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RESUMEN

Identificado inicialmente como un mediador de la
necrosis tumoral en ratones tratados con lipopoli-
sacarido, el factor de necrosis tumoral se sabe in-
volucrado en la respuesta a una gran cantidad de
estimulos, condicionando generalmente un proce-
so inmune de tipo inflamatorio. Una amplia varie-
dad de estirpes celulares producen la citocina,
siendo las células mononucleares la principal fuen-
te, tal es el caso de los macréfagos activados que
contribuyen en una buena parte de la produccién
de la citocina en forma soluble. A la fecha, se sabe
que el factor de necrosis tumoral esta involucrado
en un sinnimero de actividades biolégicas tanto
celulares como organicas que van desde la fiebre
y el dano tisular, hasta su implicacién en la posi-
ble regulacion genética de la induccion de otras
citocinas y moléculas inmunorreguladoras. La lo-
calizaciéon y descripcion de polimorfismos en el
promotor del gen del factor de necrosis tumoral ha
dado lugar, en algunos casos, a asociaciones entre
estas variantes vy ciertas enfermedades, caracteri-
zadas por ocasionar procesos erraticos con fondos
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inflamatorios exagerados. El objetivo de la presen-
te revision es conocer acerca de los polimorfismos
del factor de necrosis tumoral y las asociaciones
actualmente descritas en la neumopatia intersticial
difusa.

ABSTRACT

The TNF was found initially in mouse serum, which
had previously been treated with lipopolysaccha-
ride (LPS). Currently, TNF is known to be involved
in the response to several stimulants, causing an
inflammatory and immune event. Although a vari-
ety of cell types can induce this cytokine, macroph-
ages represent the main cellular source for the sol-
uble form. TNF elicits a wide spectrum of organism
and cellular responses, ranging from fever and tis-
sue injury to induction of other cytokines and im-
munoregulatory molecules. Localization and de-
scription of polymorphisms at the upstream pro-
moter region of the human TNF gene has revealed
some associations between these polymorphisms
and inflammatory diseases. This review focuses on
the information available on TNF gene polymor-
phisms and their associations currently described
in interstitial lung disease.

INTRODUCCION

El factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés)
fue identificado inicialmente, como un mediador de la
necrosis tumoral en el suero de ratones tratados con
lipopolisacéarido (LPS) produciendo necrosis hemorragica
y completa regresiéon de tumores trasplantados, también
se le ha descrito en muerte de células tumorales in vivo!.
Una proteina sérica denominada caquexina aislada de
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conejos infectados crénicamente con Trypanosoma brucei
fue encontrada posteriormente, resultando idéntica al
TNEF. Originalmente, el término TNF se referia a dos
citocinas fuertemente relacionadas, TNFa y TNF[ (actual-
mente linfotoxina-a, LTa). Ambas interactGan con los mis-
mos receptores, despliegan una amplia variedad de res-
puestas inmunoldgicas y han sido asociadas como media-
dores patogénicos de enfermedades en humanos?*.

