisentido disminuyd los niveles de TGF-1 y colagena
tipo | enratas con obstruccion uretral unilateral.** Recien-
temente se ha observado que la terapia con oligonu-
cledtidos de TGF-f31 antisentido en ratones diabéticos
disminuyd la produccion de TGF-B1 y la hipertrofia de
células del tibulo proximal inducida por altas concentra-
ciones de glucosa in vitro, y previno parcialmente el
incremento de pesoy laexpresion de matriz extracelular.>

Otras estrategias para la inhibicion terapéutica del
TGF-Bconsisten enadministrarinhibidores intracelulares
de su via de sefialamiento. Para este propdsito se han
usado vectores adenovirales que causan la sobreexpre-
sion de Smad7, una proteina Smad inhibitoria (ver la
seccion“Viade Transduccién del TGF-$"). Estos vectores
se han usado con éxito en el tratamiento de la fibrosis
pulmonar experimental ocasionada por bleomicina.! Ade-
mas de larelativa promiscuidad de expresion en 6rganos
distintos al blanco terapéutico, otras limitantes parael uso
clinico crénico de los vectores adenovirales incluyen su
dificil administracion sistémica y su falta de expresion
sostenida a largo plazo. De ahi que una estrategia alta-
mente promisoria sea desarrollar moléculas pequefias que
inhibanalas cinasas delos receptores del TGF-3. Algunos
de estos inhibidores en desarrollo ya han demostrado su
tremenda potenciay selectividad en diversos ensayosin
vitro. Laping y colaboradores han ensayado uninhibidor
de la cinasa del receptor tipo I, el compuesto llamado
SB431542, tiene una alta especificidad contra esta cinasa
al punto de que ha servido para discernir entre los genes
sensibles al TGF-3 que son activados en forma exclusiva
porlaviadelas Smadsylos que pueden ser activados por
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cinasas de la via de sefializacién de otros factores de
crecimiento celular.®? Este tipo de moléculas estan siendo
desarrolladas con gran impetu por las empresas farma-
céuticas debido al éxito clinico que hantenido inhibidores
de otras cinasas de proteinas. Un caso sobresaliente es
el del Gleevec, o compuesto STI-571, un inhibidor espe-
cifico de la cinasa BCR-ABL. Esta cinasa, que es gene-
rada porlafusién fortuitade los genes recombinados en el
cromosoma Filadelfia, eslamedidora del estimulo mitogé-
nico causante de la leucemia mielogénica crénica. El
Gleevecharesultado de gran efectividad para el tratamien-
to de este tipo de leucemia.5®

El betaglicano soluble, ¢el inhibidor ideal del TGF-f3?

Ademas de los receptores tipo | y Il, existen otros
receptores accesorios del TGF-B, el betaglicano y la
endoglina.?! El betaglicano se expresa en células mesen-
quimales, epiteliales, neuronalesy otrostipos celulares de
tejido fetal y adulto. Sin embargo, no esta presente en
células como mioblastos, endotelios y células hematopo-
yéticas que también tienen la capacidad de responder al
TGF-, lo cual sugiere que no participan directamente en
la transduccion del TGF-3, de ahi su clasificacion como
accesorio. Un término mas apropiado para este tipo de
moléculas es el de co-receptores, pues se unen TGF-3
con alta afinidad regulando el acceso del TGF-(3 a los
receptores |y Il y con ello modulan o aun determinan su
efecto celular.?t De hecho, el betaglicano fue el primer co-
receptor cuya actividad se demostré en lineas celulares
en cultivo y para el cual se propuso un mecanismo
bioquimico especifico.>*% El betaglicano, también cono-
cido como el receptor tipo Il del TGF-[3, es una glicopro-
teina membranal sintetizada a partir de un precursor de
853 aminoacidos con un gran dominio extracelular, una
regiontransmembranal y una pequefia cola citoplasmica
de 43 aminoacidos rica en serinas y treoninas, la cual
carece de motivos estructurales que indiquen alguna
accion obvia en la via de sefialamiento del TGF[B.% El
dominio extracelular contiene sitios potenciales de N-
glicosilacion y dos residuos serina (Ser**y Ser®* en el
betaglicano de ratdn) en donde se unen glicosaminoglica-
nos (GAG) del tipo de los sulfatos de heparano y con-
droitina.’” Debido a estas cadenas de GAGs, el betaglica-
notiene unamovilidad electroforética heterogéneaenun
rango de 280a330kDa. EITGF-Bse une endos dominios
separados de la porcién extracelular de la proteina
medular y para esta unién no requiere GAGs.*®5° Es
interesante mencionar que las cadenas de heparan sul-
fato del betaglicano pueden unir al FGF (factor de creci-
miento fibroblastico), una propiedad cuya relevancia
fisiol6gica aun se desconoce.®°

A lafecha las funciones mejor conocidas del betagli-
cano son las relacionadas con actividad de co-receptor,
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es decir, con su capacidad de modular la interaccién de
sus ligandos con los receptores de sefialamiento. El
casodel betaglicano es particularmente interesante pues
noséloregulaal TGF-f3, sinotambiénalas activinasylas
inhibinas, otros miembros de la superfamilia de factores
del TGF-B.*Una propiedad sorprendente del betaglicano
es que puede establecer complejos dependientes de
ligando con receptores tipo Il del TGF-By de la activina.
Estos complejos regulanlaasociacién de los receptores
Ilylencomplejos activos de sefialamientoy por lo tanto,
modulan la actividad biolégica de los ligandos. Por
ejemplo, elcomplejo ternario compuesto por betaglicano,
receptor Il del TGF-By TGF-[3 es un intermediario que
promueve laformacion de un complejo activo de sefiala-
miento compuesto por TGF-By sus receptores | y 11.545°
En cambio, el complejo ternario compuesto por betagli-
cano, receptor Il de activina y la inhibina es un interme-
diario inactivo que impide la formaciéon del complejo
formado por la activina y sus receptores tipo | y 11.%1
Aunque existen aln ciertos criterios insatisfechos, este
mecanismo es el que mejor explica los efectos antagoé-
nicos de las inhibinas sobre los efectos de las activinas®?
y esto situaria al betaglicano como el receptor funcional
de las inhibinas.

