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INTRODUCCION

1.1. LA FIBROSIS

1.1.1. Definicién

La fibrosis es un proceso reparativo normal que ocurre tras el dafio tisular. En una
reparacion normal, [a fibrosis se inicia cuando los fibroblastos se infiltran en ¢l drea dafada,
proliferan y sintetizan los componentes de la matriz conectiva tisular. Esta restructuracion del
tejido da lugar a la cicatrizacion v a una terminacion ordenada de la respuesta fibrética. Sin
embargo, en enfermedades fibrdticas. como la formacion de queloides cutdneos, esclerodermia
(esclerosts sistémica progresiva), la cirrosis hepdtica. la tibrosis pulmonar idiopatica, las
entermedades cronicas de rechazo de injertos. v la esclerodermia localizada, la fibrosis,
inictada por causas variadas (v muchas desconocidas todavia) no acaba de forma ordenada
v resulta en el desplazamiento del tejido funcional normal por una cantidad excesiva de matriz
tisular conectiva. produciendo la distuncion del tejido v del 6rgano (Berman & Duncan,

1989).

1.1.2. Etiologia de la fibrosis hepitica

La fibrosis hepatica puede desencadenarse como consecuencia de una inflamacion
cronica del higado. Su etiologia es muy diversa: toxica. viral, inmunoeldgica o parasitaria vy,
menos frecuentemente. puede tener un origen metabolico o congénito.

El hecho predominante de esta tibrosis es el deposito excesivo de biomatriz
intercelular, que normalmente esta presente en pequenas cantidades: en el higado fibrético
aparecen los siguientes cambios:

- las moléculas de matriz extraceiular se incrementan de 3 a 6 veces;

- entre estas moléculas. coligenos. proteoglicanos v glicoproteinas estructurales se elevan de
forma desproporcionada:

- hav cambios en la microcomposicion de algunas de estas moléculas de torma especifica.

Por ejemplo. varia ¢l grado de hidroxilacion de las cadenas o de los coligenos y el niimero
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y grado de sulfatacion de los glicosaminoglicanos presentes en los proteoglicanos;

- existe una redistribucion topogréfica de la matriz extracelular dando lugar a una deposicion

subendotelial temprana ¢ importante del tejido conectivo en el espacio de Disse (fibrosis

perisinusoidal} v en otras zonas (fibrosis penportal, difusa v local} (Gressner, 1991).

MATRIZ
EXTRACELULAR J
DEL EIGADO

FROTEINAS

| T
E GLICO~

1 CONJUGADOS

)
, GLICY - |
: . BROTEC -
(OLAGENO |1 ZLASTINA PROTEINAS F e \
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i
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: f
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cip [ LAMININA 4-SULFATO
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- TN N L
v UNDULINA G SCLFATO
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i i
Lvin —OSTEGNECTINA

|

GLICOSAMI-
NOGLICANGS

Composicion de la matriz extraceiular del higado (Gressner, 1991).

El mecanismo de acumulacion de las fracciones mayoritanas de esta matriz implica

la activacion de su biosintesis de novo en células hepdticas (Van Zantenn er al., 1988). Parece

que la fibrosis perisinusoidal es la que produce las mayores consecuencias clinicas de la

fibrosis (Gressner. 1991): bloquea las funciones sistémicas de los hepatocitos y de las células

no parenquimatosas mediante el desarrollo de barreras de difusion, aumentando la resistencia

vascuiar intrahepatica ¢ interfiriendo la hemodinamica portal. I.as consecuencias clinicas de

este proceso son el sindrome de hipertension portal. la ascitis, la insuficiencia hepatocelular
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y la propia progresividad de ia hepatopatia.

En las enfermedades crénicas activas del higado en las que no hay necrosis, el mayor
deposito de colageno no se produce cerca del centro del lobulo, sino en la periferia,
empezando por dreas portales en estrecho contacto con células inflamatonias. El coldgeno
formado v el infiltrado celular. que destruye e] ldbulo hepatico, constituyen el llamado septa
temprano (Hassan et al.. 1989).

El higado normal contiene niveles pequenos de coldgeno I, III, IV, V y VI
fundamentalmente. aunque s¢ piensa que también puede estar presente minoritariamente el
tipo VIII (Kittelberger er al.. 1990Y). Los tipos | v I1] estdn presentes aproximadamente en la
misma cantidad. y constituven el 0.5-2% del total de proteinas del higado.

En el higado fibratico v cirrotico. el contentdo total en algunos de estos tipos de
coldgenos aurnenta desproporcionadamente (Rojkind, 1982: Gressner, 1991). Ademas, existen
alteraciones ¢n la sintesis v distribucion de otros componentes de matriz extracelular, como
son los proteoglicanos v glicoproteinas. Por ejemplo, en el higado normal. la laminina
(glicoproteina mavoritaria de membranas basales) se deposita en el espacio de Disse. Cuando
existe un dano hepdtico. esta glicoproteina se acumuia entre los sinusoides. posiblemente para
faciiitar la regeneracion de los hepatocitos (Milani er al., 1989b).

Sin embargo, todavia no se conoce cual es la secuencia de la alteracion de los distintos
componentes de la matnz extracelular hepatica. Martinez-Hernandez (1985), en un modelo
de cirrosis inducida con tetracioruro de carbono. indica que la primera modificacion se
observa en la distribucidn v cuantia de fibronectina, y posteriormente en el coldgeno I. Tras
este aumento en coldgeno 1 se incrementarian los coldgenos Il y IV (Pierce et al., 1987,

Milant et al.. 1989a) v tinaimente la laminina (Martinez-Hernandez, 1985).

1.1.3. Tipos celulares responsables de la tibrosis hepitica

Las celulas hepdticas que contribuven a la produccion de colageno no han sido

identificadas claramente. aunque practicamente todos los elementos celulares del higado,
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excepto los de origen hematologico, estdn capacitados para ello. El 16bulo hepidtico contiene
céiulas parenquimatosas (hepatocitos), y otros tipos de células, como son las células de
Kupffer (de origen hematoldgico), c€lulas endoteliales, lipocitos, fibroblastos y
miofibroblastos. y las células de los ductos biliares. Entre todos existen influencias mutuas
que determinan que el componamiento funcional asi como el aspecto morfoldgico de cada

uno de ellos se modifique cuando se encuentran aislados de los restantes.

PC@ //% X

=W

vy

PC- Célula parenquimatosa
L- Lipocito

E- Célula endotelial

K- Celula de Kuppfer

i
Tipos celulares del higado (Gressner, 1991},

El potencial de los hepatocitos en la produccion de matriz extracelular es actualmente
motivo de controversia. Algunos autores indican que el hepatocito representa la fuente
principal de coldgeno tanto en el higado normal como en las enfermedades cronicas del
higado (Martinez-Hernandez. 1985: Chojkier & Filip. 1986: Chojkier ef al.. 1988; Hassan et
al. 1989: Brenner er al. 1990). Sin embargo, estas conclusiones (obtenidas por
inmunohistoguimica v por marcaje isotopico dual del colageno) estin en contradiccidn con
los resultados obtenidos por técnicas de hibridacion in situ (Gressner, 1991). Se estima que

al menos el 50% de todo el colageno producido en el higado cirrdtico se debe a los lipocitos

-5.
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o a los correspondientes miofibroblastos (Mak er al., 1984; Shiratori et al., 1986, Milant ez
al.. 1990). Es posible que ios lipociios no sélo sean los responsables del incremento del
coldgeno en el dano hepatico. sino que también sean los productores mayoritarios de esta
proteina en condiciones normales (Friedman et af., 1985; Milani et al., 1989a).

Los lipocitos (células perisinusoidales. "tat storing cells”, células de Ito) son células
estrelladas distribuidas casi homogeneamente por todas [as zonas del I6bulo hepdtico. Las
células de Ito localizadas en el espacio de Disse o espacio perisinusoidal tienen como funcion
el almacén de vitamina A en el higado, y son tan numerosas como las células de Kupffer
(Blomhott & Wake. 1991).

Ademas del almacenamiento de esta vitamina, los lipocitos hepaticos juegan un papel
imporntante en {a produccion de distintos componentes de matriz extracetular. Las c€lulas de
Ito en cultivo primario secretan coligeno tipo | fundamentaimente (72-86% del colageno},
siendo el colageno el 5% del total de fas proteinas sintetizadas por estas cé€lulas {(en los
hepatocitos solo es el 0.29. v en celulas endoteliales el 1.7%) (Friedman er al.. 1985). Los
lipocitos también sintetizan. aungue en menor cantidad. proteoglicanos. fibronectina. laminina.
nidégeno. etc.

Otra de las funciones de las células de Ito es la modulacién autocrina y paracrina de
la sintests de colageno (y de otras proteinas de matriz extracelular), mediante la sintesis y la
liberacion de factores como el TGFa. el TGEf, la IL-6, el IGF-1 y ¢l tactor estimulante de
colonias 1 {Greenwel er al. 1991. Gressner. 1991},

En el proceso de la fibrosis hepatica, fas células de Ito se transforman a células
transicionales o miofibroblastos. caracterizadas por la depleccion de acumulos grasos,
dispersion de la cromatina nuclear, largas extensiones citopidsmicas ¢ hipertrofia del reticulo
endopldsmico rugoso (Mak er al.. 1984: Friecdman & Arthur, 1989; Friedman ef al, 1989:
Bachem er al.. 1992). Esta transtormacion tenotipica ocurre también espontaneamente en
cultivos celulares v en dreas de necroinflamacion (Mak er al, 1984; Gressner, 1991).

Friedman et al. (1985) indican que los lipocitos serian los precursores de las células fibroides
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observadas en el dafio hepdtico, y en la fibrosis hepdtica asociada con hipervitaminosis A.

Hepatocito . )
dgﬁado @ Linfogite

[

Célula de
w Kuppter
TGFY
TGFB
v TNFO
EGF Proliteracion Micfibroblasto

TGFA @ \ Lipacite  Transformacion
Plaguetas FDGF o +—p
»[{0

° -—
°° / \ \‘ .
4 \ \‘ TGFER Colageno
5 Proteoglicanos

-6 Fibronectina
Laminina
Tenascina
Nidageno
Glicosaminoglicanos

!

|

Factor estimulante
de colomias 1 TGRY

‘i
i
|
|

Funciones del lipocito (Gressner, 19911,

Las células de origen hematoldgico no sintetizan coldgeno. pero liberan varios factores
que modulan ia actividad de los restantes elementos celulares. Este es el caso de 1a IL-1 y del
TNFa. que son liberados principalmente por los macrofagos. del TNFB. que es secretado por
ios lintocitos. del TCFB y del PDGF. que son liberados por distintas lineas celulares y en
especial por las plaquetas. Como se¢ ha indicado anteriormente, algunos de estos factores
intluven sobre ia sintesis de colageno actuando directamente sobre ésta. y otros regulando la
proliteracion de las células capacitadas para esa sintesis 0 liberando factores quimiotdcticos
o transtormadores (Solis-Herruzo, 1988).

Tras la agresion vy el daro tisular, se produce un acumulo inmediato de plaquetas que
es seguido por un infiltrado inflamatorio. Por orden de aparicion, se puede reconocer la
llegada de leucocitos polimorfonucieares, macréfagos inflamatorios, linfocitos, macrofagos
activados vy. tfinalmente. de tibroblastos (Diegelman ef al.. 1987).

Para poder desarrollar una terapeutica racional de la fibrosis. es preciso llegar a

-7
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conocer los mecanismos moieculares y celulares que dan lugar al desarrollo bioquimico y
patolégico de esta entfermedad. Los resultados obtenidos hasta ahora no sélo indican que
existe una gran complejidad en la red de factores que interaccionan, sino que también existe
una uniformidad a nivel molecular en las reacciones fibroticas en los distintos tejidos y

organos.

1.2. COLAGENO

En ios organismos multicelulares, muchos de los elementos estructurales mas
importantes estdn en la matriz extracelular. Los componentes proteicos mas abundantes de
esta matriz son los coligenos: estos son. de hecho. las proteinas presentes en mayor cantidad
en ¢l reino animal. Los coldgenos son los elementos estructurales fibrosos mavoritarios de
cartilago. tendon. piel. hueso. pulmon y vasos sanguineos, y sirven para mantener unidas a
las céiulas en los distintos tejidos.

Existen al menos 14 tipos de coldgenos distintos en vertebrados (Van der Rest &

Garrone. 1991).

1.2.1. Estructura

La famiiia de los colagenos engloba a una serie de proteinas con unas caracteristicas
comunes:
- todas ellas presentan dominios o regiones de triple hélice, combinadas de diferentes
maneras con regiones globulares amplias o con regiones no helicoidales;
- presentan una sintzsis intracefular compieja, y posteriormente son secretadas. En el espacio
extracelular se modifican. se agregan las moléculas, y se forma una estructura especializada.
L.a agregacion supone la estabilizacion.

Las fibras del colageno estdn constituidas por tres cadenas polipeptidicas o dispuestas
en paralelo v enrolladas entre si helicoidalmente. La adopcion de esta disposicion es posible

debido a que cada tercer aminoacido. en cada una de las cadenas, corresponde a una molécula
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de glicina. y ésta, por su pequeio tamano, se sitda en el lugar donde las tres cadenas se
cruzan. El porcentaje de este aminodcido es de aproximadamente un 30% (se han descrito
coldgenos con un porcentaje menor, pero también en éstos es elevado); aparece por tanto la
repeticion del triplete Gli-X-Y. Los otros dos aminodcidos (X e Y) son variados, pero son
frecuentes los residuos de prolina, hidroxiprolina (con un porcentaje que varia entre un 20 y
un 25%), alanina y lisina. La hidroxilacion tanto de prolina como de lisina es imponante para
la estabilizacién de la triple hélice. E) contenido en aminodcidos aromaticos es muy bajo: la
tirosina y la fenilalanina aparecen en las regiones globulares, y el triptéfano y la cistina
practicamente no aparecen.

Entre los grupos -NH. de la glicina de una cadena v los -OH de la hidroxiprolina de
las cadenas restantes se establecen puentes de hidrégeno que refuerzan las uniones entre ellas

v dan estabilidad a la molécula.

Procolagena

12 N-acen)
nm glucosarmida
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Estructura de la molécula de coldgeno (Solis-Herruzo, 1988).
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Las cadenas laterales de los aminoacidos que forman cada propéptido de coldgeno
estan siempre orientadas hacia el exterior de la molécula. Esta asociacion se produce sin la
presencia de ningun factor ajeno al propio coldgeno. Esto se debe a que, cada 234aa y de
forma alternativa. aparece uno con y otro sin carga eléctrica. Esto determina que la carga de
la molécula cambie periodicamente cada 234aa (67nm). Gracias a las fuerzas que genera esta
diversidad eléctrica e hidrotdbica, las moléculas de coligeno se unen en paralelo, pero
despiazadas. una respecto a su vecina. la misma distancia periddica de 67nm. En esta posicion
se establece el mavor numero posible de uniones electrostaticas.

La molécula sintetizada por las células presenta en ambos extremos (amino y
carboxilo) regiones terminales denominadas propeptidos de extension o porciones globulares.
A la iniple hélice antes descrita tlangueada por los propéptidos terminales se le denomina
procolageno. En estas regiones terminales las tres cadenas permanecen independientes. no
torman hélice. El propeptido carboxiterminal es completamente no helicoidal y posee una
extension de N-aceulglicosamina: el aminoterminal es. en casi toda su extension, no
helicoidal. pero posee un pequefo fragmento de 12nm en el que las tres cadenas se enrollan
de torma semejante a como ocurre ¢n la porcion central. En cada propéptido hay, ademas.
puentes disuifuro que unen por algunos puntos a una misma cadena. En el C-terminal, estos

puentes tambien unen cadenas distintas.

.2.2. Clasificacidn
Existen distintos tipos de coligenos. Los grupos mas importantes son:
* Coldgenos fibrilares: a este grupo pertenecen los tipos [, I, III, V y XI. Muestran las
siguientes caracteristicas comunes:
- semejante ruta biosintética:
- similar tamano de las cadenas a (Mr>95.000);
- ¢l dominio de triple hélice es largo ¢ ininterrumpido con una secuencia de

aminoacidos Gly-X-Y repetida:
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- forman tibras presentes en numerosos tejidos conectivos.
= Coldgenos no fibrilares: este grupo lo constituyen los tipos IV, VI, VII y VIII. Todos
presentan:
- cadenas o cortas (Mr<95.000);
- interrupciones ¢n la secuencia repetida de Gly-X-Y de los dominios de triple hélice:
- forman hojas que constituyen membranas basales.
“ Colagenos de cadena corta: son los coldgenos tipo IX. XII y XIV.
- las cadenas « tienen un tamano mucho menor que las de los grupos anteriores
(Mr<<<95.000):

- son coligenos asociades a fibras de colageno @y II que presentan interrupciones en

la triple helice (FACITs) (Van der Rest & Garrone. 1991)

1.2.3. Biosintesis del coldgeno

La sintesis de las cadenas de procoldgeno se inicia en los ribosomas. Posteriormente
sutren diversos cambios. muchos cuando aun permanencen enidos a ellos.