FUENTE CELULAR

Si bien las células B y T producen cantidades significativas
de citocina, ésta es primordialmente producida por
monocitos/macréfagos, siendo los macréfagos activados la
principal fuente celular. En tanto que la linfotoxina es libe-
rada exclusivamente por parte de células linfoides*. La can-
tidad de TNF producido depende del estado de activacién
de la célula y del tipo de estimulo que la induce. La
estimulacién de macréfagos por LPS, resulta en una fuerte
induccién de la citocina, la tasa de transcripcion se
incrementa hasta tres veces, el RNAm se eleva de 50 a 100
veces y la secrecién de la proteina en suero se ve aumen-
tada por un factor de aproximadamente 10,000°. La vida
media del RNAm del TNF en linfocitos es de 40 minutos
comparada con 21 minutos en monocitos humanos. Las
células T activadas también expresan la forma de
transmembrana del TNF. Otras células conocidas por ex-
presar TNF incluyen linfocitos B, células citocidas natura-
les (NK), mastocitos, células de Paneth, células de
mesénquima intestinal, queratinocitos, células de la
microglia, astrocitos, células de musculo liso y ciertas lineas
de células tumorales®’. También es producido por células
del epitelio intestinal en respuesta a una invasién
bacteriana®. In vitro, la preincubacién con interferén-y
(IFNy) aumenta la produccién de TNF en respuesta a la
estimulacién con LPS. El TNF induce su propia transcrip-
ci6én a través de la activacién del factor nuclear-k B (NF-kB),
pero también induce elementos reguladores negativos es-
pecificos que proveen un control estricto en su propia pro-
duccién’®. De igual forma, induce la produccién de citocinas
reguladoras como la interleucina (IL)-10, la cual suprime la
liberacién del TNF en respuesta a la endotoxina®.

FUNCION BIOLOGICA

El TNF es causante de una gran variedad de respuestas
celulares y organicas incluyendo fiebre, choque, dafio
tisular, necrosis tumoral, anorexia, induccién de otras
citocinas y moléculas inmunorreguladoras, proliferaciéon y
diferenciacién celular, asi como apoptosis!!. Es una poten-
te citocina con una amplia variedad de actividades
proinflamatorias y autoinmunes, en donde pudiera parti-
cipar de manera indirecta. Por otro lado, al gen precursor
se le ha propuesto como candidato para el desarrollo de
la obesidad debido a los niveles elevados de la citocina en
tejido adiposo, sin embargo los estudios al respecto no han
sido concluyentes. La presencia del TNF en embriones de
ratén sugiere cierto papel de éste en la embriogénesis!?.
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Los mecanismos por los cuales las senales del TNF ge-
neran una gran variedad de respuestas son, probablemen-
te causados por la amplia distribucién de los receptores de
la citocina en diferentes tipos celulares y sus respuestas di-
ferenciales para la forma secretada y de membrana de la
misma, en varios procesos inmunoldgicos dependientes de
éste, hasta ahora no se ha encontrado ninguna célula de
marniferos que carezca de receptores para esta citocina®®.

Andlisis de ratones deficientes del gen precursor (knoc-
kout) para el receptor Il del TNF (TNF-RII), revelaron re-
sistencia a la necrosis tisular a dosis que en ratones de tipo
silvestre (es decir, sin la deficiencia del receptor) induce
necrosis, sin embargo al incrementar significativamente la
concentracién plasmética de la proteina, tal efecto de re-
sistencia se ve anulado. Es posible que en ausencia de
TNF-RII, bajas concentraciones de TNF sean incapaces de
unirse a TNF-RI, protegiendo de los efectos toxicos de las
dosis elevadas de la citocina a los ratones knockout. A al-
tas concentraciones el TNF se une a TNF-RI, el cual en-
tonces se encarga de liberar los efectos bioldgicos espera-
dos. En ratones deficientes de TNF-RI la citocina es uni-
da por TNF-RII, atn en ausencia de TNF-RI, indicando la
amplia variedad de funciones que puede desarrollar este
receptor en otros procesos biolégicos.

La generacién de ratones deficientes de TNF-RI y TNF-
RII ha ayudado a elucidar el papel de estos receptores en
varios procesos celulares, de una manera muy especifica
se ha asociado al TNF-RI con una inmunidad de tipo ines-
pecifica contra microorganismos, en tanto que el TNF-RII
se ha encontrado envuelto en procesos de necrosis tisu-
lar mediada por TNF*.