Vilchis-Landeros MM, y cols.

Otro aspecto notable del betaglicano es que, debido
ala existencia de una forma soluble del receptor, puede
ejercer efectos opuestos a los del TGF-B. La forma
soluble del betaglicano se encuentra normalmente en
sueroy matrices extracelulares y se produce a partir del
corte proteolitico (shedding) aun no bien caracterizado,
de laporcién extracelular del receptor membranal. 56586364
La version recombinante del betaglicano soluble es
inhibitoria del TGF.%8%Estos hallazgos sugieren que el
betaglicano sirve como uninterruptor que puede prender
0 apagar los efectos del TGF-[3: la forma membranal los
incrementa, mientras que la forma soluble los inhibe.%®
Por extension, los mecanismos que puedan regular el
shedding de betaglicano también podrian regularin vivo
los efectos del TGF-[3, de ahi laimportancia de estudiar
tales mecanismos (Figura 1).

Considerando que laforma soluble del betaglicano es
un antagonista del TGF-f3, es valido suponer que una
formarecombinante del receptor soluble podria utilizarse
como un agente terapéutico para prevenir y/o revertir los
dafios tisulares derivados del exceso de TGF-3. En vista
de esta posibilidad hemos preparado y caracterizado la
formarecombinante del betaglicano usando el sistemade
expresion del baculovirus en células de insecto. Con este

Oy

La liberacion
proteolitica
El betaglicano del ectodominio @
membranal genera al
potencia al TGF-f betaglicano
soluble

¢, Qué proteasa
es regulada?

Sefal
activa

El betaglicano soluble
neutraliza al TGF-3

¢ Podria explotarse
terapéuticamente?

Senal
bloqueada

Figura 1. El betaglicano o receptor tipo Il del TGF-3, como un regulador bifuncional del TGF-p.
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proposito, el cDNA silvestre del betaglicano de rata se
modificé para producir una proteina secretoria que contu-
viese el dominio extracelular de receptor.® El betaglicano
soluble recombinante baculoviral (BGSR) se expresa
eficientemente en las células de insecto como una glico-
proteina homodimérica formada por monémeros de 110
kDa, unidos no covalentemente. A diferencia del betagli-
cano soluble presente enlanaturaleza, el BGSR carece de
glicosaminoglicanos y tiene una menor carga de otros
oligosacéridos, lo cual podria favorecer su distribucion
sistémica cuando se administre aanimales de experimen-
tacion. El BGSR, al igual que el betaglicano soluble
natural, tiene una alta afinidad por las 3isoformas del TGF-
B3, con rangos constantes de disociacion (Kd) que van de
3.5nMparael TGF-p1, hastade aproximadamente 0.5nM
para el TGF-B2. Esta selectividad relativa de isoforma
refleja con precision las afinidades selectivas mostradas
por el receptor silvestre.®®63%5 Estas constantes indican
también una mayor afinidad del BGSR por el TGF-j,
comparadacon las de otras proteinas recombinantes que
unen e inhiben al TGF-B. Por ejemplo, las Kds del LAP y
del receptor tipo Il soluble recombinantes por el TGF-31
son de 8 nM y 120 nM respectivamente.* Como era de
esperarse, la mayor afinidad del BGSR por el TGF-f3 se
traduce en unaactividad antagonistaal TGF-Bmucho méas
potente en diversos ensayos in vitro. Por ejemplo, en el
ensayo con un reportero sensible al TGF-f, el llamado
p3TP-lux, el BGSR inhibe la induccion de luciferasa en
células MvlLu, las cuales son altamente sensibles al
TGF-B. Esta inhibicion depende de la concentracién de
BGSR afiadido y es al menos 10 veces mayor en contra
el TGF-B2que contrael TGF-B1. Ademas, comparadacon
la potencia que tiene unanticuerpo comercial neutralizador
del TGF-[3, el BGSR tiene una potencia similar contra el
TGF-B1y mayor contra el TGF-2.%°

Ensayos preliminares en nuestro laboratorio, han
mostrado que el BGSR también bloquea el efecto del
TGF-f in vivo en un modelo de glomerulonefritis experi-
mental. En este caso se ha observado la disminucion de
los niveles de los mMRNAs y de proteinas de matriz
extracelular como colagena y fibronectina en el rifion de
ratas con glomerulonefritis inducida por anticuerpos anti-
timocito.%” Estos datos confirman la actividad in vivo del
BGSR, lo cual lo coloca como un agente anti-TGF-3 muy
promisorio, cuya efectividad y potencia podran ser tan
buenos o aun mejores que las de los anticuerpos u otros
agentes neutralizadores descritos y usados in vivo. Un
problema potencial del uso crénico de los anticuerpos anti-
TGF-Bpodriaserlarespuestainmune que se desarrollaria
en su contra, la cual podria afectar al paciente y/o la
potencia del anticuerpo. En principio, es probable que el
BGSR esté exento de estas complicaciones. La existen-
ciade unbetaglicano soluble endégeno o nativo, presupo-
ne unatoleranciainmunoldgica que evitaria las reaccio-
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nes adversas que podrian resultar de la administracién
delaproteinarecombinante. Porlo anterior, esrazonable
concluir que el betaglicano soluble recombinante tiene
propiedades que lo hacen un farmaco potencial para
bloquear la actividad del TGF-3 implicada en un buen
namero de patologias de relevanciahumana, tales como
la nefropatia y el cancer.%8
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ll. Participacion del factor de transformacion tumoral-B en la
regulacion de la inflamaciéon y la respuesta inmunolégica