Segun se va sintetizando la cadena polipeptidica naciente. va entrando en el lumen del
reticulo endopldsmico rugoso. En este orgdnulo se preduce la formacion de algunos puentes
disulfuro. y residuos especiticos de protina de las regiones destinadas a tormar la triple hélice
suiren hidroxitacién por la prolil 4-hidroxilasa v la prolil 3-hidroxilasa unidas a membrana.
Tambien sutren hidroxitacion aigunos residuos de lisina, mediante la lisil hidroxilasa. El dcido
ascorbico o vitamina C es un cotactor esencial de ambas hidroxilasas. En ausencia de
ascorbato, el coldgeno no se hidroxiia suticientemente y lis cadenas no pueden tormar la
triple hélice estable, impidiéndose por tanto también su agregacién en tibras. Estas cadenas
anormales de procoligeno son degradadas dentro de la c€lula.

Todavia en el reticulo endopidsmico, el procolageno sutre la adicion de oligosacaridos
en la regién amino terminal. con importancia en la posterior secrecion de la molécula.

En el aparato de Golgi se produce la adicion de galactosa a algunos restduos de
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hidroxilisina. mediante la galactosil hidroxilisil transferasa, y de glucosa a la galactosa
anteriormente unida, mediante glucostl transferasas. Ademds, se forman puentes disulfuro inter
€ intracatenarios. que contribuyen a la estabilizacion de la asociacidn de las tres cadenas
anterior a la formacién de la triple hélice.

Finalmente, la conversion de procoldgeno a tropocoldgeno (unidad estructural de la
mavoria de los colagenos fibrilares tormada por tres cadenas enrolladas helicoidaimente
alrededor de un eje central) v el ensamblaje del tropocoldgeno para formar las fibras de
coldgeno tienen lugar tras la secrecion en reacciones catalizadas por enzimas extracelulares.
Paralelamente. o poco despues de la exocitosis. las moléculas de procolageno sufren la rotura
proteolitica que climina los segmentos N-terminal y C-terminal. Estas reacciones son
independientes v estian catalizadas por distintas enzimas denominadas procoldgeno peptidasas.
En muchos casos. primero se rompe el extremo N-terminai (cuando el procoligeno sale de
la ¢clulay, v mas tarde el C-terminal. Una vez en el espacio extracelular. las moléculas de
tropocoligeno se agregan. formandose {as fibras de colageno.

Es muv probable que en el depdsito de las moléculas de coldgeno y en el crecimiento
de las fibras participen otros clementos de [a matriz extraceluiar, tales como la fibronectina
(Kleinman et af,. 1981), que se une a las tibras de colidgeno. y algunos tipos de proteoglicanos
gue recubren las fibras v detienen su crecimienio. Como va se ha indicado. en el dano
hepatico experimental inducido por tetracloruro de carbono, se puede comprobar gque el
depusito de coligeno tipo | va precedido por el deposito de tibronectina (Martinez-Herndndez,
1985: Popper & Udentriend. 1970: Rojkind & Dunn. 1979).

Al mismo tiempo gue se torman las fibras, se produce la oxidacién de algunos
residuos de lisina e hidroxilisina por Ia lisil oxidasa. que permitird la formacion de uniones
especiticas covalentes entre dos cadenas polipeptidicas de moléculas de coldgeno adyacentes
o entre cadenas la misma molécula (Darnell er al.. 1986). La D-penicilamina y los latirdégenos
(por ejemplo. el B-aminopropionitrile) impiden la agregacion de las moléculas de coldgeno

y la formacion de uniones tirmes entre ellas. La primera lo hace quelando et Cu™, cofactor
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de la lisiloxidasa. y los latir6genos por inactivacion de la enzima (Siegel & Fu, 1976:

Nakamura et al., 1975).

1.2.4. Degradacion_del coligeno

La degradacion del coldgeno tiene lugar no solo una vez que se ha depositado en el
espacio intercelular. sino también antes de salir de las células. Se estima que entre ei 15 y et
49 del coldgeno producide por las células se destruye a los pocos minutos de su formacion,
cuando aun permanece en el interior de ¢llas {Steinmann et al, 1979). Este proceso se
incrementa cuando la prolina permanece sin ser hidroxilada y el procoligeno no adopta la
estructura helicoidal v no es secretado. Los productos de su degradacion frenan. ademds. la
sintesis de coldgeno a nivel transcripcional v traduccional (Solis-Herruzo, 1988). Esta
degradacion intracelular tiene lugar en ios lisosomas v en ella participan. acelerandola. las
prostagiandinas v el cAMP (Bienkowski et al. 1978: Baum et al. 1980). La menor
produccion de colageno que se describe en algunos modelos experimentales con estos
mediadores esta determinada por un aumento de la degradacion intracelular de esta proteina.

El colageno es degradado poer un conjunto de metaloenzimas dependientes del zinc
(Harns & Krane. 1974 Harper. 1980) pertenecientes a la tamilia de las matrixinas (o
metaioproteinasas de mairiz) {Woessner. 1991). Son activas a pH y temperatura fisioldgicas
sobre el cotdgene nativo que conserva su estructura helicoidal. Cuando éste se halla
desnaturalizado. v esa estructura se pierde. puede ser fragmentado por otras muchas proteasas
v peptidasas.

Existen diferentes tipos de colagenasas. La colagenasa intersticial v la de neut -6filos
actuan tundamentalmente sabre tos colagenos I, 11 v [T, las gelatinasas (de 72kD v de 92kD)
sobre (0s colagenos 1V v V., v las estromelisinas sobre una gran variedad de colagenos y de
otras proteinas de matriz extracelular (Woessner. 1991). En cualquier caso. fragmentan la
moléeula de coldgeno por un punto concreto que se sitda a 3/4 de distancia del extremo N-

terminat (Gross & Nagai. 1965). En este lugar existe siempre una unién, bien glicina-
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isoleucina o bien glicina-leucina (Highberger et al, 1978). El que otras uniones similares
situadas a lo largo de la molécula de coldgeno resistan a la accién de esta enzima parece
depender de la presencia de hidroxiprolina en el triplete contiguo a ellos. Los fragmentos
resuitantes de ia digestion por colagenasa pueden ser degradados por otras proteasas y
peptidasas, tales como imidopeptidasa, imidodipeptidasas, etc. Todas estas enzimas son
efectivas sobre el coldgeno desnaturalizado por el calor a gelatina.

Las colagenasas, en general, no estin almacenadas (excepto en neutrdfilos y
macrofagos), v es precisa su sintesis de novo y su secrecion a la matriz cuando alguna sefal
indica que son precisas. Estas senales regulatorias actian casi siempre a nivel de transcripcion
genética. Entre ellas se encuentran el TNFa (Daver er al, 1985), la IL-1 (Stephenson et al,
1987). los ésteres de forboi (Angel er al, 1987), el PDGF (Bauer et al, 1985), las
prostaglandinas, el ¢AMP. la citocalasina B. la hepanna, y factores liberados por los
macrofagos presentes en el liquido sinovial (Harper, 1980). El TGFB puede bloquear los
efectos inductores de algunos de estos factores. El gen que determina la sintesis de colagenasa
ha sido caracterizado, asi como su region sensible a los ésteres de forbol y la proteina
moduladora de su actividad (Angel et al., 1987).

[La enzima se segrega en forma de procolagenasa inactiva. La activacion supone el
desprendimiento de una parte de su molécula, y la separacion de un residuo de cisteina que

estd unido al zin¢ del centro activo (Woessner, 1991).

Agentes
fisicos,

o Intermedio ) ——»
quimicos activo Autolisis activa
y enzimaticos

{
Activacion de las colagenasas {Woessner, 1991).
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Esta activacion puede producirse por agentes fisicos (cadtropos), quimicos
(organomercuriales) y enzimaticos (tripsina. quimotripsina, catepsina B, calicreina, plasmina)
(Harper. 1980: Woessner. 1991). Algunas de las enzimas activadoras de ia colagenasa son
a su vez estimuladas por linfoquinas (Harper. [980), colchicina (Gordon & Werb, 1976) y
citocalasina B (Gross & Nagai. 1965). En ¢l mismo sentido actuan el coldgeno (Highberger
et al.. 1978) v el hierro.

La actividad colagenasica existente en cada momento es el resultado de un complejo
equilibrio en el que los factores activadores mencionados se encuentran contrarrestados por
otros inhibidores. Entre los inhihidores se han identiticado la a,-macroglobina. el factor 4
plaquetario. la tromboglobina v productos proteicos extraidos del liquido sinovial de pacientes
con artritis reumatoides o de diversos tejtdos humanos (Harper, 1980). El factor tisular
inhibidor de las metaloproteinas (TIMP) es potenciado por el TGFpB. Ademas. la fibronectina,
al adherirse al coligeno. puede impedir el acceso de la colagenasa a este dltimo y por ello
frenar su degradacion. El papel opuesto parecen jugar los proteoglicanos (Popper &

Udentriend. 1970).

1.2

tn

. Determinacion genética
La sirtesis de los diterentes paolipéptidos que torman los distintos tipos de coldgeno
esta determinada al menos por 24 genes.

El coldgeno tipo l. como ya se ha indicado, es el coldgeno sintetizado
mavorntariamente por {os lipocitos en cultivo. Ademds. es la proteina mds abundante de
huesos v tendones. y el coldgeno fibrilar mas importante de otros tejidos conectivos (dermis,
cérnea v vasos sanguineos). Estd compuesto por dos cadenas ¢, y una cadena o, que
interaccionan para formar ia triple hélice caracteristica. En el hombre, los genes que codifican
estas dos cadenas se localizan en los cromosomas 17 v 7 respectivamente (Huerre et al.,

1982: Junien et al., 1982: Wet ¢t al., 1987). Ambos presentan alrededor de 50 exones, con

- 15 -



INTRCDUCCION

otros tantos intrones, siendo caracteristicos los exones de 54bp (la mayor parte tienen 54, 108
0 162 pares de bases; el resto son de 45 o de 99bp). Esta estructura genética infrecuente estd
muy conservada en todos los genes gue codifican para los coldgenos fibrilares.

La expresion de los genes de procoldgeno a (1) y a.(I) esta regulada coordinadamente
(en la mayvoria de las situaciones fisioldgicas y patoldgicas), manteniendo una relacidn
estequiométrica 2:1 {Rossow er al., 1987). Este hecho hace pensar que existen sitios de unién
a factores reguladores en ios promotores de ambos genes (¢ en el primer intron) conservados
a lo largo de la evolucion (Karsenty & de Crombrugge. 1991), o bien gue aunque las
secuencias reguladoras de los genes del coldgeno [ sean distintas estructuralmente, se puedan

umtr a factores activaderes semejantes (Boast er al.. 1990).

1.2.6. Regulacion de la expresion del gen del procoligeno o, (I)
1.2.6.1. Control transcripcional

La secuencia completa del promotor de procelagence o,(I) de rata fue descrita por
Lichter er ¢l en 1989. Este promotor tiene una secuencia aproximada de 3.6kb. Existe una
alto grado de homologia entre ias secuencias humana v murina (Harbers er al., 1984; Chu et
al.. 1985). La secuencia de bases de este promotor también guarda cierta semejanza con los
promotores de otros tipos de colageno (Liau ef al., 1985).

El promotor del procoldgeno o(I) presenta una secuencia TATA localizada de 20 a
30bp por encima del origen de transcripcion. Entre -130 v -80 se localizan dos motivos
CCAAT (Rossow et al.. 1987 Karsenty & de Crombrugge., 1990, 1991). Dentro de las 300bp
del promotor cercanas al origen de transcripcion también existen varias secuencias ricas en
GC (existe una también dentro del primer exon del gen)(Rossow et al., 1987; Karsenty & de
Crombrugge, 1990. 1991).

Actualmente se estdn descubriendo numerosos tactores de transcripeion que modulan
la sintesis de mRNA de procoligeno a,(I). Karsenty y de Crombrugghe (1990), utilizando una

?‘\‘1

region corta del promotor del colageno a (1) murino (-222 a -80) describen cuatro sitios de
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union a factores de transcripcién. El factor CBF se une a los motivos CCAAT. Un segundo
factor, IF-1, se une a dos secuencias ricas en GC situadas entre -190 y -170 y entre -160 a -
130. El tercer factor, [F-2, reconoce una region de 12bp formada fundamentalmente por pares
GC. v localizada entre los dos motivos CCAAT. La union de IF-2 estd inhibida por CBF, y
tanto IF-1 como 1F-2 son inhibidores transcripcionales. mientras que CBF actia activando el
promotor de coldgeno a,(I). Posteriormente los mismos autores (Karsenty y de Crombrugghe,
1991} indican que 1F-2 se une a dos regiones ricas en GC; una de e¢llas es la indicada
antesjormente v Ja otra situada por debajo de la secuencia CCAAT proxima al origen de

transcripcion. En este nuevo modelo CBF solo reconoce el CCAAT proximal.

T AGRETRTAGAMNGET
ASITTIAIA A Al G Ao, PRSP L TAGROCALT

Promotor del gen de procolageno o () de rata (Litcher e af., 1989).

Nehis er @l (19910 1992) han identificado dos factores, SP-1 y NF-1, que se

corresponden con los denominados por Karsenty y de Crombrugge como IF-2 y CBF. y que
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se unen a las regiones localizadas entre -129 y -110 v entre -105 y -78. Estas dos proteinas
s¢ unen a secuencias que se solapan, y por ello la accion de una interfiere la de la otra.

En extractos nucleares de fibroblastos NIH 3T3 se ha identificado un nuevo factor que
se une a la secuencia localizada entre -339 v -361 del promotor de coldgeno o,(I) de raton.
Cuando se introduce una mutacion en tres pares de bases de este elemento del promotor, la
actividad de la transcripcion se incrementa hasta cuatro veces, lo cual indica que se trata de
un elemento reguiador negativo. Ademas. este tactor nuclear solo estd presente en lineas
celulares productoras de coldgeno tipo I, por lo que es posible que esté implicado en la
regulacion del gen o (I) especifica de algunos tejidos (Ravazzolo et al.. 1991).

En el promotor del coligeno (1) existe un sitio AP-1. al que se une el complejo tos-
jun. Este sitio AP-1 es contiguo. pero no se solapa. con el elemento de respuesta a vitamina
D (VDRE). Ambos clementos reguladores se encuentran aproximadamente a -2900bp del
origen de transcripcicn (Owen er al.. 1990).

Recientemente se estd investigando la posibilidad de otras regiones reguladoras
importantes muyv alejadas del inicio de la transcripeion. Ritzenthaler ez al. (1991) han descrito
elementos activados por ¢! TGFP en distintas posiciones del promotor de procolageno o, (1)
de rata (-1600. -2300. -29001. Estas secuencias se asemejan a las reconocidas por el factor
NF-1.

Un hecho frecuente en la regulacion de la expresion de muchos de los genes que
codifican los distintos coidgenos es la presencia de elementos reguladores en el primer intron.

Distintos estudios realizados mediante mutagénesis insercional han revelado que existe
gran semejanza entre la secuencia de bases del primer intron del gen de procolageno oy (1)
humano v el murine (Harbers er al.. 1984). La insercion del virus Moloney de leucemia
murnina también ha permitido localizar dos regiones hipersensibles a DNasa I en el gen del
colageno a,(). una de las cuales estd situada en el primer intron (Breindl et al., 1984;
Bornstein & Sage. 1989). La actividad transcripcional alterada con la insercion del virus. sin

embargo, podria deberse mas bien a una metilacion de novo del provirus y a 1kb por encima
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dei lugar de insercion (en el promotor), produciéndose la inhibicién de la unidn de proteinas
a elementos cis-activadores especifices (Hartung er al., 1986; Jahner & Jaenisch. 1985; Cedar,
1988). Posteriormente. mediante técnicas de recombinacion genética. se han descrito
elementos reguladores tanto positivos como negativos en el primer intron (Bornstein et al.,
1987. Bornstein & McKayv. 1988). La region central del primer intron presenta gran capacidad
moduladora de la transcripcion. En ella aparecen cuatro consensos de 10 nucleotidos capaces
de unir el factor de transcripcion SP1 de la RNA polimerasa 1l, varias secuencias ricas en GC
(que también podrian unir SP1) y una secuencia intensificadora del core. comun a muchos
elementos virales v celulares. cuva funcion es desconocida (Rossow er al.. 1987; Bornstein
et al.. 1987). Bornstein ¢i al. (1987) indican gue la region de 274bp del intrén que contiene
la secuencia intensificadoera del core v el decanucledtido situado entre 927 y 937 tiene un
etecto inhibitorio en la expresion del gen. Sin embargo, estudios posteriores parecen indicar
gue la interaccion del inron con elementos de la region 37 dan lugar a un etecto neto

estimulante de ia transcripcion de este gen (Bornstein & McKay, 19883,

1.2.6.2. Control postranscripcional

Ademas del control transcripcional. existe la posibilidad de que participen mecanismos
postranscripcionales ‘en la biosintesis de coldgeno. Esto explicaria que a veces la cantidad de
coldgeno tipo I sea mucho menor que la que corresponderia en tuncién de los niveles de su
mRNA. Ademas. tragmentos de la region aminoterminal (sin triple hélice) de la cadena de
procolageno a,(1) inhiben sejectivamente la traduccion del mRNA de coldgeno de tibroblastos
en culiivo (Pagiia er al.. 1979).

Yamada et al. (1983} indican gue la secuencia de nucledtidos cercanos al inicio de la
traduccion en el mRNA de tres tipos de colagenos (o (l), o,(II1) vy a4(I)) es una region
altamente conservada, mientras que secuencias mas alejadas del inicio son divergentes. El
segmento conservado presenta una secuencia invertida repetida que podria formar un bucte

alrededor del sitio de inicio de la traduccion. Aunque la estabilidad de este bucle es menor
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gue la requerida para ejercer un control traduccional, es posible que la interaccién se produzca
entre bases de distintos mRNAs, formandose estructuras mucho mas estables (Rossi & de
Crombrugge, 1987). En cualquier caso esta posibilidad tedrica no es efectiva. al menos en el
caso del gen de procolageno «,(I) (Bornstein er al., 1988).