UBICACION GENETICA

El gen del TNF se encuentra ubicado en el brazo corto del
cromosoma 6, formando parte del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés), el sis-
tema mas polimérfico descrito en mamiferos. En el huma-
no se localiza aproximadamente 250 kilobases
centromérico del locus HLA-B y 850 kilobases telomérico
a HLA-DR, anélogos a sus posiciones en el cartografiado
genético murino. La cercania de estos dos loci puede ser
Gtil en la regulacién coordinada de los productos de los
genes del sistema inmune. Por otro lado, complica la in-
terpretacién de los estudios en donde pudieran estar des-
equilibrados alelos HLA de Clase I y II. Al igual que los
demas genes de esta region, el gen de TNF esta duplica-
do, en donde la segunda copia es funcional y correspon-
de al gen de la LT 1351516 (Figura 1).

DEL GEN A LA PROTEINA
Ademés de poseer homologia en un 30% en la secuencia
de aminoéacidos, entre los genes del TNF y la LT, éstos
contienen 3kb de longitud, 3 intrones, 4 exones y estan
separados por 1 a 2kb de DNAL17,

Cuatro exones codifican para el producto precursor de
230 aminoécidos y uno maduro de 157, después de que una
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Figura 1.Ubicacién genética. En el brazo corto del cromosoma 6 se encuentra el TNF, en la regién de HLA. Localizacién de los polimorfismos

identificados en el promotor, en las posiciones -803, -308, -308 y -238.

inusual y prolongada cadena lider es removida, tan sélo el
dltimo exén codifica para el 80% de la proteina secretadal’.
Es inicialmente sintetizado en ribosomas unidos al reticulo
endoplasmico, gracias a la presencia de un péptido senal se
genera una proteina de 26kD unida a la membrana (pro-
TNF), que posee una orientacién de proteina tipo I, es de-
cir el extremo aminoterminal es intracelular, el segmento
transmembranal esta cerca del extremo aminoterminal y el
gran segmento carboxiterminal es extracelular. El fragmen-
to de 26KkD es separado para liberar al TNF soluble de 17kD
con un extremo aminoterminal de valina®!8. Para llevar a
cabo la liberacién se necesita de la enzima convertidora de
TNF (TNFa converting enzime “TACE”) miembro de la fa-
milia de las metaloproteasas desintegrinas, que es una glico-
proteina anclada a la membrana!*?°. Esta forma soluble se
ensambla formando un homotrimero, cuya funcién es acti-
var sus dos receptores; las interacciones entre las subunida-
des implican al dominio carboxiterminal extracelular. El TNF
de membrana es biolégicamente activo y se ha demostrado
que es el primer ligando activador para el TNF-RI?.

Esta citocina es reconocida por dos receptores comu-
nes: el de 55kD (p55, TNF-RI, CD120a), v el de 75kD
(p75, TNF-RII, CD120b) ambos receptores son regulados
por IFN-y y ampliamente expresados en una gran varie-
dad de estirpes celulares, pero predominantemente encon-
trados en leucocitos y células endoteliales. Ambos, TNF-
RI v TNF-RII pertenecen a una familia de receptores con
motivos extracelulares repetitivos ricos en cisteina, la por-
cién intracelular de TNF-RI contiene un “dominio de
muerte” (death domain) de aproximadamente 70
aminoéacidos que es requerido para la sefalizacién de
apoptosis y la activacion de NF-kB. La sefializacién a tra-
vés de TNF-RII envuelve el reclutamiento del TRAF1 y 2
(TNFR-associated factor 1 y 2) entre otras vias de
transduccién de senales involucradas en apoptosis media-
das por la activaciéon de NF-kB, en terapéutica, los recep-
tores solubles del TNF han encontrado aplicacién en en-
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fermedades reumaéticas, asi como el uso de la talidomida
para inhibir la produccién de la citocina al nivel de
macréfagos. La constante de disociacién entre el TNF y
sus receptores es extremadamente baja (0.1 a 10nM), lo
que explica en parte la alta eficiencia de esta citocina?? %2,