Rogelio Hernandez-Pando*

Introduccion

Losfactores de transformacion tumoral beta (TGF-f3) son
unafamilia de citocinas con actividades multifuncionales
gueregulan diversos eventos en el desarrollo embriona-
rio, la carcinogénesis, la inflamacion, la regeneracion
tisular, la cicatrizacion y la respuesta inmunoldgica.! En
los mamiferos existen tres isoformas de TGF-f3, de las
cuales predomina el TGF-B-1 que es producido por
diversas células del sistema inmunolégico, incluidos
linfocitos, monocitos, macréfagosy células dendriticas.?
El TGF-B producido por estas células participa en la
atraccion quimiotactica de células inflamatorias y en la
activacion o supresiéon de las mismas, dependiendode la
concentracion local de esta citocina y del grado de
diferenciacion de las células blanco.? La produccion y
activacion excesiva del TGF-B se ha relacionado con
inmunosupresion en diversas enfermedades autoinmu-
nes, neoplasicas e infecciosas.'2El conocimiento sobre
las funciones del TGF-3 en modelos experimentales
tanto in vitro como in vivo sugieren la posibilidad de
nuevas estrategias terapéuticas fundamentadas en la
modulacion de esta familia de citocinas.

Participacion del TGF-B en el reclutamientoy
activaciondecélulas inflamatorias

El TGF-B es un factor esencial en la regulacion de la
respuesta inflamatoria desde su inicio hasta su total reso-
lucién.® El proceso de inflamacion y reparacion tisular se
caracteriza por el reclutamiento ordenado y progresivo de
célulasinflamatorias, empezando por las plaquetas, segui-
do porlaemigracion de neutréfilos, macréfagosyy linfocitos,
para concluir con la participacion de los fibroblastos.® La
agregaciéony degranulacion plaguetariason de los eventos
mas tempranos en la respuesta inflamatoria, durante ésta
hay unaimportante liberacion de mediadores inflamatorios,
incluido el TGF-3 que es almacenado en los granulos
plaquetarios alfa. En esta fase inicial de la inflamacion
existen bajas concentraciones de TGF- (fentogramos),
gue participan eficientemente en la quimiotaxis de mono-

citos y linfocitos sanguineos.* Al progresar la respuesta
inflamatoria hay unamayor cantidad de células participan-
tes que constituyen otra fuente de TGF-3, por lo cual
aumenta su concentracion (picomoles). En estas concen-
traciones, el TGF-Bactivaalos monacitos, incrementando
la expresion genética de citocinas proinflamatorias como
la interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) y el factor de crecimiento liberado de plaquetas,
entre otras.® Cada una de estas citocinas tiene a su vez
importantes funciones promotoras de la inflamacién y
activacion de la respuesta imnunolégica, por lo tanto se
consideraque durante el procesoinflamatorio, la participa-
cioén proinflamatoria del TGF-( es indirecta, ya que es
mediada a través de la atraccion y activacion de monoci-
tos para que éstos, a su vez generen otras citocinas que
magnifican larespuestainflamatoria. También es durante
estas etapas delainflamacion cuando el TGF-f3 participa
en el inicio de la regeneracion y cicatrizacion del tejido
lesionado, al atraer quimiotacticamente y activar a fibro-
blastos y células endoteliales.® Otro aspecto de impor-
tancia en este proceso es el control autocrino que tiene
el TGF-B que consiste en inducir su propia produccion
actuando sobre todo en monocitos.”

Si el efecto proinflamatorio que tiene el TGF-B al inicio
de lainflamacion fuera constante, éste se convertiriaen
un mecanismo de lesién tisular, debido al continuo
reclutamiento y activacién de células inflamatorias. Sin
embargo, la misma respuesta inflamatoria esta dotada
de mecanismos que suprimen las respuestas proinflama-
torias y asi evitan la inflamacion excesiva que es capaz
de producir dafiotisular. Cuando lainflamacion es exten-
sa existen muchas células que producen TGF-f indu-
ciendo altas concentraciones de esta citocina (nanomo-
les). Cuando el TGF-f3 alcanza estas concentraciones
actlia como una citocina antiinflamatoria tal vez porque
en este momento existen células macrofagicas mas
diferenciadas que se desactivan ante la exposicion a
altas concentraciones de TGF-3.2 Por lo tanto, el efecto
regulador del TGF-B enlainflamacién es dependiente de
sus concentraciones y del grado de maduracion de sus
células blanco. Otro mecanismo de control es la madu-
racién bioquimica que esta citocina sufre durante su

*Seccion de Patologia Experimental, Departamento de Patologia. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion "Salvador Zubiran®.
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produccién. EI TGF-3 es producido en su forma latente,
la cual es biolégicamente inactiva porque no puede
asociarse a sus receptores celulares. El TGF-3 latente
esta unido de forma no covalente a una glicoproteina de
75 kD y debe ser escindido enzimaticamente para dar
origen al TGF-B activo. La actividad biol6gica del TGF-3
es también controlada por otras citocinas, factores de
crecimiento y hormonas, las cuales también estan pre-
sentes en el microambiente de larespuestainflamatoria.®

Efectos del TGF-Bsobre larespuestainmunoldgica

El TGF-B es unacitocina Gnica entre las interleucinas ya
gue suprime eficientemente lainmunidad celular actuan-
do en varios niveles.? Como sucede con muchos otros
tipos celulares, el TGF- inhibe la proliferacién de linfo-
citos, especialmente T maduros que ya han sido activa-
dos,® mientras que los linfocitos T virgenes o no activa-
dos son relativamente resistentes al efecto anti-mitogé-
nico del TGF-B. Por lo tanto, como sucede con los
monocitos, el efecto del TGF-3 es altamente dependien-
te del grado de diferenciacion celular de los linfocitos.2

Inflamacion

B

Quimiotaxis

- TGH?