Una segunda caracteristica de la region 5° no transcrita del mRNA de procoldgeno
a (D) es la presencia de dos codones de iniciacion de la traduccion seguidos por dos codones
sin sentido, que bloquearian esta traduccidén. Por encima se encuentra un tercer codon de
inicio de la traduccion que permite la lectura sin interrupciones. Los dos primeros codones
de iniciacion podrian retardar. y disminuir. el inicio de la traduccidn desde el auténtico codon
ATG (Yamada e: al. 1983). El potencial de este mecanismo de regulacion tampoco estd
comprobado experimentalmente { Bornstein & Sage. 1989).

También se ha especulado con la posibilidad de una regulacidén de la sintesis de
coldgeno mediante la alteracion de la estabilidad del mRNA de procolageno o (),
dependiendo de la proporcion entre sus dos formas distintas de poliadenilacion, o mediante

variaciones en ¢l procesamiento del mRNA (Bornstein & Sage, 1989).
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Estructura del mRNA de procoldgeno a (i) (Bornstein & Sage,
1989},

Durante ¢l desarrollo v la diferenciacion celular embrionaria, la regulacion de la

sintesis de colageno se ha relacionado con la sensibilizacion del DNA a las DNasas y con la
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metilacion de ciertas bases.,

1.2.7. Modulacion de la expresion genética del coligeno tipo 1 por distintos factores

Los cambios en ia sintesis del coldgeno tipo [ ocurren en el periodo de desarrollo
embrionario, durante la regeneracion de heridas, v en procesos fibréticos de distintos tejidos.
Experimentalmente. la sintesis de coldgeno 1 puede alterarse por numerosos factores, como
citcquinas. factores de crecimiento. proteinas coditicadas por oncogenes. por segundos
mensajeros intracefulares. etc. Sin embargo. fos mecanismos concretos de accion por los
cuaies estos agentes modulan la produccion de coldgeno son. en la mavoria de los casos.
desconoctdos.

Entre las citoguinas v factores de crecimiento que tienen un papel importante en la
modulacidn de la sintesis de coldgeno I en los lipocitos durante la tibrogénesis hepatica se
encuentran ¢l TGF(. la IL-1, el IFNy v el TNFa.

El TGFEB es un factor de crecimiento sintetizado por lintfocitos v plaguetas activadas,
células de Kupffer. v por otros tipos celulares (Mever et al. 1990). Recientemente se ha
deserito la produccion de TGFa v de TGFf por miofibroblastos derivados de lipocitos
(Bachem er al. 1992). El etecto del TGFp sobre el coldgeno I se produce mediante el
aumento de la transcripeion de sus genes {Kahari er al.. 1990: Ritzenthaler et al., 1991;
Armendariz-Borunda et al., 1992), Este efecto estimulante del TGF desaparece con TNFa,
[ENv v con IL-1 (Daireaux et al.. 1990: Kahari er al.. 1990).

La IL-1 es una citoguina con etectos proliterativos capaz de disminuir la produccién
de coligeno. Esta proteina disminuve los niveles de mRNA de procoligeno o (l) en
fibrobiastos humanos (Solis-Herruzo et al.. 1988): ¢s posibie que esta citoquina también ejerza
una regulacidn postranscripeional (Mauviel er al.. 1991; Armendariz-Borunda et al., 1992).

Al igual que la IL-1. el IFNy (citoquina producida por linfocitos activados} inhibe la
sintesis de coldgeno en numerosos tipos celulares (Smith er al., 1987; Nanes et al., 1989,

Schartfetter ¢z al.. 1989: Daireaux et al.. 1990). Probablemente la inhibicion del IFNy tenga
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lugar a nivel postranscripcional por desestabilizacion del mRNA (Kabhari ez al., 1990).

El TNFa, citoquina producida principaimente por monocitos, disminuye la
transcripcion genética del coldgeno o (I), los niveles de su mRNA y la produccion de
cotdgeno en tibroblastos humanos. en lipocitos. v en otras lipeas celuiares (Solis-Herruzo et
al., 1988; Mauviel et al., 1988. Matsuoka et al.. 1989: Scharffetter et al., 1989; Mauviel et
al., 1991; Armendariz-Borunda et al.. 1992). También se ha descrito una disminucién de ia
actividad del promotor del gen de procoligeno o.(1) en fibroblastos tratados con TNFa
(Kahari ez al.. 1990).

Estos efectos trenadores de la transcripeion que poseen ¢l TNFa, la IL-1 v el [FNy,
al igual que los estimulantes del TGFf. estin probablemente mediados por segundos
mensajeros como el cAMP. o el Ca™' v por proteinas reguladoras de la transcripcién. En
concreto. la movilizacion del Ca™ intracelular con ionéforo A23187 en fibroblastos humanos
disminuve la produccion de coldgeno. posiblemente mediante la inhibicion de su sintesis
(Flaherty & Chojkier. 1986). EI cAMP también reduce la produccion de esta proteina (Perr
et al.. 1988).

Sin embargo, el papel que estos. y otros muchos mediadores (PTH, vitamina D,
esteroides antiintflamatorios. prostaglandinas. EGF. PDGF. etc.) desempenan en la sintesis de

coligeno estd aun por dilucidar (Selis-Herruzo, 1988).

1.3. EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNFoy

Las citoguinas son mediadores peptidicos intercelulares que regulan la homeostasis y
las reacciones de defensa det hospedador. Se producen por muchos tipos celulares y tienen
un amplio espectro de efectos en procesos inflamatorios y reparadores. Esta pleiotropia se
debe al hecho de que una citoquina dada puede tener multiples efectos en el crecimiento y
diferenciacién de muchos tipos celulares. Por ello. las citoquinas pueden exhibir efectos
hioldgicos que se solapen. Es mds. una citoguina pueden presentar etectos bioldgicos simifares

mediante fa produccion de una cascada del resto de ellas. Los beneficios de esta redundancia

eie
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y las actividades interdependientes no estdn todavia ctaras (Oppenheim et al., 1990).

El TNFa es una citoquina mediadora de distintos procesos beneficiosos (defensa del
hospedader, respuesta inmune v homeostasis de los tejidos. por ejemplo) v también de
procesos negativos (patogenests de infecciones, daflo tisular, inflamacion, etc.) (Camussi et

al., 1991).

1.3.1. Desarrcllo_historico

La primera fase del estudio del TNFa se inicidé en 1940, cuando fue detectado en el
suero de ratones tratados con endotoxina de Bacillus Calmette-Guerin (BCG), como proteina
productora de necrosis hemorragica de tumores i vivo, v citotoxica para células tumorales
in vitro, pero no para ceélulas normales. El TNFa fue también descubierto independientemente
como mediador de la caguexia de anmmales con infecciones parasitarias. v por ello se le
denomind caquectina.

Posteriormente. en 1985, distintos grupos clonaron el gen que coditfica esta proteina,
se establecid su estrecha relacion con ¢l gen de la linfotoxina o TNFB y aumentaron
signiticativamente los trabajos relativos a la locabizacion cromosémica de su gen y a la
localizacion v caracterizacion de sus receptores.

En una tercera etapa se establecieron las relaciones existentes entre la caquectina o
TNFa v distintos cuadros patoldgicos v toxicologicos.

Tras este periodo. [a atencion se ha centrado en el papel del TNFa en el sistema
inmune y en las reacciones inflamatorias, descubriéndose numerosas interacciones entre esta
citoquina v otros factores {interleuquinas. prostaglandinas. interterones...) tanto in vitro como
in vivo. También se han descrito respuestas en células del sistema inmune (en
poiimorfonucleares. en células T v B. macrotagos) v en otras muchas lineas celulares, y se
estan estudiando fos etectos del TNFa exdgeno.

Finalmente. se estan realizando investigaciones sobre los efectos tisioldgicos del TNFa

mediante la utilizacion de modelos animales (ratones atimicos y ratones transgenicos).
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1.3.2. Estructura del TNFa

El TNFa es una proteina de 157 aminodcidos (aproximadamente 17,3kDa). La forma
activa de esta citoquina es un trimero compacto tormado por tres subunidades idénticas de
137aa.

Todas las secuencias de TNFa contienen dos residuos de triptofano, conservados entre
espectes y también presentes en el TNF[. El cambio de estos residuos por fenilalanina da
lugar a una reduccion en la actividad. El TNFa humano contiene tres residuos de histidina
en posicion 15, 73 v 78; los residuos en 15 v en 78 estdn conservados, no solo entre distintas
secuencias de TNFa. sino también en el TNF(. La modificacion del residuo 15 da lugar a la
disminucion o incluso a la pérdida de la actividad (Yamamoto ¢f al., 1989). Esto indicaria que
este aminoacido estd en el sitio de union a receptor del TNFa. 0 en una posicion muy cercana
a este sttio (Fiers, 1991,

En el caso del TNFa se ha descrito una torma de esta proteina, de 26kDa (en vez de
los 17kDa de la forma secretada). unida a la membrana celular (Kriegler er al, 1988);
corresponde al producto no procesado de la traduccion del mRNA. Ademas, la parte
correspondiente al TNFa maduro es 1a que se encuentra por fuera de la célula, Se piensa que
esta forma unida a membrana es activa v responsable de la citotoxicidad celular mediada por
monocitos (Philip & Epstein. 1986). Este precursor transmembranal sufre la accion de una
proteasa de tipo serina (Scuderi. 1989).

También se ha descrito una forma de 18.5kDa inactiva, que presenta 10 aminoacidos
mas en ¢l extremo N-terminal que la forma de 17kDa (Cseh & Beutler, 1989). Todavia no
esta claro si esta forma es intermedtaria en el procesamiento. o st es un producto final (Fiers,
19921

Existe una homologia clara entre la estructura primaria del TNFo y 1a del TNFp (son
idénticas en un 31% v homologas en un 519%). Una diferencia es la presencia de catorce
aminoacidos en la region aminoterminal del TNFp (no presente en el TNFa). También existen

diferencias respecto a la presencia de distintos aminoacidos: por ejemplo. el TNFa tiene dos
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cisteinas (el humano, el de conejo v el murino) mientras que la lintfotoxina carece de ellas,
y en su lugar aparece tirosina: otra es que el TNFP presenta tres residuos de metionina que
no estan en el TNFa (Goeddel et al.. 1986).

También hay que senalar que el TNFf es una glicoproteina, mientras que el TNFa no
presenta glicosilaciones (aunque el TNFa murino si) (Green er al., 1976).

Respecto a la conformacion de {a molécula de TNFa. la topologia predominante a
nivel de subunidad es esencialmente una estrutura formada por ldminas [ plegadas
antiparalelamente. Mediante estudios realizados con rayos X, parece que cada subunidad
presenta siete dominios de estructura § v una region helicoidal (Tomita er al., 1990).

f.as regiones N- v C-terminales se encuentran en un extremo de esta forma compacta
de plegamienta. La region C-terminal estd localizada en una posicion fija, como parte
integrante de la limina f3: en cambio, la amineterminal es mas tlexible v solo participa en la
estructura secundaria a partir del residuo 10. Por ello. se piensa que deiecciones de hasta ocho
residuos aminoterminales pueden preducirse sin perdida de actividad. También aparece otra
region de gran movilidad entre los residuos 102 v 113,

Existe un puente disulture sencillo entre los aminodcidos en posicion 69 y 101,
guedando de esta forma unidas dos ldminas f§ v tormandose un bucle (Jones er al.. 1990).
Este puente esta altamente conservada entre las distintas moléculas de TNFa y, aunque
tavorece su estabilizacion. no es esencial para la actividad del TNFa (Mark et al., 1987).

Tres subunidades de 157aa se asocian fuertemente para formar un trimero con forma
de cono. La interaccion se realiza mediante un empaquetamiento en el que una region con
contormacion de Limina {3 situada en un borde del monomero plegado se dispone cerca de
otra regioén en limina § de la subunidad adyacente. Las regiones de la hoja f no implicadas
en la formacion del trimero tienen predominantemente residuos apoiares, mientras que las que
[0 estan son mavoritariamente polares.

Respecto a la region de la molécula de TNFa que es reconocida por el receptor de

membrana de la celula diana. se han descrito varios puntos esenciales. Por ejempio, el cambio
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de la serina en posicién 86 por fenilalanina da lugar a una disminucién de diez mil veces en
la actividad bioldgica, sin que cambien las propiedades fisicoquimicas de la proteina. Este
residuo estd localizado en el bucle anteriormente indicado, en un extremo de la piramide

triangular, cercano a la union entre subunidades individuales.

Cunformacion tridimensional de la molécula del TNFa
{Jones er al.. 1990,

Comparando los residuos que se conservan en la superficie de la molécula de TNFa
v del TNFpB, Eck y Sprang (1989) sugirieron que el sitio de unidn a receptor esta en una
depresion de la base del trimero. Sin embargo, aunque se reconoce que hay al menos tres
secuencias implicadas en [a union del TNFa al receptor. existe cierta discrepancia respecto

a cuales son exactamente. quizds debido a la utilizacion de distinta metodologia (Fiers, 1991).

1.3.3. Determinacion genética del TNFa

El gen del TNFa (v también el del TNFB) se localiza en el hombre en el cromosoma
6. cercano al centromero. En esta misma region esti el complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC), en el extremo proximal del brazo corto (Nedwin et al., 1985;
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Strominger, 1986). En raton el contexto cromosomico del gen de TNFa es muy parecido,
aunque se sitia en el cromosoma 17. Esta yuxtaposicion del TNFo con el MHC sugiere
distintas posibilidades de interrelacion entre los componentes responsables del reconocimiento
v los efectores del sistema inmune. y pone de manifiesto el papel del locus del TNFa en las
enfermedades inflamatorias.

Las regiones codificantes constan de 4 exones de aproximadamente 8kb. Mas del 80%
de la secuencia que coditica para ef TNFa maduro estd en el cuarte exon, mientras que los
excnes | y IT contienen casi completamente secuencias peptidicas anteriores. Al igual que
existe homologia respecte a la secuencia de aminocacidos. existen secuencias de nucleotidos
altamente conservadas en jos extremos 57 v 37, que posiblemente estan asociadas con la

regulacion de Ja expresion de este gen (Spriggs et al.. 1992).

1.3.4. Regulacién de la expresion del gen del TNFo

1.3.4.1. Control transcripcional

La region de 1.000bp del extremo 57 del gen del TNFa contiene elementos
regulatorios importantes que afectan a la transcripcion del TNFa en respuesta a varios
estimulos. Aproximadamente. Z0bp por encima del inicio de la transcripcion se encuentra la
secuencia TATA: 20bp por encima de ¢sta aparece una secuencia GC (en orientacion
invertida), a la que se une el tactor SP-1 (Marmenout et al.. 1985, Ito et al., 1986 Shakhov
et al.. 1990).

Advacente a la region TATA. a 80bp de ésta, existe una secuencia palindrémica de
8 nuciedtidos casi idéntica al elemento sensible a cAMP (CRE) encontrado en el promotor
del ¢cen de la somatostatina. Ditiere de ésta en que el dinucledtido central esta invertido (CG
en lugar de GC). Esta secuencia normalmente esta asociada con genes inducibles por cAMP;
sin embargo la transcripeion del TNFa esta inhibida por agentes que aumenten estos niveles.

Entre la region TATA v el inicio de la transcripcion existe una secuencia muy parecida

a la secuencia consenso de union de ¢-jun/AP-1. un motivo de 7 nucledtidos asociado con los
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promotores de genes inducibles por €steres de forboi. A 40bp por encima de la region TATA
existe una secuencia con aigo menos de homologia aunque también posiblemente funcional
respecto a la union con AP-1. Otro elemento de posible respuesta a ésteres de forbol se
encuentra en la region de 90 a 165bp por encima de ia secuencia TATA (Hensel er al., 1989).
Esta secuencia podria ser la que Economou et al. (1989) identificaron como sitio de union del
factor de transcripcion AP-2.

Estas secuencias, localizadas 200bp por encima del inicio de la transcripcion, estin
altamente conservados en ratén. conejo y hombre, lo cual indica que estos elementos
regulatorios son importantes.

Ademas de estas secuencias. existen otras cuyo papel todavia se desconoce: en la
region entre 230bp v 650bp por encima de la secuencia TATA existen dos motivos {también
conservados en las tres especies) que recuerdan el motivo citoquing-1 presente en los
promoteres de 1L-20 1L-3. G-CSF v GM-CSF. y que parece ser una varniante del intensificador
kB: a 24bp de la secuencia TATA aparece un decanucledtido con cierta homologia respecto
a la secuencia ¥ de Jos promotores de MHC clase I, v entre 480 y 820bp por encima de Ja
misma secuencia TATA hay motivos semejantes a los intensiticadores kB de los genes de las

inmunoglobulinas (Spriggs er al.. 1992).

1.3.4.2. Control traduccional

A nivel traduccional también existe regulacion: en la region 3" no traducida Beutler
er al, (1988) identificaron en los genes de TNFa humano y murino un octanucledtido
(TTATTTAT) presente en los genes de otras citoquinas (Caput et al., 1986). La presencia de
esta secuencia estd asociada con la degradacion acelerada de mRNA y con la interferencia en

la traduccion (Shaw & Kamin, 1986:; Wilsen & Treisman, 1988; Kruys er al. 1989).