LOS POLIMORFISMOS DEL TNF Y SUS
IMPLICACIONES BIOLOGICAS

Se han descrito variaciones en el gen del TNF, en su mayo-
ria consisten en polimorfismos puntuales en su regién
promotora, en las posiciones: -238, -308 y -376 en donde el
cambio es una adenina por guanina, en tanto que para la
posicién -863 el cambio es citosina por adenina y otfras que
han resultado menos importantes o, atin no se les ha encon-
trado un significado biolégico relevante. Estos polimorfismos
se han involucrado en diferentes padecimientos caracteriza-
dos por una exagerada modulacién inmune. Quiza el hallaz-
go mas importante lo constituye el alelo TNF2 (TINF 308-A),
en donde utilizando genes reporteros, mostraron que éste es
un activador transcripcional méas poderoso que TNF1 (TNF
308-G), la variante silvestre®7.10.12.24,

Se ha reportado que haplotipos MHC, DR3 y DR4 con
distintos alelos de TNF producen niveles elevados de la
citocina, mientras que DR2 esta asociado con baja produc-
cién, por ejemplo el alelo TNF2 se considera parte de un
haplotipo extendido que incluye HLA-A1-B8-DR3-DQ2,
sugiriendo que existen polimorfismos funcionales en regio-
nes reguladoras del gen; sin embargo, a la fecha, ain se
desconoce la frecuencia de estos alelos en poblacién abier-
ta, tanto en Estados Unidos como en México®?®.

TNF ¢éMARCADOR GENETICO? O ¢FONDO
PATOLOGICO?

En los dltimos 10 afios se han evidenciado asociaciones
entre el TNF y un sinnimero de patologias de fondo in-
feccioso tales como la malaria cerebral, choque séptico,
leishmaniasis y lepra, por otro lado, también se ha asocia-
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do a patologias de origen autoinmune como la artritis
reumatoide, esclerosis multiple, lupus eritematoso. Asi
como en algunas enfermedades respiratorias como asma,
neumonitis por hipersensibilidad (NH), fibrosis pulmonar
idiopética (FPI) v enfermedad pulmonar obstructiva cré-
nica , entre otras®2¢3!,

EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL EN LA
NEUMOPATIA INTERSTICIAL

En los pacientes con FPI la expresién del TNF se encuen-
tra incrementada por parte de los macréfagos alveolares
e intersticiales, asi como por células epiteliales
(neumocitos) de tipo II. Aunque no se conocen factores
para la susceptibilidad individual a padecer la patologia,
un elevado porcentaje de los casos se refieren a la forma
familiar de la enfermedad. Ademaés de la actividad
inflamatoria exagerada en los pulmones de familiares sin
la patologfa expuestos a conocidos agentes fibrosantes,
sugieren la existencia de un fuerte componente
genético”®. (Figura 2).

La mediacién de procesos inflamatorios y fibréticos por
parte de citocinas como TNF y la IL-1 estimulan la pro-
duccién de otras citocinas proinflamatorias y profibrosan-
tes, hecho al cual debemos agregar la dificultad terapéu-
tica para interferir en los procesos activados por TNF una
vez que estos se han puesto en marcha. Este balance se
ve afectado en las enfermedades pulmonares destructivas.
Du bois en 2000 demostré un aumento en la frecuencia
del intrén 4G de la IL-6 y del alelo 1690C del TNF-RII, a
pesar de la localizacién de los dos genes en cromosomas
diferentes?#3233, La IL-6 promueve la fibrogénesis indepen-
diente o de manera conjunta con TNF, y existe una com-
pleja interaccién y regulacion cruzada entre ambos genes.