,. -y

TGRS Activacion

Plaquetas

Angiogénesis

También hay relacién con el subtipo de linfocito, puesto
gue el efectoinhibitorio del TGF-p es considerablemente
mayor en las células CD-4 que en las CD-8.1* EI TGF-3
también inhibe la proliferacién de los linfocitos B, les
induce muerte celular por apoptosis!? y suprime la dife-
renciacion y actividad citolitica de las células NK y T.12

Otro efectoinhibitorio del TGF-Beslasupresionde la
expresion de las moléculas clase Il del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) en macréfagos,® con lo
cual interfiere en el proceso de presentacion antigénica
evitando la activacion de los linfocitos T. El resultado
mas importante de esta interferencia es la inhibicién de
la secrecion de interleucina 2 (IL-2), que es un factor
inductor de proliferacion celular. De hecho, se considera
gue éste es el principal mecanismo por el cual el TGF-3
inhibe la proliferacion linfocitaria. Otra citocina mitogéni-
ca de linfocitos T y activadora de macrofagos es la
interleucina 1 (IL-1). EI TGF-3tambiéninhibe su produc-
cionde maneradirecta e indirecta através de suprimir la
expresion de su receptor especifico y al mismo tiempo
aumentar la liberacion del receptor soluble antagonista
de IL-1, cuya funcién es atrapar y evitar la union de esta
citocina con su receptor.t*

¢|Nos@

MHC-Il ¢
INF R

Activacion
proliferacion
IL-1
TNF
Inmuno- IL- 2
PAF |:> supresion ' INE
IL-12 ¢
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Figura 1. Participacion del TGF-enlainflamacién einmunomodulacion. Alinicio de lainflamacionlas plaquetas liberan cantidades fentomolares
de TGF-P, que por quimiotaxis atraen alos monocitos, los cuales producen TGF-f en concentraciones picomolares que a su vez estimulan
laproduccion de citocinas proinflamatorias y de esta manerainducenregeneraciony cicatrizacién tisular. Cuando lainflamacion es intensa,
el TGF-Bes producido en concentraciones nanomolares que acttan suprimiendo lainflamacion y larespuestainmunolégica.
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Uno de los efectos fundamentales del TGF-3 sobre el
sistemainmunoldgico es la desactivacién de los macréfa-
gos, lacual puede llevarse a cabo através de la inhibicion
directa de la produccién de radicales libres de oxigenoy
oxido nitrico, o de formaindirecta al suprimir la produccion
de citocinas activadoras de macréfagos como el TNF-a'y
el INF-yy sus receptores.'®! Para la produccién de éxido
nitrico es necesario que el TNF-a y el INF-y activen la
enzima oxido nitrico sintetasa inducible y el TGF-f3 inhibe
tanto la transcripcién como la traduccion del gen que
codifica esta enzima.'” Por otro lado, el INF-yactiva a los
macréfagos como parte de la respuesta Th-ly uno de los
efectos inmunosupresores mas eficientes del TGF-3 es
inhibir la produccién de INF-yy de su receptor expresado
enlamembranade macréfagos.* EITGF-Besun eficiente
promotor de citocinas Th-2, particularmente de interleuci-
na 10.1%2° De hecho existe un subtipo especial de linfocito
Telcualademas de producirIL-4 e IL-10 (comolas células
Th-2) también secreta TGF-[3, a esta subpoblacion se le
denomina Th-3 y esta capacitada especialmente para
suprimir las respuestas de inmunidad celular, ademas de
ser la base de la tolerancia inmunoldgica de antigenos
administrados por via oral.?: Recientemente se han descri-
tolas células T reguladoras CD4+CD25+ que al contactar
con la membrana de linfocitos CD4 o CD8 suprimen su
actividad a través del TGF(.®

Contribucioén del efecto inmunosupresor del TGF-
enlapatogeniade enfermedades infecciosas

La produccién sostenida y excesiva de TGF-f3 se ha
sugerido como un factor patogénico en la fibrosis y el
dafotisular presente endiferentes enfermedades.! Ade-
mas de este efecto inductor de fibrosis existe anergia de
lainmunidad celular, en varias enfermedades inflamato-
rias crénicas como la artritis reumatoide, lepray tubercu-
losis y ésta también se ha atribuido, al menos en parte,
alaexcesivaproducciéonde TGF-3.2222Este mecanismo
patogénico es apoyado, por un lado, por las observacio-
nes realizadas en animales transgénicos con sobreex-
presion del gen de TGF- en los cuales se observa
intensa inmunosupresién y, por el otro, por la extensa
inflamacién multifocal que presentan los ratones con
disrupcién del gen que codificaal TGF-1.22 En modelos
animales de infecciones por gérmenes intracelulares
facultativos como leishmaniasis y tripanosomiasis, se
ha observado que hay un exceso en la produccién de
TGF-Byqueestofavorece la progresionincontrolable de
la enfermedad.?*% En leishmaniasis y filariasis humana
también se hadocumentado la participacion del TGF-Ben
la induccion de lainmunosupresién.?2” En relacién con
infecciones virales, se ha observado que la inmunodefi-
ciencia progresiva durante el SIDA se asociaaincremen-
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to paulatino del TGF-B®y enlos casos de coinfeccion HIV
y M.tuberculosis hay un efecto potenciador sinérgico en
la produccién del TGF-f lo cual incrementa la actividad
viral y acelera la enfermedad.?%®