1.3.5. Induccion de in sintesis de TNFa por distintos factores

El control de la produccion de TNFa se lleva a cabo de forma especifica en cada
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tejido. Ademas, existen una gran variedad de estimulos que inducen la sintesis de TNFa.

Esta produccion se ha estudiado tundamentaimente en la linea monocito/macréfago,
pero la expresion del TNFa por parte de células no hematopoyéticas también es importante
en algunas entermedades.

En linfocitos. el inductor de 1a sintesis de TNFa mas estudiado es el lipopolisacérido
(LPS). En estas células. la regulacion de la transcripcion de TNFa parece ser un mecanismo
de control importante para la expresion de TNFa. Generalmente existe una transcripcion basal
de esta citoquina. aunque Se incrementa mucho cuando el monocito se activa con el LPS.

En ia activacion de monocitos por LPS estan implicadas muchas vias de trasduccion
de sefal: fostolipasa C (PLC). tosfolipasa A, (PLA,), proteinquinasa C (PKC), tlujos de Ca™,
v nucieotidos ciclicos. Entre estas. parece que la sintesis de TNFa precisa de la via de la PKC
al menos. v depende del calcio almacenado en la célula (Drysdale ¢t al., 1983). En células
HL-60. la induccion de transcritos de TNFa por LPS estd asociada con actividad PLA, (Mohri
er al.. 1990). sin que intervenga la via de la PKC.

Otro grupo de inductores del TNFa son los esteres de torbol. Parece que la PLA, tiene
un papel clave en su efecto. v en algunos casos. este etecto puede ser mediado por PKC
(activando NF-kB. que regula ia trapscripcion de TNFa).

Entre otros inductores descritos, ei mismo TNFa es capaz de desencadenar su propia
expresion. tanto a nivel de RNA como a nivel de proteinas. Este efecto parece estar mediado
por la PLA, v por la actividad 5-lipeoxigenasa (Spriggs et al.. 1987; Niitsu er al., 1988).

Respecto a la produccion de TNFa por células no mieloides, actualmente se sabe que
muchos tejidos son capaces de expresar TNFa constitutivamente o en respuesta a estimulos.
La expresion de TNFe suele correlactonarse en estos tejidos con niveles celulares de mRNA
de IL-la. IL-1f e IL-6. Esto indicaria que ¢l TNFa actua conjuntamente con otras citoquinas

para controlar ¢l crecimiento v la tuncionalidad de las células de estos tejidos.
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1.3.6. Mecanismo de accion del TNFa

1.3.6.1. Receptores del TNFo

El primer paso en la respuesta de una célula al TNFa es la interaccion del ligando con
los receptores especificos de membrana. Los receptores del TNFa estdn presentes en casi
todos los tipos celulares con algunas excepciones. como los eritrocitos y los linfocitos T no
estimulados. El nimero de receptores oscila entre 200 v 10.000 por célula (Fiers. 1991). El
receptor es abil metabolicamente. v tiene una vida media de 30 minutos a 2 horas {Baglioni
et al.. 1987: Scheurich et al.. 1988). Aunque la presencia del receptor es imprescindible para
el etecto broldgico, no existe una correlacion clara entre el ndmero de receptores y el tipo de
respuesta. ni con la magnitud de ésta (Holtmann & Wallach. 1987; Tsujimoto er al.. 1986;
Fiers. 1991).

Existen. al menos. dos receptores diferentes de TNFa descritos en muchas lineas
celtlares: uno de ellos de 35kDa (TNF-R35 o R-1) v otro de 75kDa (TNF-R75 o R-2).
Ambos estin N-glicosilados (Loetscher er al. 1990), pero solo ¢l altimo también estd O-
glicosilado. La constante de union del TNFa al R-1 es de 0.5nM. y al R-2 de 0.1nM (Fiers,
1991).

El TNF-R1 parece ser una proteina de 455 aminodcidos con una estructura tipica
comun con OIres receptores: presenta una secuencia hidrofdbica de 220aa. una regidn
transmembranal sencilla que separa tos dominios intra y extracelulares y una region
extracelular de 182aa. EI TNF-R2 tiene 174aa en la region intracelular v 235aa en la
extracelular. Las secuencias extracelulares de ambos receptores estan relacionadas: cada una
contiene cuatro motivos de. aproximadamente. 40 residuos. y cada uno de ellos presenta seis
(algunos cuatro) residuos de cisteina. Respecto a los dominios intracelulares. aparentemente
no existen homologias claras entre ambos receptores. ni tampoco respecto a otros receptores.
Sin embargo. en ambos aparece un ajto contenido en prolinas y serinas en la region
citoplasmatica (Fiers, 1991).

El TNF-R1 esta ampliamente distribuido v aparece en células epiteliales y fibroblastos,
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entre otras células. El TNF-R2 tiene una localizacion mas restringida a las células de origen
hematopoyético.

El TNFa y el TNFf se unen 2 ambos tipes de receptores, pero este ultimo lo hace con
menor afinidad (Lockslev et al.. 1987). Ademds. {a union del TNFa a sus receptores no es
especitica de especies. aunque existe cierta preferencia del TNFa por su especie celular
homologa (Smith ez ¢l.. 1986). Aunque el TNFa v el TNFP se unan a los mismos receptores,
la respuesta no es idéntica. ni cualitativa ni cuantitativamente en la mayoria de los casos. Por
ello. Fiers (1991) indica que es posible que las moléculas de los receptores de TNF estén
asoctados a proteinas accescrias v que la interaccion con el TNFa genere muchas senales.
algunas de ias cuales no puedan ser ejercidas por el TNFP. Alternativamente. existe la
postbilidad de un tercer tipe de receptor.

La unidn del TNF a los receptores puede ser inhibida por activadores de la PKC,
quizas debido a la fosforilacion de €stos o a una disminucion en el numero de receptores
(Holtmann & Wallach. 1987. Johnson & Baglioni. 1988). Por el contrario, ¢l cAMP

incrementa la cantidad de R-Z. al menos en algunas lineas celulares (Hohmann ez al.. 1990).

MECANISMOS POSTERIORES A LA UNION DEL TNFa CON EL RECEPTOR

En el caso de una citoquina pletotropica como es el TNFa. hay que considerar varios
mecanismos no excluventes de transduccion de senal. para poder explicar ia induccion de
actividades bioidgicas muy distintas:

1. Como va se ha indicado. existen distintos tipos de receptores de membrana. que podrian
estar unidos a diferentes sistemas de segundos mensajeros:

2. Los receptores de membrana pueden tuncionar no soélo como componentes
transmembranales de senalizacion. sino también como transportadores de la molécula de
TNFa, que por sf misma. o unida a su receptor. puede presentar actividad intracelular;

3. La heterogeneidad de respuesta puede deberse a una diversificacion de la senal después de

la union de TNFa a sus receptores.
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Respecto al primer punto. Tartaglia ez af. (1991) indican que es posible que el TNF-R2
solo participe como componente accesorio minoritario del TNF-R1 en la senalizacion de las
respuestas, aunque el TNF-R2 tenga en algunos casos concretos un papel importante. Estos
mismos autores indican que en algunas respuestas solo estd implicado uno u otro tipo de
receptor; por ejemplo. en la proliferacion de timocitos murinos y células T estimulada por el
TNFo actuaria el TNF-R2 (aunque admiten que puede no ser asi en todos los tipos celulares)
y en ¢l caso de la citotoxicidad mediada por ¢l TNFa. y de la induccidn de superéxido
dismutasa. en cétulas LM. el receptor seria el TNF-R1.

Lewis ef al. (1991) sugieren que las actividades del TNFa humano descritas en raton
y en células murinas estin mediadas por ¢l TNF-R1. mientras que aquellas que se producen
con especiticidad de especies para TNFo murino deben ser reguladas por TNF-R2. Estos
autores apovan esta hipdtesis en un estudio donde el TNF-R2 se une a TNFa murino con
elevada especiticidad. pero no recenoce al TNFa humano.

Parece que las respuestas mediadas por el TNF-R2 son mucho menos numerosas que
las mediadas por ¢l TNF-R1. La mavoria de las actividades del TNFo humanoe v murino en
raton o en lineas celulares murinas presentan solo ligeras diferencias, salvo la proliferacion
en las células T v timocitos. No se sabe porque el etecto del TNF-R2 es especifico en la
respuesta en estas lineas cefulares. va que este receptor esta presente en otros tipos celulares.
Tartaghia er al. (1991) admiten la posibilidad de que el TNF-R2 sea preciso en otras
respuestas celulares. o que incluso no intervenga en la transmision de la seiial al citoplasma.

Otra de las explicaciones de la diversidad de las acciones del TNFa se basa en el
hecho de gue el TAFa unido a su receptor se internaliza rapidamente y posteriormente es
degradado en los lisosomas (Mosselmans ¢t al.. 1988). Esto ocurre tanto en las células
sensibles a la citotoxicidad det TNFo como en las resistentes (Tsujimoto ef al., 1986).

Es posible que 1a molécula de TNFa. por si misma dentro de la célula sea responsable
del efecto citotoxico (Smith er al.. 1990). De hecho. la inhibicidn de la internalizacién con

cloroquina anula la citotoxicidad del TNFa (Rutt & Gifford, 1981).
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Yoshimura et al. (1990) describen un posible mecanismo de citotoxicidad mediada por
TNFa. donde éste, tras su unidn a receptor, es internalizado en acidosomas antes de la
expresion de sus actividades bioldgicas. Dado que esta citoquina presenta actividad sobre
membrana a pH dcido (estudio realizado en liposomas), estos mismos autores indican que
después de la internalizacion el TNFa se disocia de su receptor y perturba la membrana de
estos acidisomas. desencadenando una sefial muy potente que da lugar a la citotoxicidad. Es
lo que definen como transduccion mediada por endocitosis, y es €l mecanismo que, segun
estos autores. tiene lugar tras la union del TNFa al receptor.

Aparte de la citotoxicidad, no se han descrito otras actividades biologicas de esta
molécula internalizada. Es mas, la activacion del factor de transcripcion NF-xB inducida por
el TNFa en algunas lineas celulares solo requiere la interaccion de esta citoquina con el
dominio extracelular del TNF-R1 (Hohmann ez al.. 1990)}. Quizas solo en algunos casos los
receptores de TNFa podrian servir como transportadores de la molécula al interior celular,
ademas de transmitir la senal en la membrana.

La tercera explicacion posible indicada de la diversidad de accion del TNFa se
tundamenta en la activacion de tosfolipasas por ¢l receptor, mediante proteinas G, que daria
fugar a la actividad de otros segundos mensajeros. Hasta el momento, no parece que Jos
receptores de TNFa tengan actividad tirosina-quinasa (Kronke er al.. 1992). El mecanismo
mediado por proteinas G parece ser ¢l responsable mavoritario de la heterogeneidad de

respuesta.
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3.6.2. Proteinas G

LLas proteinas G son una tamilia de proteinas heterotrimeras, asociadas a la membrana
celular, compuestas por tres polipéptidos: una cadena a (Ga) que une e hidroliza GTP, y un
compiejo By (Gfy) que ancia la proteina G a la cara citopldsmica de [a membrana plasmadtica.
Las subunidades B y y estan bastante conservadas entre distintas proteinas G, mientras que
la subunidad o es heterogénea estructuralmente, y media distintas actividades. En su forma
inactiva la proteina G existe como un trimero gue presenta el GDP unido a la subunidad o.
Cuando se activa por union al complejo agonista-receptor, el sitto de unién al
guanilnucledtido en Ga se altera. permitiendo que ¢l GTP desplace ¢l GDP de Ga. La unidn
del GTP causa la disociacion de Ga v Gy, v Ga inicia las respuestas celulares. En menos
de un segundo Ge hidroliza ] GTP 2 GDP v P, v se reasocia con Gfiy (Alberts er al.. 1983).

Iniciaimente ias proteinas G se clasificaron en cuatro grupos en funcion de su
senstbilidad a enzimas ADP-ribosilantes: sustrates de la toxina colérica sélo, de la toxina
pertussis. de ambas. o de ninguna de ellas. Los sustratos de la toxina colérica parecian
estimular solamente la ademilato ciclasa. y los de la pertussis la inhibian; por eilo se llamaron
G, v G, Posteriormente se comprobo gue estas proteinas tienen un espectro de accion mucho
mas amplio. que incluve ¢l metaboiismo de los fostolipidos v ta regulacion del transporte
ionico. Sin embargo. fa clasiticacion en tuncion de la sensibilidad a estas dos toxinas se sigue
manteniendo. va que los dos primeros grupos presentan analogias estructurales (Neer &
Clapham. 1988},

Brett ¢t al. (1989) han descrito dos camines distintos de transduccidén de sedal del
TNFa en células endoteiiales: uno sensible a toxina pertussis, y otro que no se modifica tras
ia incubacion con a toxina, Respecto al primero. e¢stos autores indican que. tras la exposicion
de las células al TNFa. existe una serie de cambios tempranos (de 1 a 3 horas) en el
citoesqueleto que dan fugar a [a formacion de uniones intercelulares, y al mismo tiempo se
incrementa la permeabilidad cetular de forma reversible. Este proceso, que no precisa de

sintesis proteica, se bloguea con la preincubacion con toxina pertussis. Sin embargo, el efecto
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del TNFa sobre las propiedades coaguiantes de estas células no es sensible a la toxina.

En otras lineas celulares se han descrito distintos efectos del TNFa que desaparecen
con toxinas ADP-ribosilantes (Hepburn er al., 1987: Clark ez al.. 1988).

Imamura ef al. (1988) indican que, en células L929 y en la linea de células mieloides
HL60. una molécula de TNFa unida a su receptor estimula aproximadamente unas cien
proteinas G. y que €stas son sensibles a toxina pertussis. Estos mismos autores indican que
el TNFea actua incrementando la afinidad de la proteina G por GTP, la actividad GTPasa y
la ADP-ribosilacion de la subunidad G..

La subunidad « parece ser. por tanto, de tipo «, 0 o, Pese a todo. no se descarta la
existencia de un nuevo tipo de proteina G sensible a toxina pertussis distinto a los descritos

en Otros casces.

1.3.6.3. Yia del dcido araquidinico

La fostolipasa A, (PLA.) es una enzima acoplada a los distintos receptores de
membrana mediante proteinas G (Silk ¢z al.. 1989). Ademas de ser activada por proteinas G
directamente. también puede estimularse en algunos casos como resuttado de un aumento en
el intercambio Na"/H* (posiblemente por maoditicacion del pH intracelular) o por un aumento
en los niveles de Ca™* (se trata de una enzima dependiente de calcio) (Sweatt et al.. 1986b).
El inhibidor fisielogico de la PLA, es un grupo de proteinas denominadas lipocortinas o
calpactinas (Davidson e al.. 1987).

Después de su activacion. la PLA, hidroliza los tostolipidos de membrana. liberdndose
el dcido graso (generalmente insaturado) unide al C.. El otro producto de la reaccion, el
lisofostolipido. estd determinado por Ia especificidad de la PLA, intracelular por la cabeza
hidrotilica del fostolipido. siendo la fostatidiletanolamina v la fostatidilcolina los fosfolipidos
metabolizados mavoritaniamente por esta enzima { Rustembeck y Lenzen, 1989).

Los lisofostolipidos son detergentes bioidgicos de las membranas celulares. La

lisotostatidilcolina también puede ser acettlada, produciéndose el factor activador de plaquetas
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(PAF), que es un potente mediador celular (Dennis et al., 1991). Ademas, tanto los acidos
grasos libres como los lisofosfolipidos son, en principio, capaces de actuar sobre el potencial
de membrana mitocondrial, alterando la actividad de las enzimas integrales de esta membrana
vy el transporte de calcio a traves de ella (Rustembeck & Lenzen, 1989).

El icido graso insaturado mds importante en la transduccion de sefal, y también el
mas estudiado, es el acido araquidonico (AA). El AA es liberado mayoritariamente por la
accion de la PLA, sobre los fosfolipidos de membrana, pero también puede generarse por la
accion secuencial de distintas enzimas. por ejemplo por la fosfolipasa C (PLC), la
diaciiglicerol iipasa (DAG lipasa) y la monoaciiglicerol lipasa (Irvine, 1982; Mauco er al.,
1984: Chau & Tai, 1988: Nakashima et g/.. 1988), o por otras reacciones enzimaticas en las

que interviene la fosfolipasa D (PLD) (Billah er al.. 1981: Dennis e al.. 1991).

PLA P
AAS 2 ! 1:0 PLD
3 py /_f—::_\'—\l
/ N
AG
AR
. K "FAG e ' AG
AA{E 1 i—AG AAH 2 ¢— AA{E
! -2 a
3 .
AA- Ac. araguidénica FX 2l DAG TP
PX
AG- Ac. graso , AF
AF- Ac. fosfatidico LR .
X - Aleohol LPL Ai DAG lipasa
DAG- Diaciiglicarol H
LP- Lisofosfeiipido

. : v PAF ¥
LPL A- Lisotogfoiipasa A AA AA AA

FF- Fosfatidato fosfatasa

Formacién de dcido araquidénico (Dennis ez ai., 1991).

El AA puede interaccionar directamente con distintas enzimas, como la PKC, y
también es capaz de incrementar ¢l tlujo intracelular de Ca’™ (Guaragna et al.. 1992).

La metabolizacidn del AA puede producirse por vanas vias:
1. La via de la cicloxigenasa (CO), dando lugar a las prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX)

y prostaciclinas. Entre las acciones de las PGs y de los TXs se encuentran ei incremento en
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los niveles de cAMP vy la activacion de la PLC (Banga er al., 1986; Sweatt et al., 1986a;
Baud et al., 1988).