La acumulacién de células inflamatorias y la proliferacién
de células intersticiales asociadas con fibrosis estéan cau-
sadas por una sobreproduccién de factores de crecimien-
to y citocinas como el PDGF, TGF-3 y TNF, que han sido
incriminados en la patogénesis de la FPI*334,

Camarena y colaborador en el 2000, demostraron una
asociacion significativa del alelo TNF2 v la fibrosis en pa-
cientes con NH, conjuntamente definieron la presencia de
haplotipos HLA de clase Il implicados en la susceptibili-
dad al desarrollo de la patologia®. De manera indepen-
diente y simultanea Di Giovine también en el 2000 deter-
mind que el alelo TNF2 confiere un riesgo relativo incre-
mentado a desarrollar FPI**. Brenner en 1989 demostré
que el TNF estimula la activacién prolongada de la expre-
sién del oncogen JUN que codifica para uno de los dos
componentes del factor de transcripcién AP-1, estimulan-
do la transcripcion del gen de la colagenasa. A su vez, la
activacién de JUN y la expresién del gen de la colagena-
sa pueden ser un mecanismo para la mediacién de algu-
nos de los efectos biolégicos del TNF®°.

Whyte analizando el polimorfismo del TNF-308 en
poblacién britanica blanca con FPI no encontré ninguna
asociacion entre la citocina y la patologia, en tanto que en
la poblacién italiana se reporté una asociacién fuerte con
el alelo TNF2. Es importante tomar en cuenta que las ca-
racteristicas genéticas propias de cada poblacién son de-
terminantes en la seleccién de cualquier polimorfismo, en
donde se pretende asociar un gen especifico a una pato-
logia, asi como los posibles desequilibrios con otros genes.
Una de las primeras tareas en este campo consistiria en
determinar la abundancia relativa de cada uno de los ale-
los polimérficos del TNF (frecuencias alélicas) v definir con
esto, si la frecuencia con la que aparecen las enfermeda-

Niveles de TNF

LPS, IFNy, otros.

(Estimulo)

\

Receptor

{0\
e
i

RNAmM

Macroéfago
alveolar

soluble en el
intersticio alveolar

Figura 2.Significado biolégico de los polimorfismos del TNF. Esquema que representa como la variante alélica en la posicién -308G
(TNF2) tiene mayor poder transcripcional que la variante silvestre -308A (TNF1).
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des concuerda con la frecuencia de estos alelos. Discor-
dancia en la frecuencia alélica y la frecuencia de la apari-
cién de la enfermedad apuntaria a posible interferencia
con otros genes®3:3536,

CONCLUSIONES

La identificacién y el entendimiento del papel que juegan
los factores genéticos en la neumopatia intersticial atin se
encuentran en desarrollo, por lo que es importante el ade-
cuado estudio de éstos ya que conducira a oportunidades
terapéuticas significativas en el manejo del paciente
neumoépata y esencialmente a la identificacién de aque-
llos sectores de la poblacién con un riesgo genético eleva-
do al desarrollo de la patologia pulmonar. Los hallazgos
de posibles marcadores genéticos en la fisiopatologia de
la neumopatia intersticial resultan particularmente impor-
tantes, para la identificacién de reguladores moleculares
cripticos del proceso proinflamatorio y profibrosante, asi
como la caracterizacién de blancos terapéuticos potencia-
les al nivel molecular. El significado biolégico de las aso-
ciaciones en donde se involucran alelos de diferentes
genes, y mas aun de diferentes cromosomas, podria indi-
car posibles desequilibrios de enlace entre los genes que
actian como marcadores de la enfermedad y, quiza de
verdaderos genes causantes de la patologia. Los
polimorfismos en el promotor del TNF pueden servir como
marcadores de genes adyacentes sean MHC o no, que
pueden influenciar en la predisposicién a la enfermedad
y/o su severidad.

Diferentes genotipos de citocinas pueden existir en la
poblacién como resultado de una presién selectiva con-
tra enfermedades infecciosas, pudiendo ser benéficos en
la erradicacion de este tipo de padecimientos. Sin embar-
go, la creacién de fenotipos “proinflamatorios” puede pre-
disponer hacia enfermedades inflamatorias crénicas, o
bien, conducir a una forma mas severa de las mismas,
independientemente si el evento inicial se trata de un
agente infeccioso o autoinmune.
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