El Mycobacterium tuberculosis, sus derivados protei-
cos purificados (PPD) y algunos de sus componentes
moleculares comolipoarbinomananinducenalos macréfa-
gos aproduciry secretar grandes cantidades de TGF-3.22
La participacién de INF-y es fundamental para activar a
los macréfagos como parte de larespuesta Th-1, la cual
es esencial en el control de enfermedades infecciosas
producidas por gérmenes intracelulares facultativos, como
latuberculosis y la leishmaniasis.*® Debido a que el TGF-3
es un eficiente bloqueador de la produccién de INF-yy al
mismo tiempo induce la produccion de citocinas Th2,820
favorece laprogresién de laenfermedad. Enrealidad, es
probable que en este tipo de enfermedades infecciosas
el TGF-B pueda tener una funcién dual, que por un lado
estimule el reclutamiento y activacion de células inflama-
toriasy por el otroinhiba alainflamaciény laactivacion de
linfocitos Ty macréfagos. El fino balance de la liberacion
y activacion del TGF-3 (durante el proceso infeccioso e
inflamatorio) y larelacién entre sus concentracionesy el
grado de diferenciacion de los diferentes tipos celulares
con los que interactla, determinaran que la respuesta
infamatoria e inmunolégica sea o no adecuada. En
modelos experimentales de tuberculosis pulmonary en
laenfermedad humana activa se hademostrado unaalta
produccién de TGF-f3,%132 |o cual coincide con disminu-
cién delaactividad inmunolégica protectora mediada por
las citocinas producidas por los linfocitos Th-l (INF-y, IL-
2) y el TNF-a. Estudios in vitro han demostrado que la
anergiade lainmunidad celular que generalmente existe
en pacientes contuberculosis pulmonar activa puede ser
corregida conlaadministracién de anticuerpos bloquea-
dores o blogueadores naturales del TGF-3, lo cual reduce
significativamente el crecimiento intracelular del bacilo
tuberculoso.®? Experimentos in vivo actualmente en cur-
soennuestrolaboratorio, han mostrado que el bloqueo de
la actividad del TGF-P por la administracion de anticuer-
pos o bloqueadores naturales (betaglicano receptor tipo
[l soluble recombinante) administrados durante la fase
avanzada de la tuberculosis pulmonar murina, reactiva
eficientemente alainmunidad protectora pero larespues-
tainflamatoria es excesivay produce extensas areas de
neumonia e insuficienciarespiratoria fatal. Esto demues-
traclaramente el papel que el TGF-[3tiene como mediador
antiinflamatorio. Es interesante que cuando ademas del
bloqueador de TGF-3 se administra un medicamento
antiinflamatorio, especificamente un supresor de la sin-
tesis de prostaglandinas, hay un efecto sinérgico de
incremento en la produccién de citocinas Th-ly disminu-
cion significativa de la carga bacilar y de la extension de
la neumonia. Este tipo de agentes bloqueadores del
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TGF-p administrados solos 0 en combinacién con otros
medicamentos pueden constituir un nuevo tipo de inmu-
no-terapia, que contribuiria a reducir eficientemente el
tiempo de antibioticoterapia y/o permitiria un mejor con-
trol de la enfermedad producida por microorganismos
resistentes a antibiéticos.
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lll. TGF-f: receptores, sefales y acciones

Fernando Lopez-Casillas,* Joan Massagué**

Introduccion

El Transforming Growth Factor tipo beta, o simplemente
TGF-[3, es un factor de crecimiento involucrado en el
control de la proliferaciéon y diferenciacion celular, el
desarrollo embrionario, lareparaciéntisularylarespues-
ta inmune.!? Son tantas y tan diversas las acciones del
TGF-[3, que no es sorprendente encontrar que defectos
ensufisiologianormal pueden llevar aenfermedades de
muy diversa naturaleza.®>* Lo que si sorprende es que
todas la acciones del TGF- estén mediadas por un
mecanismo de transduccion tan elegantemente senci-
llo,>8 (Figura 1). En los dltimos afios el conocimiento de
este mecanismo ha permitido poner nombresy apellidos
a las moléculas que dan sustento material al nebuloso
concepto del "contexto celular", muchas vecesinvocado
para ocultar nuestra ignorancia sobre cémo es que las
célulasresponden al TGF-3. También ha permitido propo-
ner mecanismos fisiopatologicos para una pléyade de
enfermedades, incluyendo algunos tipos de cancer, ha-
ciendo factible el eventual desarrollo de tratamientos
racionales y efectivos.

TGFj

Lageneracién delasefial: los receptores

EI TGF-B es un factor polipeptidico dimérico que se une
con alta afinidad a diversas proteinas membranales. Sin
embargo, solo dos de ellas, el receptor tipo | y el tipo I,
son indispensables para transmitir al interior celular la
sefial del TGF-[3, de ahi que se les considera como los
auténticos "receptores de sefialamiento”. Otras dos gli-
coproteinas transmembranales, el betaglicanoy laendo-
glina, se consideran "co-receptores" del TGF-B3, pues
aungue nosonrequeridas paralageneracionde su sefial,
son capaces de modularla al controlar la interaccion del
factor con los receptores de sefialamiento.®

Los receptores tipo | y Il del TGF-3 son proteinas con
un pase transmembranal cuyas porciones extracelulares
unen alfactory susregionesintracelulares son cinasas de
proteinas que fosforilan residuos serina y treonina. Esta
especificidad es una de las diferencias notables con
respecto a los receptores de factores mitogénicos como
el EGF (Epidermal Growth Factor) o el NGF (Neural Growth
Factor), los cuales al unir a sus ligandos forman homodi-
meros activos cuyas cinasas fosforilan residuos tirosina

Receptores

R-Smad

an T®

Cofactor con

.unién al DNA
Co-activador p

Co-represor

Gen blanco

Figural.Laviade sefialamien-

to del TGF-B.
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en sus sustratos. Otra diferencia es la forma asimétricay
direccional como los receptores del TGF-f3 forman un
complejo activo. La unién del TGF- al receptor tipo Il
induce la formacién de un complejo con el receptor tipo |,
receptor que es incapaz de unir por si mismo al ligando.
Esta asociacion permite que la cinasa del receptor tipo ll,
la cual es constitutivamente activa, fosforile unaimportan-
teregion reguladoraexclusivadel receptortipol, laregion
GS, llamadaasi por su alto contenido de glicinasy serinas.
Lafosforilacién de GSresultaenlaactivacionde su cinasa
yenlapropagacionde lasefial del TGF-B.1° Lafosforilacién
de losresiduos Thr,8, Ser,87, Ser,'®y Ser'*' de laregion
GS del receptor tipo | del TGF-B induce un cambio
conformacional de la cinasa que favorece la union y
fosforilacién especifica de sus sustratos fisiolégicos y
simultdneamente favorece la separacién de una proteina
inhibitoriadel TGF-[3, lainmunofilinaFKBP12.*LaFKBP12
se une a la regién GS en su estado desfosforilado y
mantiene a la cinasa en una conformacién incapaz de
actividad catalitica. La fosforilacién de la region GS no
s6loimpide launién de FKBP12, sino que crea un sitio de
union para los sustratos de la cinasa del receptor, por
ejemplo la proteina Smad?2. En este complejo el extremo
carboxilo de Smad2, en donde residen las serinas por
fosforilar, queda orientado hacia el sitio activo de lacinasa.
Estos hallazgos indican que a nivel molecular, el proceso
de "activaciéon" de la cinasa del receptor tipo | consiste en
la conversion de la regién GS de un sitio de union de un
inhibidor en un eficiente sitio reclutador de su sustrato.*