2. Lavia de la lipoxigenasa { LQO). cuvos productos son los leucotrienos, lipoxinas y epoxilinas
{Irvine. 1982).

3. La via del citocromo P-430, originandose epoxidos y alcoholes de dcidos grasos. Estos
metabolitos tienen consecuencias importantes en la permeabilidad ionica de las membranas,
v en la actividad de enzimas localizadas en estas membranas (Capdevilia et al., 1992).

La implicacion de la via del AA en Ja transduccion de senal del] TNFa ha sido
ampliamente estudiada. Inicialmente. en células sensibles a la citotoxicidad de esta citoquina.
se describio que el primer orgdanuto dafado era la mitocondria (Matthews. 1983). Este hecho
hizo pensar ¢n un mecanismo de citolisis mediado por radicales libres que podian originarse
a partir de la activacion de la PLA,. Posteriormente se observd que la inhibicion de esta
enzima (con dexametasona v quinacrina) reduce la citolisis v que existe un incremento en la
liberacion de AA antes de producirse la muerte celular. Sin embargo. los bloqueantes de la
CO. de la LO v def citocromo P-430 en la mavoria de los casos son inetectivos (Matthews
er al.. 1987 Suttvs er ul. 1987: Neale er al.. 1988: Bevaert et al., 1989). Esto sugiere gue
no es el AA. sino miis bien los hisotosfolipidos o sus metabolitos |as moiéculas responsables
de la citotoxicidad del TNFa (Neale er al., 1988: Chang et al., 1992; Kronke et al.. 1992).
También es posible que [os productos de la accion de fa PLA, actien directamente sobre el
metabolismo del calcio o sobre [a cadena respiratoria mitocondrial. En algunas lineas celulares
resistentes a la toxicidad dei TNFa también se ha observado la activacion de la PLA, y la
estimutacion de la produccion de prostaglandinas (Clark er al., 1988; Baud er al., 1V188).

Tanto en las células sensibles como en las resistentes parece que la activacion de esta
via no media la transduccion de la senal iniciada por ¢l TNFa, sino que es mas bien una
induccion posterior a la llegada de 1a senal al nucleo: los efectos anteriormente descritos son
tardios (después de 6 horas de incubacion con la citoguina). o precisan de la sintesis proteica

inducida por et TNFa.
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En células de origen hematopoyético v en células endoteliales (responden a
determinados estimuios mediante la liberacion de AA y de PAF) es posible que la via de Ia

PLA. participe como mediadora de la senal iniciada por el TNFo (Camussi et al., 1987;

Spriggs et al.. 1990).

1.3.6.4. Via de la fostolipasa C

Otra posibilidad en la senalizacion desencadenada por ia union de! TNFa al receptor
£s que ¢ste esté acoplado a una proteina G gue active a una fosfolipasa C (Alberts et al.,
1983). Esta enzima es [a encargada de degradar los tostolipidos de membrana, y ha sido
implicada en ¢l control de numerosas funciones celulares. La PLC hidroliza los
tostatidilinositoles (PI-PLCY v la fostatidilcolina (PC-PLC) de 1a membrana celular (Martin
et al.. 1987},

La PI-PLC es una familia de isoenzimas dependientes del calcio citosdlico. La
hidrolisis del inositol 1.3-bifostato (PIP.) es la mds importante aunque es el fostoinositido
menoes frecuente (Rhee. 1991},

Cuando la proteina G activa la PI-PLC. ésta rompe el PIP, en menos de un segundo,
v genera dos productos: el inositoltritostato (IP,) v el diacitglicerol (DAG) (Berrigde. 1987).
Esta liberacion de DAG se produce durante un corto periodo de tiempo (Dennis ez al., 1991).
En este paso la ruta senalizadora se biturca en dos ramas, debido a que ambas moléculas son
capaces de activar otros procesos.

Esta enzima se ve inhibida con neomicina, gentamicina y con quinacrina {(las dos
aitimas inhiben también la PLA,) (Rittenhouse-Simmons. 1979; Hofmann & Majerus, 1982;
Hotfmann e al.. 1982, Billah & Anthes. 1990: Floru ¢t al., 1991).

La PC-PLC es una enzima que causa ta hidrodlisis de la PC, y es responsable, junto
con la PLD, de la formacidn sostenida de DAG. El requerimiento de Ca™ respecto a la
hidrolisis de PC mediada por receptor puede variar entre distintos tipos celuiares. En cualquier

caso. el metabolismo de este jon parece ser necesario para la hidrdlisis correcta de la PC
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(Billah & Anthes, 1990).

La accién de la PC-PLC da lugar a la produccion de DAG y a fosfocolina.

La PC-PLC es sensible a la inhibicion con gentamicina (inhibidor de la PLA |, de la
PLA.. v de la PLC)(Floru ¢r al.. 1991). El BPB (también inhibidor de la PLA,)} parece que
es capaz de inhibir la PC-PLC independiente de calcio (Martin er al., 1987).

La activacion de las distintas fosfolipasas C puede deberse a la interaccion directa por
proteinas G. o a la estimulacién por otros segundos mensajeros como la PKC o Ca*
citosdlico libre (Besterman er al., 1986: Billah & Anthes, 1990; Exton, 1990).

Otra enzima capaz de hidrolizar los fostolipidos de membrana es ia fosfolipasa D
(PLD). Su actividad depende tundamentalmente del tipo de sustrato (Huang & Cabot, 1992},
pero no parece ser dependiente del calcio (Billah & Anthes. 1990).

Esta enzima genera dcido fostatidico (v colina. generalmente). que puede ser una
fuente importante de DAG al sufrir {a accion de una tostohidrolasa. Ademas se ha descrito
que este dcido es capaz de movilizar calcio intracelular. de abrir canales de calcio, de inhibir
la adenilato ciclasa. o incluso de activar la PLA, v la PLC (Moolenaar er al.. 1986; Exton,
1990: Billah & Anthes. 1990,

La activacion de la PLD puede detectarse tempranamente después de la estimulacion
especifica de algunas céiulas (Billah & Anthes. 1990). o ser secundaria a la accion de la PKC
{Conricode er al.. 1992).

Cuando se estudia el efecto citotoxico del TNFa sobre algunas lineas celulares no hay
indicios de que la PI-PLC esté activada: no existe iiberacion de IP,, y sus inhibidores
(amikacina y neomicina) no disminuven la muerte celular: mas aun. el cloruro de litio,
inhibidor de enzimas que hidrolizan los inositoles fostato, potencia este efecto (Kobayashi et
al.. 1987, Suftvs er al.. 1987: Bevaert et al.. 1989). Larrick y Wright (1990), por elio, indican
que la ruta de los tostaudilinositoles es necesaria para que las células sean resistentes a la
toxicidad del TNFa

Recientemente, Schutze er al (1991). en estudios realizados con celulas histiociticas
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U937 tratadas con TNFa. han observado un incremento rdpido y transitorio en 17, 2’DAG, sin
existir paralelamente un aumento en el Ca® citoplasmico. Estos autores indican que, en este
modelo experimental. el TNFa induce ia activacion de la PC-PLC. y que la liberacion del

DAG no se produce en presencia de BPB.

1.3.6.4.1. Calcio

El Ca’ intracelular libre es un segundo mensajero utilizado por numerosos agonistas.

L.a concentracion de Ca™ en el citoplasma puede incrementarse bien mediante su
liberacion desde sus almacenes intracelulares o por un tlujo desde ¢l espacio extracelular a
traves de membrana plasmatica (England. 1986). Los niveles de caicio intracelular son bajos
(del orden de 107"M) comparados con la concentracion en el fluido extracelular (alrededor de
10°M). Sin embargo, el caicio total dentro de la célula es mucho mayor que 10”M, debido
a que existe mucho Ca’™ unido a proteinas. membranas u otros componentes celulares, como
son el reticulo endopldsmico. la mitocondria. el aparato de Golgi, y el nucleo. siendo los dos
primeros organulos los implicados en fos cambios agudos en la distribucion de calcio
intracelular,

Los niveles de Ca=™  pueden incrementarse en respuesta al IP,, que se une a una
proteina receptora en ia superficie citoplasmica del compartimento intracelular (reticulo
endoplasmico. tundamentalmente) v abre canales de calcio en esta membrana (Irvine, 1986).

La respuesta del caicio al 1P, es transitoria porque el Ca™ que entra en el citosol es
bombeado ripidamente principalmente tuera de la célula. v porque gran parte del IP, es
defosforilado ripidamente (v por tanto. inactivado) por una fosfatasa especifica.

Los niveles de calcio citoplasmatico libre también pueden estar regulados por otras
moléculas senalizadoras. Por ejemplo. ¢} Ca™ intracelular puede incrementarse por via canales
de calcio unidos a receptor v canales de calcio sensibles a voltaje (MacNicol & Schulman,
1992). por la accién del dcido fostatidico v del dcido araquiddnico (Moolenaar et al., 1986,

Billah & Anthes. 1990: Guaragna ¢r al., 1992), mediante la activacion de canales de calcio
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dependientes de voltaje por {a PKC (Kato et al., 1992) o por incrementos en los niveles de
CAMP (Miyamoto et al., 1992). También se han descrito oscilaciones espontaneas o inducidas
por diferentes agonistas en células adherentes (Richter er al, 1989; 1990; Curry, 1992;
Pinzani et al. 1992). Por otra parte, la movilizacion de calcio desde los almacenes
intracelulares y 1a entrada de calcio por los canales sensibles a voitaje también pueden estar
inhibidos por la PKC (MacNicol & Schulman, 1992).

El calcio liberado en el citoplasma puede activar procesos dependientes de Ca™ en el
citosol. v también puede ser captado por {a mitocondria, elevdndose el calcio intramitocondrial

y produciéndose una activacion de enzimas mitocondriales (Irvine, 1986).

ESPACIC EXTRACELULAR
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Metabolismo del calcio (Irvine. 1986}

Muchas de las acciones intracelulares del calcio ocurren por su unién a la caimodulina,
una proteina presente en todas las células eucariotas, y cuva secuencia aminoacidica estd
altamente conservada a lo largo de la evolucion. Esta proteina presenta cuatro regiones de
unién a Ca™. vy los cuatro iones de calcio se unen de forma no cooperativa. Cuando el Ca**
se une a la calmodulina existen cambios conformacionales en su estructura proteica. Existe

un gran nimero de procesos controlados por ¢l complejo Ca’*-calmodulina. Entre las enzimas
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reguladas por este complejo estdn la fostodiesterasa de nucledtidos ciclicos, la adenilato
ciclasa. la fosforilasa quinasa y numerosas proteinquinasas dependientes de Ca’™ .

En todas estas enzimas existe una interaccion con la calmodulina dependiente de Ca*'.
En algunos de los casos existe sinergismo con ctro segundo mensajero, el cAMP. Esto ocurre
por ejemplo con la fosforilasa quinasa. Esta enzima presenta varias subunidades distintas: a,
P, vy v 8. La subunidad vy es la que tiene actividad catalitica, la & corresponde a la
calmodulina. y las subunidades a v f son fosforiladas por una proteinquinasa dependiente de
cAMP. Sin embargo. drogas que se unen a la calmodulina e inhiben su funcién no afectan
a la activacion por Ca™™ de la fosforilasa quinasa, aungue la adicion de calmodulina exégena
incrementa hasta seis veces su actividad (Cohen. 1980). La actividad de esta enzima también
esta regulada por la tostorilacion mediada por una proteinkinasa A (PKA). L.a fostorilacidn
tiene lugar sobre las subunidades a v . v et resultado es el aumento de la afinidad de ia
subunidad o {calmodulina) por et caicio (England. 1986).

Otro ejemplo de interrelactdn entre el Ca™* v et cAMP se presenta en la
tostoproteintostatasa dependiente de calmoduiina. Esta enzima detostorila la subunidad 3 de
la fosforilasa quinasa. v otros sustratos de 1a PKA. Se ha sugerido que esta enzima modula
el efecto del cAMP en funcion de ios niveles de Ca™* en la célula estimulada. Cuando se
incrementa el Ca® intracelular se contrarrestaria la accidn del cAMP estimulando la
defostorilacion de los sustratos de 1a PKA.

Otras proteinas que se unen a Ca™ son la troponina, parvaalbuminas y calcimedinas
en muscuio. Jas proteinas $-100 en células gliales. v la protein quinasa C. Esta ultima quinasa
estd presente de torma inactiva solubie en citoplasma. Su activacion implica la interaccion con
PS. DAG v Ca™ en la superficie interna de la membrana plasmdtica. En principio, no es
preciso un incremento de Ca™ intracelular, aunque en muchos casos existe un incremento
debido a su liberacion mediada por el IP.. Este enzima no parece tener una subunidad de
calmodulina. sino gue la region de union a Ca™ es parte intrinseca del enzima.

Ademas de 1odas estas proteinas regutadas por Ca®", que unen caicio con gran afinidad
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y posteriormente, en la mayoria de los casos, activan enzimas o proteinas contrdctiles, se han
descrito mds tarde otras proteinas que también unen calcio. Este grupo comprende proteinas
ampiiamente distribuidas. y que estan unidas a membranas y a fosfolipidos. Se trata de la
calpactina L. 1l (o lipocortina I), endonexina. calcimedinas. sinexina | y I1. calelectrina y la
proteina p70. Las calpactinas son las mejor caracterizadas y se encuentran en la mayoria de
los tejidos. Su unidn a fosfolipidos incrementa su afinidad por el Ca*™ (Klee, 1988). Estas
enzimas son responsables de la regulacion de la PLA.. inhibiendo esta via, pero no estd claro
hasta el momento si es mediante el secuestro de! sustrato, o mediante inhibicion directa del
enzima (Davidson et al.. 1987).

La accién citotoxica del TNFa no parece estar mediada por los 1ones de calcio, o al
menos no lo estd de manera esencial. En estudios realizados con la linea histiocitica de
lintoma U937, la depleccion de calcio extraceluiar v ¢l bloqueo de 1a movilizacion de calcio
de los almacenes intracelulares no inhibieron la lisis inducida por ¢l TNFa (Hasewaga &
Bonavida. 1989). aungue mediante técnicas de tluorescencia con Fura-2 se ha descrito un
ligero aumento en el calcio intracelulir en la misma linea celular (Lvon er gl., 1989).

En ef estudio de otros efectos det TNFa algunos autores no detectan ninguna variacién
en la concentracion intracelular de calcio tnducida por esta citoquina (Richter er al, 1989;
Yamato et al.. 1989: Yuo ¢r gl 1989: Laudanna er al.. 1990). Sin embargo. la activacidn de
polimorfonucleares por el TNFa no se produce en presencia de Quin-2 (bloqueante del calcio
intracelular), v algunos autores apuntan que el TNFa produce oscilaciones espontdneas locales
del calcio citosolico {Richter ¢r al. 1989, 1990). Corkey et al. (1991), estudiando la accidn
del TNFa sobre tibroblastos cultivados procedentes de enfermos con el sindrome de Reye,
describen un aumento temprano, rapido v transitorio en €l calcio libre citosolice originado por
su movilizacion desde los almacenes intracelulares. tanto en los fibroblastos procedentes de
pacientes como en los controles. Ademis indican que es una elevacion dependiente de la
concentracion de TNFa. Existen varias explicaciones que. segun estos autores, justificarian

esta division de opiniones a cerca del papel del Ca™ en células tratadas con TNFa: es una
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respuesta que depende de la concentracion y puede no ser tan clara a determinadas dosis; otra
posibilidad es que sea una respuesta especifica de especie o de linea celular, y por ultimo, que
las condiciones de cultivo no son idénticas en todos los casos.

El papel que juega la calmodulina en las acciones del TNFa no ha sido muy estudiado
hasta ¢l momento. Parece que la induccion de radicaies libres por esta citoquina en leucocitos
humanos es un proceso dependiente de calmodulina (Das et al, 1990), y ademds las
fenotiacinas (inhibidores de calmodulina) anulan la lisis inducida por TNFa (Lamick &

Wright. 1990).

1.3.6.4.2. Diaciiglicerol

El DAG e¢s un segundo mensajero que puede generarse por ta accion de las
tostolipasas PI-PLC v PC-PLC sobre los tostolipidos de membrana directamente. Ademas de
este origen, el DAG puede ser producido por otras rutas diferentes:

- por hidrdlisis de glicerotosfolipidos de colina por la tostolipasa D v la fosfohidrolasa del
dcido tosfatidico (Martin er al.. 1987. Exton. 1990; Billah & Anthes.1990: Dennis et al.,
1991y,

- por ¢l intercambio ceramida/PC (Dennis et al.. 1991);

- por la sintesis de novo (Rossi er al., 1991).

El DAG puede ser tosforilado por Ia DAG quinasa (DAG + ATP-> dcido fosfatidico
+ ADP). reinicidndose la sintesis de los tostatidilinositoles rotos por la PLC. y controldéndose
la concentracion del DAG. De esta forma se regularia [a PKC (Kanoh er al., 1990). Ademis,
el DAG puede suirir la accion secuencial de la 1-DAG-lipasa v de la 2-monoacilglicerol
lipasa. liberandose AA (Mauco er al.. 1984). Sin embargo, parece que la liberacion de AA
a partir de DAG e¢s una ruta minornitaria.

El DAG también puede activar directamente la PLA, (Exton, 1990).