La propagacioén de la sefial: los SMADS

Algunos miembros de una novedosafamiliade regulado-
res transcripcionales, las proteinas Smad, son los sus-
tratos fisioldgicos de la cinasa del receptor tipo 1.2
Existen tres variedades estructural y funcionalmente
distintas de Smads. Las que son fosforiladas porla cinasa
de un receptor tipo | se denominan "R-Smads", para
distinguirlos de los Co-Smads y los Smads inhibitorios,
otros miembros de lafamiliaque no son sustratos de estas
cinasas. El receptor tipo | del TGF-f fosforila a Smad2 y/
0 Smad3 en las serinas del motivo Ser-Xxx-Ser que se
localiza en el extremo carboxilo de la proteina. Esta
fosforilacion induce laasociacion del R-Smad con Smad4
(con un Co-Smad), dando lugar al complejo Smad2/
Smad4 (o Smad3/Smad4) el cual se trasloca al ndcleo
celular en donde interactiia con otros reguladores trans-
cripcionales para modular, positiva 0 negativamente, la
expresion de los genes regulados por TGF-f3. Este nove-
doso y sencillo mecanismo de sefialamiento también es
usado por los otros factores celulares que constituyenala
superfamiliadel TGF-f3. Esta superfamiliaincluye factores
de granimportanciabioldégica como las activinas, los BMP
(Bone Morphogenetic Proteins), el MIH (Mulierian Inhibi-
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tory Hormone), asi como otros factores localizados en
invertebrados como el dpp (decapentaplégico) que es un
importante director del desarrollo enlamoscade lafruta.?
Los receptores tipo | de algunos de ellos, como los de la
activina, tambiénfosforilana Smad2y Smad3, en cambio,
los receptorestipo | de los BMPs fosforilan selectivamen-
te a Smadl, Smad5 y Smad8. No obstante, las formas
fosforiladas de estos R-Smads se asocian con Smad4, el
Unico Co-Smad de mamiferos conocido. Las proteinas
Smads consisten de dos dominios globulares evolutiva'y
funcionalmente conservados, los dominios MH1 y MH2
que se localizan al extremo amino y carboxilo de la
proteina, respectivamente. EI dominio MH1 une DNA
reconociendo secuencias CAGAC, mientras que el domi-
nio MH2 posee la actividad reguladora de la transcripcion.
Los Smads 2y 3 (y posiblemente otros Smads también)
tienen una tendencia intrinseca para localizarse en el
nacleo celular, no obstante, en la célulala mayor parte de
ellos se mantiene en el citoplasma. Esta retencion esta
mediada, en parte, por suasociacion conlaproteina SARA
(Smad Anchor for Receptor Activation), la cual tiene al
menos 3 funciones: mantener alos Smads en el citoplas-
ma, ocluir la sefial de localizacién nuclear presente en el
dominio MH2 de los Smads y facilitar la presentacion de
los Smads alosreceptorestipo | activados.**Un efecto de
la fosforilacién de los R-Smads por el receptor tipo | es
disminuir su afinidad por SARA, liberandolos de esta
asociacion, lo cual permite su unién con Smad4 y el
desenmascaramiento de su sefial de localizaciéon nuclear,
lo cual resulta en su migracion al nucleo celular.*

Una variante estructuralmente distinta de la familia son
los I-Smads, o Smads inhibitorios (Smad6 y Smad7), los
cualestienen un dominio MH21 truncado y un dominio MH2
carente del motivo Ser-Xxx-Ser, pero con capacidad para
unirse con los MH2 de los R-Smads. El Smad7 sobre-
expresado por transfeccion, puede formar complejos esta-
bles con los receptores tipo | y Il del TGF-[3, pero a
concentraciones fisioldgicas el mecanismo que explica su
efecto inhibitorio del TGF-3 es su capcidad para formar
complejos conlosR-Smads, lo cualresultaen elbloqueode
su fosforilacion por los receptores tipo |.° La relevancia de
losl-Smads es que pueden serinducidos por TGF-f3locual,
en principio, les permitiria establecer asas de retroalimen-
tacion negativa moduladora de las acciones del factor.®

El contexto celular: un mar de colaboradores para
los SMADS

Unade las primeras sorpresas del mecanismo de sefiala-
miento del TGF-[ fue descubrir que solo dos receptores
eran suficientes para mediar todas las respuestas celula-
res delfactor. Estas respuestas, con su gran pleiotropiay
variabilidad invitaban ala especulacion sobre un elaborado
y variado sistema de receptores y moléculas transducto-
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ras. Sinembargo, el estudio sistematico de este problema,
iniciado hace més de 12 afios con la creacion de lineas
celulares con receptores mutantes incapaces de respon-
deral TGF-f'%"ylos masrecientes estudios transcripcio-
nales*® confirman que son suficientes dos receptores, 2 R-
Smads y un Co-Smad para dar cuenta de las respuestas
celulares del factor. De ahi que lainterrogante actual sea
explicar como el TGF-f3 generatantas respuestas especi-
ficas con tan pocas piezas transduccionales. Esta cues-
tibn se hace aln mas critica cuando se sabe que los
dominios MH1 de los Smads se unen a elementos con
secuencias CAGAC en forma poco selectiva y con baja
afinidad, y que la unién con Smad4 poco contribuye a la
especificidad de la respuesta.