Otra via que puede iniciar el DAG, la mas importante en transduccion de sefial, es la

activacion de una proteinquinasa especifica que es capaz de fosforilar numerosas proteinas
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con multiples tunciones en la célula. El enzima activado por el DAG es la proteinquinasa C
(PKC) (Nishizuka, 1984, 1988: Bell, 1986; Bell & Burns, 1991). Hasta el momento se han
idenuficado nueve miembros de fa tamilia de la PKC. En la region reguiadora presentan una
estructura aminoacidica que se asemeja al sustrato proteico y una o dos regiones ricas en
cisteina que recuerda la estructura de "dedo de zinc". Esta region contiene el sitio de unién
a los ésteres de forbol y a DAG, y segmentos que interaccionan con los fostolipidos. También
es la region que confiere ta dependencia al calcio en los subtipos o, § y y. La region catalitica
presenta los sitios de union al ATP v a la proteina: los inhibidores de la PKC estaurosporina
v H-7 interaccionan con esta region (Bell & Burns. 1991).

El DAG producido. junto con ¢l fostolipide festatidilserina de la membrana
plasmatica. se unen a ia PKC. incrementando asi su afinidad por el Ca™, y haciendo que la
PKC se active a las concentraciones normalmente bajas de Ca™™ en el citosol. En muchas
células. sin embargo, parece gue in PKC se activa por el efecto cooperativo del DAG y un

-+

incremento de Ca™” citosdlico. La activacion de la quinasa C es transitoria. va que en unos
segundos ¢l DAG es defostorilado para tormar tosfatidate. Cuando se activa la PKC por el
DAG v el Ca™. esta enzima transtiere ¢l grupo tosfato terminal desde el ATP a un residuo
especitico de serina o de treonina en las proteinas diana. que varian dependiendo de la célula.
Por ejemplo. en algunas células animales. se piensa que {a PKC fosforila. y posteriormente
activa. el antipertador de Na®/H* de la membrana plasmatica que controla el pH intracefular
(Sweatt et al.. 1986b; Banga ¢r al. 1986): el incremento de pH resultante puede ayudar a
estimular la proliferacion celular. Existen niveles elevados de PKC en cerebro donde, entre
otras cosas, fostoriia canaies tonicos en céiulas nerviosas. La PKC también estd implicada en
la regutacion de otras rutas sefalizadoras. como son la del calcio y la del cAMP. en el control
negativo de varios receptores, y en la transcripcion de genes especitficos. Los promotores de
algunos de estos genes presentan un intensiticador transcripcional comin que estd reconocido

por una proteina reguladora del gen cuva actividad estd estimulada por la activacion de la

PKC. No se sabe, sin embargo, si {a proteina es directamente fosforilada (y por ello, activada)
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por la PKC, o si es activada indirectamente por una cascada de proteinquinasas (Farago y
Nishizuka. 1990).

El hecho mds significativo y temprano que ocurre en muchas lineas celulares tratadas
con TNFa es un incremento de la fostorilacion en residuos de serina y treonina de numerosas
proteinas. tanto citosolicas como de membrana (Kirstein & Baglioni, 1986; Kaur &
Saklatvala, 1988). La fosforilacion es rapida y transitoria {(comienza a los pocos segundos y
al cabo de una hora vuelve al nivel basal) (Schutze e: al, 1989).

Esta fosforilacion en los residuos de serina y treonina de distintas proteinas descrita
por numerosos autores hizo pensar en la participacion de la PKC como mediador de la senal
inducida por ¢ TNFa.

En algunas lineas celulares se ha observado la transiocacidn de fa PKC del citosol a
la membrana. lo cual indica que existe una activacién de esta enzima (Meichle ez al.. 1990).
Schutze er al. (1990) han descrito distintos perfiles de translocacion de ia PKC en varias
lineas de leucemia humana incubadas con TNFa: en células U937, la PKC se transloca a la
membrana v desaparece del citosol en 15 minutos. produciéndose una depresion en su
actividad durante bastante tiempo: sin embargo, en células Jurkat y en la linea K562 la PKC
se transloca de forma reversible. de manera que puede volver a ser activada rapidamente.
Estas tormas distintas de activacion de la PKC pueden indicar que ¢l TNFa activa distintas
1soenzimas de la PKC. o bien que solo se active una torma de esta enzima pero que este
acoplada a distintas rutas de senalizacion.

En fibroblastos humanos v en células endoteliales no se observa esta translocacién
(Schutze et al.. 1990; Ritchie e al.. 1991).

Cuando se inhibe la PKC con H-7 y estaurosporina algunos efectos del TNFa, como
la induccién de TFN, en tibroblastos humanos y del inhibidor del activador del plasmindgeno
en melanoma humano, se anulan (Sehgal et al.. 1987 Pytel et al., 1990). Hamamoto et al,
{1990). en experimentos realizados con células infectadas con el virus HIV, observan que la

estaurosporina potencia la citotoxicidad de]l TNFa, mientras que el efecto sobre la replicacion
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del virus no se ve afectado. Estos autores indican que es posible que el TNFa induzca por
la via de la PKC la sintesis o la fosforilacién de una proteina que proteja a la célula de la
muerte.

Otros efectos del TNFa, como la induccion de antigenos de superficie en células
endoteliales. la transmodulacion del receptor de EGF en fibroblastos o Ja activacion del factor
de transcripcion NF-xB en células de leucemia, no se modifican en presencia de inhibidores
clasicos de la PKC (Bird & Saklatvaia, 1990: Meichle ez al, 1990; Ritchie er al. 1991)

Recientemente. Schutze er al. (1992) han propuesto un nuevo modelo de transduccién
de senal utilizado por el TNFa en células U937, En este modelo, existe una PC-PLC activada
que produce DAG, y a su vez este DAG activa una estingomielinasa dcida que hidroliza la
estingomielina para producir ceramida. Estos mismos autores indican que la ceramida es un
segundo mensajero capaz de inducir NF-kB. De esta torma explican que la PKC no sea
requerida para activar este tactor de transcripeion, hecho descrito por numerosos autores

(Meichle er al. 1990 Hohmann er al.. 1991).

1.3.6.5. Via de la adenilato ciclasa

Como va se ha indicado. en un gran numero de sistemas. y en respuesta a diferentes
agonistas. las proteinas G transmiten [a sefal que se inicia tras la unidn del agonista a su
receptor activando una enzima situada en la membrana plasmatica, la adentlato ciclasa (AC).
Esta enzima sintetiza cAMP a pantir de ATP. El cAMP se degrada a adenosin-5"-monotostato
(3°-AMP) continua v rapidamente por una o mas tostodiesteras de cAMP.

Dado que la proteina G en este caso estd implicada en Ia activacion enzimadtica, se
denomina proteina G estimuladora (G ). Cuando [a proteina G, esta activada por el complejo
agonista-receptor une una molécuia de GTP. y activa la AC. La G, mantiene la AC activa
tanto tiempo como el GTP estd intacto. Cuando la proteina G, hidroliza ¢l GTP a GDP
finaliza la activacion de la ciclasa.

G, permite dos tipos de amplificacion de la senal:
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- una proteina receptora sencilla activada puede, en principio, activar muchas moléculas de
proteinas G colindantes, activando asi numerosas moléculas de AC;

- en algunos casos, sin embargo, el ligando extracelular puede no mantenerse unido a su
receptor bastante tiempo para permitir que tenga lugar este mecanismo de amplificacion.
Algunos ligandos por ejemplo pueden disociarse de su receptor en menos de un segundo. G,
por si misma, es capaz de mantenerse activa hasta 10 o 15 segundos antes de hidrolizar el
GTP unido. En este caso puede estar activando la AC después de que el ligando extracelular
se hava disociado.

Ademads de la amplificacion, las proteinas G permiten una regulacion del proceso de
activacion. En principio [a eficacia del acoplamiento entre los receptores y el enzima puede
alterarse por modificacion covalente de la proteina G o por cambio de su concentracion en
la membrana plasmatica. La toxina del cdlera es una enzima que cataliza la transferencia de
ADP-ribosa desde ¢l NAD" intracelular a la subunidad o de la proteina G, impidiendo que
esta proteina G hidrolice su GTP unido. Esta proteina G, permanece alterada indefinidamente.

G, es solo un miembro de una gran tamilia de proteinas G que acoplan receptores a
vanoes enzimas v canales 1onicos en membranas celulares eucariotas.

[.a misma moiécula senalizadora puede incrementar o disminuir [a concentracion de
cAMP intracelular, dependiendo del tipo de receptor al que se una. La diferencia se debe a
que las proteinas G que acoplan estos receptores a la ciclasa presentan idéntico complejo Gy
pero una subunidad Ga inhibitoria (G,a). Cuando se activan los receptores acoplados a estas
proteinas G inhibitorias. se disocian las subunidades a y By, v ta Ga inhibe la AC
directamente. mientras que GPy actia indirectamente por su union con subunidades G, libres,
previniendo asi su unién a moléculas de ciclasa (Albernts er al., 1983).

La proteinquinasa A (PKA) media la accion del cAMP. La PKA presenta una region
catalitica con la que interacciona el H-8, inhibidor de esta enzima. La PKA es capaz de
fosforilar numerosas proteinas, y presenta interacciones con otras rutas de segundos

mensajeros. Por ejemplo. en algunas ocasiones aumenta la sensibilidad del receptor de 1P, de
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los almacenes intracelulares de calcio, y de esta forma potencia la liberacion de calcio
intracelular inducida por distintos agonistas (Burgess ef al., 1991).

En algunas lineas cetulares se ha descrito un incremento en los niveles de cAMP tras
la estimulacion con TNFa. Este hecho aparece en fibroblastos humanos FS-4 y en células
mesangiales de rata tratados con TNFa (Zhang et af.. 1988; Baud et al.. 1988), vy se debe
probablemente a un incremento en la actividad AC, mas que a la inhibicién de las
fosfodiesterasas. Aunque se han descrito actividades del TNFa que también se producen como
respuesta a andlogos del cAMP, a activadores de la AC o a inhibidores de la fosfodiesterasa,
cuando se estudian los efectos del TNFa junto con estos agentes se obtiene una respuesta
sinérgica (Lee er al. 1987. Scholz & Altman. 1989). Esto parece indicar que ¢l TNFa
presenta un mecanismo de transduccton de senal distinto. Scholz v Altman ( 1989) suglieren
gue el TNFa tendria una accion indirecta sobre los niveles de cAMP: por ejemplo, activando
la subunidad catalitica de la AC por su tfostorilacion mediada por PKC. Esta hipotesis estaria
en concordancia con estudios realizados en células estimuladas con TNFu en presencia de
inhibidores de la PKA. dende no se observa inhibicion de los efectos del TNFa (Sehgal et

al.. 1987). o solo es una inhibicion parcial (Zhang er al.. 1988; Pytel er al. 1990).

1.3.6.6. T SCRIPCION

La accion del TNFa sobre distintos tipos celulares es compleja v pleiotropica. Este
hecho sugiere que esta citoquina puede. en dltima instancia. inducir la expresion de una gran
variedad de genes celulares v de controlar la actividad de los productos de estos genes. Estos
genes son de dos clases distintas:

- los genes que constituven la respuesta primaria, o genes tempranos. cuyos producios se
activan sin precisar de sintesis proteica. Dentro de este grupo aparecen factores de
transcripcion capaces de transmitir a senal de transduccion citopldsmica al nucieo. Son
AULENLICOS terceros mensajeros.

- genes que precisan de sintesis proteica para su expresion.
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Un factor de transcripcion cuyo gen pertenece al primer tipo es NF-xB. El factor de
transcripcion NF-xB representa el paso mas importante en la senalizacion del TNFa de
citoplasma a nucleo (Kruppa ez al., 1992). Esta citoquina y la IL-1 representan los activadores
fisioldgicos especificos de NF-xB y del intensificador de HIV (Osborn et al., 1989).

NF-xB es un heterodimero que presenta un polipéptido de 50kDa (subunidad de unién
a DNA) y otro de 65kDa (subunidad requerida para la inactivacion). En células no
estimuladas la mayoria del NF-xB esta en el citoplasma, y no puede unirse al DNA porque
estd completamente bloqueado por el inhibidor proteico IxkB. Un estimulo extemo puede
activar numerosas proteinquinasas e inducir la tosforilacion de IxB, produciéndose la
disociacion del complejo. o alterandose la contormacidn. Esto da lugar al desenmascaramiento
de la region de unidn a DNA de la sefal y la translocacién del dimero hacia el nicleo
(Bauerle & Baltimore., 1988: Lenarde & Baltimore. 1989: Kerr et al., 1992).

Aunque NF-kB puede ser activo constitutivamente en algunas células (linfocitos B
maduros, monocitos v macrofagos). la actividad NF-kB no es intrinsecamente especifica de
tejido (Lenardo & Baltimore, 1989: Hohmann er al. 1991).

La induccion en distintos tipos celulares de la actividad NF-kB por el TNFa precisa
de la union de la citoquina al receptor de S5kDa (Kruppa er al, 1992). Posteriormente, y
dependiendo de la linea celular. ¢] TNFa puede estimular distintas proteinquinasas, o un
sistema distinto. que eventualmente produce la activacion de este factor de transcripcién
{Meichle er al. 1990: Schutze et al.. 1992).

En la activacion de NF-kB por TNFa se distinguen dos estadios: la activacién rapida
(unos minutos después de estimular 1as células) es independiente de la sintesis proteica y se
consigue por la disociacion de [a proteina inhibidora (IkB} del complejo preformado e
inactivo NF-kB-IxB. El NF-xB activo desaparece rapidamente, y el pool de NF-xB inactivo
se agota cuando se inhibe la sintesis proteica. Para mantener constantes los niveles de NF-xB
activo es precisa. por tanto. la sintesis proteica de novo, y también es necesaria la

estimulacion continuada de las ¢élulas con TNFa (Hohmann et al., 1991).
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Sin embargo, muchos de los genes inducibles por TNFa no presentan sitios de
reconocimiento por NF-kB. Por tanto, la induccidn de la transcripcion de genes celulares por
esta citoquina requiere la activacion de otras proteina de unién a DNA, al mismo tiempo o
como consecuencia de la activacion de NF-xB (Duh ez al, 1989). NF-xB puede intervenir en
la expresion de distintos genes. como genes de citoquinas, de proteinas plasméticas en el
higado, en la estimulacion de otros transactivadores como c-fos y c-myc e incluso en su propia
estimulacion (Sen & Baltimore, 1986. Lenardo & Baltimore, 1989; Lowenthal er al., 1989,
Osborn ez al.. 1989).

Existe un gran nimero de factores de transcripcion que se ha descrito que son
inducidos por el TNFa. Entre estos se encuentran c-mvc. c-fos, egr-1 y AP-1l/c-jun en
fibroblastos (Yarden & Kimchi. 1986: Tabler ¢r af.. 1987: Brenner ¢r al.. 1989; Cao et al.,
19927) v AP-1'c-jun en céiulas endoteiiales (Dixit ez al.. 1988). También se ha descrito una

posible desestabilizacion del mRNA de C/EBP producida por el TNFa (Ron et al., 1992).
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OBJETIVOS

En las enfermedades activas del higado. las células inflamatorias infiltradas en este
drgano liberan citoquinas que pueden contribuir a la fibrogénesis. Entre estas citoquinas estdn
la IL-1 ¢ IL-6. TGFf, PDGF v TNFa. Esta uitima es sintetizada por los macréfagos v
neutrofilos fundamentalmente v juega un papel importante en la modulacién de numerosas
actividades celulares. Por ello. los objetivos planteados en esta tesis son:

1. Estudiar los efectos del TNFa sobre la produccion de coldgeno en lipocitos;

2. Definir ios mecanismos intracelulares implicados en la transduccion de senal
desencadenada por la union del TNFa a su receptor:

3. Comprobar s1 ¢l efecto del TNFa se produce modulando la expresion del gen del
procoldgeno a.(I}. En este caso. localizar las regiones del promotor de este gen responsables

de los etectos del TNFa sobre fa sintesis del mRNA.
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3.1. MATERIAL

Los estudios se realizaron en células de [to (lipocitos) obtenidos por el Dr. M. Rojkind
(Nueva York, E.E.U.U.) de ratas cirrdticas. tras la intoxicacién crénica con CCl,, y cedidas
amablemente por €l (Greenwel ez al.. 1991).

El medio de cultivo H-MEM. suero fetal bovino, L-glutamina, antibidticos y
aminodcidos no esenciales se obtuvieron de Flow (Irvine, Escocia, Reino Unido); los frascos
de Roux y las placas multipocillos de Nunc (Roskilde, Dinamarca); el material de plastico de
Costar (Cambrigde, MA, E.E.U.U.), v los filtros de Millipore (Bedford, MA, EEE.U.U.).

El factor necrosante tumoral ¢ humano recombinante tue de Genzyme (Boston, MA,
E.E.U.U.). Este producte tiene una pureza superior al 99%, determinada en gel de SDS-
PAGE. El procedimiente de purificacion inciuve la precipitacion con sulfato amonico y la
cromatogratia de intercambio caticnico. Una unidad se define como la cantidad de TNFa
requerida para conseguir la mitad de la citotoxicidad maxima de las células L929. 10ug de
este producto se diluveron con 9ml de PBS. se alicuotaron y se congelaron a -70°C
inmediatamente. Se evitd la descongelacton/congelacion maltiple.