Una primera respuesta vino del descubrimiento de
gue OAZ (Olf-Associated Zinc Finger), un factor trans-
cripcional con motivos estructurales del tipo de los dedos
de zinc es un mediador especifico de linaje celular, de
algunas respuestas de BMP. Las células P19, derivadas
de un carcinoma embrionario, responden al BMP con la
activaciontranscripcional delgen Vent2, ungenregulador
del desarrollo que en Xenopus sp. suprime laneurogeniza-
ciény causa la ventralizacion del mesodermo, respuesta
tipica al BMP en los embriones de esta especie. En
cambio, lalinea embrionaria mioblastica C2C12, es inca-
paz de dicharespuestaapesardetenerunjuego funcional
de los receptores y los R-Smads requeridos para otras
respuesta al BMP. Mediante un andlisis detallado de los
elementos de respuesta al BMP en el promotor de Vent2,
Hata et al. identificaron que lasecuencia TGGAGC, vecina
a la secuencia CAGAC, es indispensable para la activa-
cién de Vent2 por BMP. Usando este par de elementos
clonaron el factor transcripcional OAZ que se asocia con
Smadl/Smad4 formando un complejo multiproteico que
se une optimamente alos elementos CAGACy TGGAGC
para mediar una completa estimulacion de Vent2 por
BMP en las células P19.°* Como era de esperarse, la
expresion de OAZ en células C2C12 les restituia esta
respuesta. Otro aspecto relevante del trabajo de Hata et
al. fue la determinacidon que las porciones de OAZ
responsables de las respuestas de BMP (los dedos de
zinc 9-1 9, de un total de 30) estaban separadas de las
regiones de OAZ previamente identificadas como media-
doras de la activacidn transcripcional de otros genes no
relacionados con BMP. OAZ ya era conocido como un
activador de genes del epitelio olfatorio y de linfocitos B
durante el desarrollo embrionario, acciones mediadas por
su asociacion con el factor transcripcional OIf/EBF y su
union aelementos de respuesta através de los dedos de
zinc 2-8. Estos hallazgos demostraron que un mismo co-
factor transcripcional puede ser multifuncional y que
dependiendo de su unidn con otros coactivadores se
determinala especificidad de surespuesta. Enelcasode
OAZ, si se une con los Smads actla sobre genes con
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elementos de respuesta a BMP y si se une con OIf/fEBF
lo hace sobre genes propios dellinaje linfoide u olfatorio.

Hoy en dia es claro que los complejos R-Smad-Co-
Smad funcionan casi siempre en colaboracion con otros
reguladores transcripcionales, reconociendo combina-
ciones especificas de elementos de respuesta en los
promotores de sus genes blanco. En general, se puede
hablar de varias categorias de colaboradores de los
Smads. En una categoria se encuentran aquellos que
carecen de actividad transcripcional propia y funcionan
exclusivamente como adaptadores con capacidad de
union al DNA, como el OAZ y en otra los que ademas de
unir secuencias especificas de DNA pueden activar o
reprimir la transcripcion de los genes blanco.” Ejemplos
de estasegunda categoriason JUNB, TFE3, CBFA/AML
yLEF1/TCF, los cuales, ademas de cooperarenlaviade
los Smads, también transducen sefiales extracelulares
distintas a las del TGF-f3, lo cual abre la posibilidad de
integrar respuestas celulares complejas en funcién de
los diversos estimulos que recibe la célula. Laactivacion
de la transcripcién por estos complejos involucra a
acetilasas de histonas como p300 y CPB que son
atraidas al complejo a través de contactos con los
Smads. De manera sobresaliente, los Smads también
pueden asociarse conrepresores transcripcionales, por
ejemplo las proteinas TGIF, SKI y SnoN, que tienen la
capacidad de unirse a desacetilasas de histonas, enzi-
mas cuyo efecto conduce a la condensacion de la
cromatinay de ahi alarepresiéntranscripcional del DNA
condensado. Un caso de especial relevancia es el de
TGIF (TG3 interacting factor), pues mutaciones que
afectan ladosis génicade TGIF causan la holoprosence-
falia (HPE) en humanos. La HPE es un defecto genético
gue ocurre en 1 de cada 10,000 nacimientos y se
caracteriza por la bifurcacion incompleta de la parte
anterior del tubo neural, dando lugar a malformaciones
craneoencefalicas comolaciclopiay a ventriculos cere-
brales fusionados.?® TGIF es una proteina de vida media
corta que se une a Smad2 compitiendo con el co-
activador p300, de maneratal que laabundanciarelativa
de TGIF y p300 podria, en principio, determinar la
naturaleza de algunasrespuestas celularesal TGF-$3. Es
interesante hacer notar que EGF, a través de la via de
Ras, ocasionalafosforilacion de TGIF, lo cual resultaen
la estabilizacion y un aumento en la vida media de la
proteina, favoreciendo sus efectos represivos sobre la
via de las Smads.?* Estos hallazgos revelan al TGIF
como un importante punto de contacto ("cross-talk") y
regulacion de dos vias de sefialamiento antagonicas.
Una conclusién de los ejemplos descritos anteriormente
es que el llamado contexto celular, definido como la
manera sui generis en que las células responden al ser
estimuladas con TGF-3, consiste y tiene su sustento
material en los distintos y practicamente infinitos equi-
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pos de colaboradores transcripcionales con que el niicleo
de cadacéluladalabienvenidaal complejo R-Smad-Co-
Smad. De ahi que hoy en dia, al hablar de las acciones
del TGF-3 sea mas pertinente preguntarse ¢,qué hace la
célulaconlasefal del TGF-B? envez de ¢,qué le hace el
TGF-Balacélula?

Larespuestaanti-mitogénicadel TGF-p.

Una de las cosas que las células de origen epitelial,
endotelial, hematopoyético, neuraly algunas mesenquima-
tosas, hacen al recibir la sefial de TGF-f3 es dejar de
proliferar. Sindudaunode los aspectos masimportantes de
la biologia del TGF-B es su capacidad para detener la
division celular, pues la pérdida de dicha capacidad
contribuye al fenotipo canceroso. De hecho, Smad4, la
Co-Smad indispensable en lavia del TGF-[3, fue identifi-
cada independientemente como el DPC4 (Deleted in
Pancreatic Carcinoma locus 4), un gen causante de
cancer de pancreas, lo cual indica la relevancia que el
TGF-Btiene en el control de la proliferacién celular.??
Las células de mamiferos llevan a cabo su division
celular en una serie de etapas o fases que constituyen el
llamado ciclo celular.z A nivel molecular, los engranajes
gue mueven al ciclo celular sonlos complejos entre untipo
de cinasas de proteinas, las cdks, (cyclin-dependent
kinases)y sus subunidades reguladoras, las ciclinas.*Un
evento clave para la proliferacion celular es el paso de la
fase G1 alafase S del ciclo, pues representa el compro-
miso de la célulaparaembarcarse enunanuevarondade
division. Elavance através de la transicion G1/Srequiere
de la actividad de los complejos ciclina D-cdk4, ciclina D-
cdks, ciclina E-cdk2 y ciclina A-cdk2.? La actividad de
estos complejos se necesita para fosforilar diversos
mediadores de la progresion del ciclo celular, tales como
la proteina Rb, el producto del gene del retinoblastoma.
Varios mecanismos regulan la actividad cinasa de estos
complejos ciclina-cdk: la presencia o ausencia de la
ciclina, el nivel y tipo de fosforilacién de la cdk y su
asociacion con proteinas inhibidoras de la cinasa, tales
como pl5, p21y p27. EITGF-B detiene el ciclo celular en
la fase G1 a través de dos mecanismos: regulando la
expresion de genes responsables de la inhibicion de las
cdks y disminuyendo la expresién de c-myc, un factor
transcripcional proto-oncogénico (Figura 2).
EITGF-Bincrementalaexpresiénde los genesde p15
y p21 y reprime la expresion del gen cdc25A, el cual
codificaunafosfatasa detirosinas que remueve unfosfato
inhibitorio de las cdks.® Ademas, el incremento en los
niveles de p15 mediado por el TGF-Btiene uninteresante
efecto colateral que refuerzalainhibicion de los complejos
ciclina-cdk, asegurando con ello la detencion del ciclo
celular. Laproteinap27, a pesar de ser uninhibidor de las
cdks, se acumula en los complejos ciclina D-cdk4/6, sin
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que esto detengael ciclo celular. De hecho se piensa que,
debidoalamaneraenque selesune, p27 puede estabilizar
los complejos ciclina D-cdk4/6 en las células en prolifera-
cion. Cuando TGF-Bincrementala expresion de p15 este
inhibidor desplaza a p27 de los complejos ciclina D-cdk4/
6 quedando en libertad para unirse al complejo ciclina E-
cdk2, en donde tiene plena actividad inhibitoria de la cdk.
De estamanera, alaumentar unasola clase deinhibidor de
las cdks, el TGF-B inhibe a dos clases de ciclinas-cdks
requeridas para la transicion G1/S.

Una respuesta generalizada de todas las estirpes
celulares que detienen su proliferacion en presencia de
TGF-Besladisminucién enlaexpresiondel protooncoge-
ne c-myc, un factor transcripcional mitogénico. Esta
disminucion es necesaria para estimular la expresién de
pl5yp21 mediadapor TGF-B. Laexpresion sostenidade
c-myc en células epiteliales bloquea la activacién trans-
cripcional de p 15 dependiente de TGF- y las hace
refractarias al efecto anti-mitogénico de TGF-3.6 Si su
concentracion celular se mantiene por arriba de un
umbral inhibitorio, c-myc se mantiene asociado a Miz-1
(Myc-interacting zinc-finger protein 1), un factor que tiene
la capacidad de unirse el sitio iniciador del promotor del
gen de pl5. Este complejo Myc-Miz reprime en forma
dominante latranscripcion de p15, pues aunque existe un
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Figura 2. Los mecanismos antimitogénicos del TGF-f.
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elemento clasico de respuesta a Smads (CAGAC) rio
arribaen el promotor de p15, éste esincapaz de abolir la
represion de c-myc. Cuando los niveles de c-myc dismi-
nuyen por debajo del umbral, Miz-1 queda libre y en
capacidad de unirse a un complejo transcripcional de
Smads que se haya ensamblado en elelemento CAGAC,
promoviendo la completa activacién transcripcional de
p15.1 Asipues, Miz-1juegaun papel dual en la expresién
de p15 (y posiblemente también p21) funcionando como
una base para el reclutamiento de factores activadores
(Smads) orepresores (c-myc) de latranscripcion. Debido
aque larepresion mediada por c-myc es dominante sobre
la activacion de los Smads, para observar la respuesta
anti-proliferativa completa del TGF-f3, es indispensable
primero reprimir la expresién de c-myc. Es importante
hacer notar que larepresion transcripcional de c-myc por
TGF-Btambién estd mediada por la viade las Smads. En
este caso el complejo R-Smad/Co-Smad se asocia con
otras proteinas reguladoras para formar un complejo
inhibitorio de la transcripcion del gen de c-myc.?” Es muy
satisfactorio constatar que aunlo compleja que puedaser
larespuestaanti-proliferativadel TGF-[3, su parte medular
esta mediada por la via canénica de las Smads.

Epilogo

Apesardelabrevedad de estarevision, esperamos haber
compartido con el lector nuestra conviccion de la indiscu-
tible y meritoria prominencia del TGF-B enla biologiay la
medicina contemporaneas. Hemos dejado fuera de la
discusién sus importantes funciones como regulador del
desarrollo embrionario, de la reparacion tisular y de la
respuestainmune, algunas de las cuales se discuten mas
ampliamente en otros articulos del presente simposio. No
obstante, confiamos en que los aspectos que hemos
cubierto de sus mecanismos de transduccion daran al
lector herramientas y estimularan su curiosidad para
profundizar en este apasionante y trascendental tema.
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