Los siguientes compuestos fueron obtenidos de Amersham International (Amersham,
Inglaterra, Reino Unido): D-threo-(dichloroacetvl-1-"*C)Chioranfenicol (actividad especifica=
S7mCi/mmol): DEO)'(icitidina-S'-[a-'.‘:P]trifosfato (actividad especifica= 3000Ci/mmol); L-
[*C]Prolina {actividad especitica= 264mCi/mmol): L-[5-'H]Prolina (actividad especifica=
43Ci;mmol); Multiprime DNA labelling system v membrana de nylon Hybond™-N. La
[Methyl-"H]Thymidine (actividad especifica= 78,5Ci/mmol), la L-[4-’H]Prolina (actividad
espeéfﬁcale.ZCi/mmoi) y el ["*IITNFa humano recombinante (actividad especifica=
30uCi/ug) tueron de Du Pont-New England Nuciear (Boston, MA, E.E.U.U.).

La agarosa v el reactivo para la determinacion de proteinas por el método de Bradford
se obtuvieron de Bio-Rad (Richmond. CA, E.E.U.U.), las columnas de Sephadex G-50 y el
poly dI-dC de Pharmacia (Piscatawey. NJ. E.E.U.U.), las peliculas de autorradiogratia XAR-3

de Kodak (Rochester, NY., E.E.U.U.), el kit de purificacion de DNA Gene Clean de BIO 101
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Inc. (La Jolla. CA. E.E.U.U)), el fenol saturado de Appligene (Illkirch, Francia), el kit de
determinacion de LDH de Knickerbocker (Barcelona), la D-Luciferina de Promega, los
oligonucledtidos de Clontech y el liquido de centelleo empleado para el contaje de muestras
radiactivas tfue Pico-Flior 40 (Packard Instruments. Downers Grove, IL, E.E.U.U.).

Las enzimas de restriccion utilizadas. la cloranfenicol aciltransferasa y el acetil
coenzima A fueron de Boehringer Mannheim Biochemicals (Indianapotis, IN, E.E.U.U.).

El agar, {a triptona v el extracto de levaduras utilizados para el crecimiento de las
bacterias transtormadas se obtuvieron de Difco (Detroit, ML, E.E.U.U.).

Los solventes organicos (de grado analitico) y las placas de cromatografia en capa fina
de gel de silice tueron de E. Merck (Darmstadt. Alemania) v Scharlau (Barcelona).

El resto de los reactivos utilizados tueron de Sigma (Alcobendas. Madrid), excepto las
toxinas de pertussis v del colera. el inhibidor de nucledtidos ciclicos H-8 v el quelante de
caleio intracelular Quin-2 AM. que se obtuvieron de Calbiochem (La Jolla. CA, EE.U.U.).

El plasmide COLCATI utilizado en los ensavos de transfeccion, y que contiene el
promotor del gen del procoldgeno a1} de raton tusionado con el gen de la cloranfenicol
aciltransterasa tue cedido generosamente por el Dr. D.A. Brenner (San Diego, CA, E.E.U.U)).

El clon bacteriano HB 101 transtormado con ei plasmido pBR322 vector del cDNA
del procolagene o) de rata fue cortesia del Dr. D. Rowe (Connecticut, E.E.U.U.) (Lichter

et al.. 1989).

3.2. \Y IPOCITO
Las células se cuitivaron a 37°C en H-MEM con HEPES suplementado con 10% de

suero de termera fetal inactivado. ZmM glutamina. 1% de aminodcidos no esenciales, y

100UI/mt de penicilina v estreptomicina.

Tratamiento de las células

Para los ensayos de unién a receptor. de transteccion y de cuantificacion de mRNA,
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los mediadores se anadieron a las concentraciones indicadas al medio de cultivo. En los
experimentos con los inhibidores, el TNFa se anadio despues de al menos una hora de
preincubacién con el inhibidor solo. y los inhibidores estuvieron presentes durante la

incubacion. Las incubaciones tueron de 24 horas.

3.3. PRODUCCION DE COLAGENO

El efecto del TNFa en ei metabolismo del coldgeno se examind adicionando el factor
al cultivo celular en confluencia (en trascos Roux de 80cm® con 10 ml de H-MEM
suplementado como ya se ha indicado), durante el tiempo de preincubacion (16-20 horas).
Después de este tiempo. se anadieron 0.2mM de dcido ascorbico (como cofactor de prolil y
lisiloxidasas) y 10uCi de L-[3-"H]prolina. v se incubd durante 4 horas (Holt ez al., 1984), El
marcaje de las céluias terminé entriando las placas a 4°C.

Las proteinas coldgenas v no coligenas se determinaron por el método de la
colagenasa (Peterkotsky & Diegelmann. 1971). con algunas modificaciones posteriores
(Chojkier er al., 19801 Peterkofsky er al.. 1982; Flaheny & Chojkier, 1986). La radiactividad
de tas proteinas sensibles a la colagenasa VIl v de las no sensibles sirvié para calcular el
porcentaje relativo de la produccion de coldgeno. Esta radiactividad se midié en un contador

de emision f.

3.4. PROLIFERACION Y CITOTOXICIDAD
3.4.1. Proliferacion de los lipocitos

La prolitferacion de las células se determind cuantificando la incorporacién de  [6-
*H]Timidina en el DNA. Los iipocitos se incubaron durante 24h con el TNFa a las dosis
indicadas vy 0.5u4Ci/ml de [6-"H]Timidina. Posteriormente se retiré el medio, se lavé la
monocapa dos veces con PBS frio, v se rasparon las células. Las células se lisaron por
sonicacion v el DNA se precipitd con dcido tricloroacético (concentracion final= 10%).

Despues de su centrifugacion. los precipitados de DNA se lavaron cuatro veces con acido
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tricioroacético al 10% y se disolvieron en NaOH 0.2N. La radiactividad en esta fraccion
insoluble en dcido tricloroacético se utilizé como indice de ta incorporacién de {6-’H]timidina

en el DNA.,

3.4.2. Evaluaciéon de la citotoxicidad

El efecto citotoxico se estudio por dos técnicas diferentes: mediante el recuento del
numero de lipocitos antes y tras fas 24h de incubacion con el TNFa por la técnica de
exciusion con azul tripin al 0.1% (p/v), y determinando los niveles de la enzima
citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH), liberada por las células al medio de cultivo

celular. utilizando un ensayvo comerciai.

. MEDICION DE LA PROLINA INTRACELULAR

th

-
2.

Este estudio se realizo siguiendo a Flaherty v Chojkier (1986). Las células fueron
incubadas en las mismas condiciones indicadas anteriormente v expuestas al TNFa durante
23h. La sintesis de proteinas se marcé con ['H]prolina, como se especificé en la
determinacion de la produccion de coldgeno. Pasadas las 4h de incubacion se elimind el
sobrenadante. Las celulas se lavaron repetidas veces con PBS hasta eliminar la prolina no
incorporada a las células. Tras ello se recogieron las células, se rompiercn mediante
ultrasenido y se precipitaron sus proteinas con acido tricloroacetico al 10%. Las proteinas se
centrifugaron a 3000rpm durante 10 minutos. En el sobrenadante se determind la radiactividad

de ia ['H]prolina intracelular.

3.6. N ON DEL COLAGENO

Esta medicion se realizé mediante el marcaje de los cultivos celulares en las mismas
condiciones indicadas para la determinacion de la produccion de coldgeno. Tras las 4h de
incubacion se determind por separado el coligeno existente fuera y dentro de las células, por

¢l método de la colagenasa. La secrecion fue expresada en torma del porcentaje del colageno
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total que se encuentra fuera de las células.

3.7. DETERMINACION DE LA HIDROXILACION DE LA PROLINA

Este estudio se realizd siguiendo el método dual de Chojkier et al. (1980), que se basa
en el marcaje del coldgeno sintetizado con ['Hlprolina y ["“Cjprolina, en proporcién 4:1.
Ambos isotopos son incorporados al coligeno recién sintetizado en la misma proporcidn 4:1.
La hidroxilacién de la ["H]prolina supone la sustitucién del tritio situado en posicion 4-trans
por el radical hidroxilo, perdiéndose la radiactividad dependiente del tritio proporcionaimente
al grado de hidroxilacién. La hidroxilacion de la [“Clprolina no repercute sobre la
radiactividad debida a este 1sGtopo, va gue los dtomos de carbono no sufren movilizacidn por
la hidroxilacion. La determinacion del cociente "H/*C en el coldgeno refleja el grado de
hidroxilacion sutrido por esta proteina.

El calculo del grado de hidroxiiacién se realiza a partir de la formula:

1 ‘H/Y¥C en coldgenc

3/ Tnied ;
% Hidroxilacidn = HC 151;:&1 en medio ,pg

3.8. TECNICA DEL "NORTHERN BLOT"

3.8.1. Extracciéon del RNA

El RNA citoplasmico total se aisl6 de las células de Ito esencialmente como describen
White v Bancrott (1982). usando un tampon de lisis con NP-40. Posteriormente se realizaron
extracciones con fenol:clorotormo para eliminar las proteinas del lisado. El RNA citopldsmico

se recupera mediante precipitacion con etanol {Maniatis et al., 1982).



MATERIAL Y METODOS

3.8.2. Preparacion de las sondas de cDNA

El clon bacteriano HB101 transformado con el pldsmido pBR322 vector del cDNA del
procolageno o,(I) de rata se crecid en medio LB broth. Las bacterias se recogieron por
centrifugacion. se lisaron y se obtuvo el plasmido amplificado mediante la precipitacion con
isopropanol (ver amplificacién de COLCAT]I, punto 3.11.1.). La sonda se obtuvo mediante
la digestion del pldsmido amplificado con la enzima de restriccion Pst 1. y se purificé con
Gene Clean.

La sonda se marcd isotépicamente con [o-"P]-dCTP con la técnica del random primer
(Feinber & Vogelstein, 1983). Los nucleotidos no incorporados se eliminaron purificando la
sonda marcada por cromatogratia en cojumna de Sephadex G-50. La actividad especifica fue

aproximadamente de 1.10” cpmeug de DNA.

3.8.3. Northern blot

10ug del RNA citoplasmico se corrieron en un gel de agarosa al 1% segun describe
Thomas (1980). Las muestras de RNA se transtirieron por capilaridad con 20xSSC a filtros
de nvlon (Avbhond N) durante toda [a noche. El dcido nucleico se fijo a ia membrana
expoentendo ésta 5 minutos a la luz ultravioleta. Posteriormente se realizo una prehibridacion
de 2h a 63°C ¢n 7%SDS. (.3M butfer fostato (pH 7.0 v 50ug/mi de DNA de esperma de
salmon sonicado vy hervido. Los tiltros de nylon se hibridaron durante toda la noche a 65°C
en la misma solucion con 10° cpm.ml de la sonda marcada. Finalmente los filtros se lavaron
tres veces durante 10 minutos con 2xSSC, 0.1%SDS (pH 7.0) a temperatura ambiente, y una
vez (20 minutos) con 0.1xSSC. 0.15%SDS (pH 7.0) a 60°C vy se expusieron a pelicula de rayos

X a -70°C con pantalla intensiticadora. La cuantificacion se realizé por densitometria.

3.9. ENSAYOS DE UNION DEL TNFa A SU RECEPTOR

Estos ensavos se realizaron en cultivos en confluencia. Despues de retirar el medio de

crecimiento. las células se incubaron con varias concentraciones de ['*IJTNFa humano en H-
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MEM compieto. Cuando tue preciso se anadieron distintas concentraciones de TNFa no
marcado simultineamente con el ['*1]TNFa. Despues de 24h de incubacion a 4°C, las células
se lavaron cuatro veces con H-MEM completo frio vy se solubilizaron en 0.1% de SDS. La
radiactividad se determind en un contador gamma. La union especifica es la diferencia entre
la union total y la no especifica en presencia de un exceso de 100 veces del TNFa no
marcado.

En el estudio del efecto de los inhibidores sobre la union del TNFa a su receptor, las
céluias se preincubaron 2h con el inhibidor, y se incubaron con ["*I]TNFa (400nM) durante

24h a 4°C. El procesamiento fue el va indicado.

(v

10. TECNICA DEL RETARDO EN GEIL (Mobility shift assav)

.10.1. Preparacion de los extractos nucleares

Ly

Las c¢élulas se incubaron como se indica en el punto 3.2. Transcurridas las 24 horas,
las células se rasparon a 4°C, se lavaron con PBS dos veces, y se resuspendieron en el tampén
A (10mM HEPES pH=8: 0mM NaCl: 0.5mM sacarosa: 1mM EDTA pH=8; 0.5mM
espermidina: 0.15mM espermina: 0.5% Triton X-100; ImM PMSF: 0.5ug/ml leupeptina;
0.5ug/ml pepstatina: 0.2U/ml apoprotina; 7mM mercaptoetanol), donde se incubaron 5
minutos a 4°C. Posteriormente se centrifugaron. v el precipitado nuclear se recuperd en
tampon B {10mM HEPES pH=8: 50mM NaCl: 0.1mM EDTA pH=8; 0.5mM espermidina;
0.15mM espermina: 25% glicerol: 1mM PMSF: 0.5ug/ml leupeptina: 0.5ug/ml pepstatina;
0.2U/ml apoprotina; 7mM mercaptoetanol), v se centrifugd inmediatamente. tras lo cual se
retird el sobrenadante y se seco bien el precipitado. Este precipitado se resuspendio en tampon
C (10mM HEPES pH=8: 350mM NaCl: 0.1mM EDTA pH=8: 0.5mM espermidina; 0.15mM
espermina: 25% glicerol: ImM PMSF: 0.5ug/ml leupeptina; 0.54g/ml pepstatina; 0.2U/mli
apoprotina; 7mM mercaptoetanol), v se extrajo durante 30 minutos a 4°C por rotacidn.
Transcurrido este tiempo se centritugd [a muestra, v en el sobrenadante se determinaron las

proteinas (punto 3.12).
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3.10.2. Ensave de retardo en gel

El oligonucledtido especifico de NF-kB, que contenia las dos secuencias consenso
focalizadas en el intensificador de HIV-1 (Israel ez al, 1989), fué sintetizado por Promega.
Este oligonucledtido tenia la siguiente secuencia:

STAGCTTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGA
ATGTTCCCTGAAAGGCGACCCCTGAAAGGTCCCTCGAS®

Esta sonda se marcé isotépicamente con [a-"P]-dCTP con la técnica del random
primer (Feinber & Vogeistein, 1983).

Para determinar la union de proteinas nucieares a esta sonda. 3ug de proteinas de
extracto nuclear se incubaron con lng (5.10%.p.m.) de sonda, en presencia de dI-dC (2ug) y
de aibumina de suero bovino 13ug), en 20ul de tampon de reaccion (7.1mM HEPES pH=8.
35mM NaCl: ImM MgCl.: 0.2mM DTT: 50uM EDTA: 7.1% glicerol} durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Para comprobar ia especificidad de la union, se realizaron las
reacciones de competicion paralelas. con un exceso de sonda fria (10ng).

Las muestras se analizaron en gel de poliacrilamida (5%) en 0.5% TBE a 15V/cm.

Posteriormente el gel se seco a vacio, y se expuso a autorradiogratia.

El piasmido empieado pertenece a ia linea pUC. de 5.4Kb. y es resistente a la
ampicilina. Entre las secuencias del locus "Lac Z" v las del locus "O" existe un punto "Xba
1", sensible a esta enzima de restriccion. que es donde estdn insertas las secuencias del
promotor del pracolageno a,(I). seguidas del gen de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa.

Las bacterias transtormadas con este pldsmido se encontraban conservadas en glicerol
a -80°C. Estas bacterias se crecieron inicialmente en 2ml de caldo de cultivo universal.
Posteriormente se vertieron en un matraz de 2000ml conteniendo 1000ml de medio de cultivo

LB broth con ampicilina (50ug/ml) y se dejaron unas 4 horas a 37°C en agitacion a 250rpm,
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hasta que la densidad 6ptica a 550nm se situo entre 0.4 y 0.5. En este momento se freno el
crecimiento bacteriano mediante la adicion de cloranfenicol (85ug/ml) y se mantuvo el cultivo
en ias mismas condiciones durante otras 24h. En este tiempo el pldsmido se multiplica dentro
de las bacterias, pero no lo hacen éstas. Pasado este tiempo, se centrifugaron las bacterias a
5000rpm. durante 20 minutos a 4°C. El sedimento bacteriano se sometié a lisis alcalina (0.2M
NaOH. 0.1% SDS) y enzimatica (Zmg/ml lisozima), y se expuso a 3M acetato sédico (pH 4.6)
durante 20 minutos. Los restos bacterianos se eliminaron por centrifugacion a 12500rpm, 30
minutos y 4°C. El sobrenadante (con el pldsmido. el DNA bacteriano, el RNA y proteinas
bacterianas) se digirid con RNAasa (lug/mly durante 1lh. Tras ello, se extrajo con
fenol/cloroformo (1:1; vv), ehmindndose las proteinas bacterianas v el RNA. El DNA
plasmidico del extracto (que contenia DNA plasmidico y cromosémico) se precipitd con 1
volumen de isopropanol (1h. -20°C). recuperdndose por centrifugacion durante 20 minutos a
12000rpm y 4°C. El precipitado se disolvié en agua v se sometié a purificacion mediante
ultracentrifugacién en gradiente de cioruro de cesio. Se anadio 1g de CsCl por mi de extracto.
Una vez disuelto ei CsCl se anadié a la mezcla 0.8ml de una solucién de bromuro de etidio
{10mg/mD). Se centritugo a 3000rpm. durante 15 minutos a 20°C. El sobrenadante con el DNA
plasmidico se ultracentritugd a 44krpm durante 48h a 20°C. Tras esto, aparecieron tres capas
tefidas con el bromuro de etidio: la superior corresponde al DNA cromosomico bacteriano,
la intermedia al DNA plasmidico. v otra en el tondo del tubo que es el RNA. Tras pegar un
celotin sobre el tubo de uitracentritugacion se clavaron tres agujas en el tubo: [a superior se
destino al paso del aire. y otra por debajo de ]a capa de DNA bacteriano por la que se retird
el DNA cromosomico. Una vez que se retiro la totalidad de este DNA, se colocd una aguja
interior. ligeramente por debajo de la capa que contiene el DNA plasmidico, recogiéndose por
ella este DNA.

El DNA plasmidico contenia bromuro de etidio y CsCl. El colorante se elimind
mediante extracciones con un volumen de alcohol isoamilico y el CsCl por dialisis con Tris-

EDTA a pH 8.0. y a 4°C. El DNA asi obtenido se precipité con 1/10 de volumen de acetato
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sédico 3M y 2.5 volumenes de etanol. Se dej6 a -20°C durante unas horas, se centrifugd, y
el precipitado se disolvid en agua. La concentracién se determind mediante la lectura de
densidad oOptica a 260nm y 280nm.

Este plasmido, asi obtenide. se sometié a la digestién por diferentes enzimas de
restriccion {(Hind 111 v Pst I}, con lo que se obtuvieron varios DNA quiméricos, linearizados.
Todos ellos tiene en comun que su extremo 3" porta la totalidad de las secuencias de la CAT.
Sin embargo. el extremo 57 es diferente de unos a otros, ya que la regiéon promotora del
colageno tiene una longitud variable dependiendo del fugar donde haya actuado la enzima de

restriccion empieada.

3.11.2. Transfeccion de los lipocitos

Las céiulas empleadas para la transteccion se deben hallar en tase de crecimiento
activo, tras haber sido tripsinizadas v sembradas 24h antes.

Estos lipocitos en tase de crecimiento exponencial se tripsinizaron, se lavaron con
PBS. v se resuspendieron nuevamente en medio completo. El contaje de las células se realizo
por ia técnica de exclusion con azul tripan al (L1%. (p/v). Por cada condicion experimental
se utilizaron:

1.- Células de lio en crecimiento: $x10° células:

2.- DNA sonicado de esperma de salmén: 20ug por cada 5x10° células;

3.- Yug de plasmide COLCAT1. COLCATZ o COLCATY7 (los dos ultimos. en los casos de
corte del plismide COLCATI1 con las enzimas de restriccion Hind III y Pst I,
respectivainente), por cada 5 millones de células.

La transteccion se realizo mediante electroporacion con el equipo de electroporacion
automatica CELLJECT ELECTROPORATION SYSTEM S. de Eurogentec S.A.. La suspension
celular. en medio compieto v a 4'C, s¢ sometié a doble pulso eléctrico:

- el primer pulso se realizé a 700 voltios. una resistencia de 28202 y capacitancia de 40uF.

Es importante que el tiempo de la descarga no sea menor de 1.3 mseg para que la eficacia
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de la transteccidn sea Optima:
- el segundo pulso lo realizamos fijando el voltaje en 150 V, 1200uF de capacitancia, siendo
la resistencia =.

Las células procedentes de cubetas transtectadas con el mismo pldsmido se reunieron
en un dnico tubo y se sembraron en los diferentes frascos Roux. Tras 24h de cultivo a 37°C
en condiciones estandar. se procedid a retirar el medio, v a anadir medio fresco; en el caso
del estudio con inhibidores. se¢ preincubaron las células transtectadas con el inhibidor una hora
antes de la adicion del TNFa.

En el ensavo de la actividad de distintas regiones del promotor se realizd
cotransfeccion de las construcciones CAT con Yug de pldsmido LTR-LUC por cada 5.10°
células en las mismas condiciones expuestas anteriormente.

La actividad luciferasa se determind en una alicuota de la suspension celular. Las
células se resuspendieron en 100ul de tampon de lisis pH 7.8 (25mM Tris base: 8mM MgCl,;
ImM DTT: 1% Triton X-100: 1% BSA: 15% glicerol) y se determino la actividad con un
lumindmetro LUMAT LB 950] (Berthoid), que invecta 100ul de tampoén de reaccidn (ImM

Luciferina: 20mM ATP).

3.11.3. Mediciéon de la actividad cloranfenicol acetiltransferasa (CAT assay)

Tras la incubacion de 24h. se elimino ¢l medio de cultivo, se lavaron las células con
PBS. se rasparon v se centrifugaron a 12Krpm. 20 segundos. 20°C. El precipitado celular se
resuspendio en Tris-ClH 0.25M (pH 7.5). Tras ello, se rompieron las células por sonicacidn
en hielo. Con la rotura de las células se logro que se liberase la enzima cloranfenicol
acetiltransferasa que hubieran podido sintetizar.

Para medir [a actividad de esta enzima se tomaron 103.25u4l del lisado celular y se
combinaron con Sul de “*C-cloranfenicol, 20ul de acetil coenzima A 4mM y 21.75ul de Tris
2M (pH 7.4). Esta mezcia se incubd a 37°C durante 2 horas para que la enzima existente

pudiera acetilar al "*C-clorantenicol. Este y sus derivados acetilados se extrajeron con 1ml de
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acetato de etilo y centrifugacién durante 2 minutos a 12000g y 20°C. Tras ello, se tomaron
900ui del sobrenadante de acetato de etilo y se evaporaron a vacio. El sedimento seco, donde
permanecen los derivados del cloranfenicol, se redisolvieron en 10ul de acetato de etilo y se
aplicaron sobre una limina de cromatografia en capa fina de silicagel. El cromatograma se
desarrollé utilizando como liquido de elucién 200ml de cloroformo/metanol (190:10, viv),
durante 2h. Tras este tiempo se seco la cromatogratia v se expuso a autoradiografia durante
24h. a temperatura ambiente. Las marcas resultantes se leyeron por densitometria.

La actividad cloranfenicol acetiltransferasa se expresa en porcentaje de cloranfenicol

total que se encuentra en forma acetilada por 5.10° células.

3.12. Determinacidn de la concentracion de proteinas

La concentracion proteica se determino por ¢l método de Bradford (1976) utilizando

albumina de suero bovino (fraccion V) como patron.

. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados se analizaron mediante el test de la ¢ de Student. aceptando como

a

3.1

signiticativas las diferencias con p<().05 (Colton. 1974).
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4.1. EFECTOS DEL TNFa SOBRE LA PRODUCCION DE PROTEINAS
COLAGENAS Y NO COLAGENAS

4.1.1. Produccién de coligeno

El TNFa (0.6nM) provoca en cultivos de lipocitos un significativo descenso en la
produccion porcentual de colageno respecto al total de proteinas sintetizadas por esas células
(5.0+1.1 vs. 3.740.9%; p<0.001). Este efecto inhibitorio lo detectamos también en otras lineas
celulares (fibroblastos humanos y células de la linea 3T3) (Fig. 1). La inhibicién fue mas

evidente y significativa cuando la concentracion de TNFa en el medio fue mayor (1.2nM)

(5.0+£1.1 vs. 3.040.5%: p<0.001) (Fig. 2).

+.1.2. Produccion de proteinas no coligenas

En teoria. un descenso en el porcentaje de colageno producido puede deberse tanto
a una disminucion e¢n la produccion de coldgeno como a un ascenso en la de proteinas no
coldgenas. Sin embargo. la incorporacion absoluta de ["H]prolina a estas dltimas proteinas no
se modifico signiticativamente (con 0.6aM de TNFa. 719+212 vs. 74845 dpm x 10°/placa;
n.s.) (Fig. 3). mientras que al mismo tiempo se comprobaba un descenso de la incorporacién

de la ["H]prolina al coligeno del 26% (3626 vs. 27+5 dpm x 10°/placa. p<0.01).

4.2. EFECTOS PROLIFERATIVOS Y CITOTOXICOS

4.2.1. Proliferacion

Uno de los efectos bioldgicos, bien conocido, del TNFa es el de inducir la
proliferacidn celular en cultivos. Existia por ello la posibilidad tedrica de que la inhibicion
de fa produccion de coldgeno no tuera mas que la consecuencia de 1a desviacion de la sintesis
proteica desde el coldgeno. proteina tuncional de exportacion, hacia otras estructurales
intracelulares. necesarias para la proliferacion celular. Por esta razon, medimos los efectos que
tiene ¢l TNFa sobre la incorporacién de {a [6-"H]timidina a las células en las condiciones en

que estabamos realizando los estudios. Este experimento nos mostrd que el TNFa, en las
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condiciones en que se desarrollan estos estudios, no influye sobre la proliferacién celular. La
incorporacién de [6-’H]timidina a las células fue idéntica en las expuestas al TNFa que en

las utilizadas como control {Fig. 4).

4.2.2. Citotoxicidad

También es bien sabido que el TNFa se comporta como citotoxico sobre algunas
lineas celulares. Por ello. existia la posibilidad de que el descenso de la produccion de
colageno expresase la reduccion de la viabilidad de esas células expuestas al TNFa. Con este
fin realizamos dos tipos de mediciones para detectar ese presunto daio celular: el recuento

de células antes v tras 24h de exposicion al TNFa v el calculo del porcentaje de LDH celular

que se habia liberado ai medio.

= El descenso dei numero de celulas tras 24h de exposicion al TNFa no se diferencia
signiticativamente del que se observo en las células controles en ese mismo tiempo (Fig. 5).
Tampoco se observo una alteracion en su morfologia caracteristica.

~ El porcentaje de I.DH en ei medio de cultivo de las células expuestas durante 24h al TNFa

no se diferencid significauvamente del de las células controles (Fig. 6).

+.3. NIVELES INTRACELULARES DE PROLINA

[.a cuantia de coldgeno producida por una célula puede estar limitada por la de
amincdcidos disponibles. De éstos. el mas representativo de esta proteina. y uno de los mas
abundantes. es la prolina. Una ausencia de este aminedcido en el medio o un trastorno en su
transporte al interior de las células puede traducirse en una menor produccidn de coldgeno.
Por esta razon determinamos el efecto del TNFa sobre el transporte de este aminodcido a las
células. Para ello medimos la [*H]prolina (DPM) intracelular tras 24h de exposicion a las
células. La metodologia seguida para ello es la expuesta en el punto 3.5.

Como muestra la tigura 7 no existian diferencias significativas en el poof intracelular

de prolina entre ambos grupos de células.
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44. SECRECION DE_COLAGENO E HIDROXILACION DE LA PROLINA

INTRACELULAR

El coldgeno, una vez sintetizado en los ribosomas, sufre una serie de cambios
postraduccionales que son imprescindibles para su secrecion. Entre estos cambios destaca la
hidroxilacion de la prolina y de la glicina. Si la primera de estas hidroxilaciones no se
produce. los péptidos de coldgeno no se unen entre st y el colageno no puede ser secretado.
Por ¢llo. un posible mecanismo para la inhibicion de la produccion de colageno pudiera ser
a traveés del blogueo de la hidroxilacion de la prolina. Para explorar este mecanismo
realizamos dos tipos de experimentos: {4.4.1.) Efecto del TNFa sobre la secrecion del
coldgeno. Esta medicion detecta cualquier defecto postraduccional, incluido el de la
hidroxtlacion de la prolina. que pudiera ser critico para la secrecion de coldgeno: (4.4.2)
Efecto sobre la hidroxilacion de la prolina.

4.4.1. El efecto del TNFa sobre la secrecion del coligeno se estudid determinando por
separado el coldgeno existente fuera v dentro de las células. Como muestra la Fig. 8, el TNFa
no intertiere con [os mecanismos necesarios para la secrecion del procolageno. La tasa de
secrecion de procoliageno en las células tratadas con TNFa tue idéntica a la de las células
controfes.

+.4.2. La determtnacion de la hidroxilacién de la prolina por el método dual (Chojkier et
al.. 1980) mostrd que las celulas expuestas al TNFo no sufren modificacion significativa en

la hidroxilacion del colageno (Fig. 9).

4.5. NIVELES DE mRNA DE PROCOLAGENO o (I

Dado que el TNFa no moditica los mecanismos que sufre la molécula de procoldgeno,
se procedid a comprobar st la disminucion en la produccidn de coliageno se debe a un
descenso en su sintesis o a un aumento en su degradacion. Para ello se determind la cuantia
de mRNA de precoliageno o (I). al ser este el transcrito de coldgeno producido

mavoritariamente por los lipocitos en cultivo (Greenwel et al., 1991).

-70 -



RESULTADOS

Los niveles de mRNA de procolageno o (I) de los lipocttos incubados durante 24h con
0.6nM de TNFa se redujeron en un 37% respecto a los controles (100+0 vs. 64+15; p<0.001)
(Fig. 10). Ademas, el efecto inhibitorio es dependiente de la dosis y del tiempo de exposicién
al TNFa (Fig. 11 y Fig. 12, respectivamente}. El mayor efecto inhibitorio se obtuvo tras 24h
de incubacion de los lipocitos con una concentracion de TNFa de 0.6nM (Fig. 12). El
descenso en los niveles de mRNA de procoligeno inducido por el TNFa requiere
incubaciones prolongadas. aunque revierte paulatinamente (posiblemente por la degradacion
de la citoquina).

La disminucion de la produccion de colageno en lipocitos de cultivo tratados con
TNFa esta, por tanto. asociada con un descenso en el mRNA de procoldgeno a,(I), lo cual
indica que esta citoquina ejerce su etecte inhibitorio. al menos, a nivel pretranscripcional.

Cuando bloqueamos la sintesis proteica con cicloheximida (0.1mM} se observa que
desaparece el efecto inhibitorio del TNFa sobre el mRNA de procolageno o (I) (Fig. 13).
Esto podria indicar que es precisa la sintesis de novo de una proteina para que se produzca

el efecte completo del TNFa.

Una vez que se comprobo [a disminucion de mRNA, se investigaron los mecanismos

utilizados por el TNFa para producir este etecto.

4.6.1. Union del TNFa a su receptor

La respuesta celular al TNFa se inicia con la union de esta citoquina a receptores de
alta afinidad situados en la membrana (Old, 1985: Beutler & Cerami. 1986; Scheurich ez al.,
1986).

La unidn del [""1I]TNFa a sus receptores sigue una cinética sigmoidea, alcanzindose

la saturacion a la concentracion de 400pM, que se corresponde con 10900+690cpm (Fig. 14).
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4.6.2. Internalizacion

Algunos autores indican que el TNFa, antes de desencadenar sus actividades
biologicas, se internaliza en acidisomas (Ruff & Gifford, 1981; Tsujimoto er al, 1986;
Mossetmans et al., 1988; Smith et al., 1990; Yoshimura er al., 1990). Por ello procedimos a
inhibir la internalizacion del complejo receptor-TNFa con cloroquina (100uM). Sin embargo,
no se modificd ¢l efecto estudiado del TNFa, lo cual indica que este proceso no es
imprescindible para que se desencadene la inhibicion de la sintesis de mRNA de procolageno

o,(1) (Fig. 15).

4.6.3. Proteinas G

Postertormente estudiamos el papel de las proteinas G. ya que se han descrito efectos
del TNFa en los que estas proteinas parecen estar implicadas (Hepburn er al., 1987; Yamato
et al.. 1989). La inhibicion de la proteina G acoplada al receptor del TNFa mostro que se
trata de una proteina G sensible a toxina pertussis. Existe un bloqueo del efecto inhibitorio
del TNFo sobre jos miveles de mRNA de procolageno «,(I) cuando las células han sido
preincubadas con 10ng/ml de toxina pertussis 24h antes de tratarias con TNFa (Fig. 16).

También se estudio la sensibilidad de la proteina G a la toxina colérica (0.4ug/ml}). La
activacion de esta proteina eteva los niveles de cAMP, cuyos efectos sobre {a sintesis de
coldgeno son claramente inhibitorios (Perr e al.. 1988). de forma similar a la del TNFa. Sin
embargo, el efecto de esta toxina era aditivo con ¢l efecto del TNFa. lo cual indicaria que
la proteina G estudiada, en principio, no activa fa adenilato ciclasa, sino que son dos vias
independientes (Fig. 16).

Ninguna de las dos toxinas modifico la afinidad del TNFa por sus receptores.

4.6.4. Via de la fosfolipasa A, v del icido araguiddnico
Las proteinas G pueden estar acopladas a la fosfolipasa A,. Numerosos autores han

observado que el TNFa induce la activacion de esta enzima y que su citotoxicidad desaparece
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al inhibirta (Matthews er al., 1987, Clark er al., 1988; Neale er al.. 1988, Spriggs et al.,
1990). Algunos productos de la accion secuencial de la PLA, y de la ciclooxigenasa. las
prostaglandinas, ademads de ser mediadores de distintos efectos biolégicos del TNFa (Dayer
et al., 1985), pueden inhibir la sintesis de coldgeno (Varga et al, 1987). Por esto estudiamos
la capacidad del TNFa de inducir la activacion de la PLA,. Para ello utilizamos como
inhibidores directos de esta enzima el BPB (20u4M) y la quinacrina (2uM), y como inhibidor
indirecto la dexametasona (0.8uM). La diferencia entre ellos es que la ultima depende de la
sintesis proteica para ejercer sus efectos, ya que los corticosteroides inducen la sintesis de
proteinas como las lipocortinas. capaces de inhibir la PLA, (Davidson er al.. 1987).

Con ninguno de los 1res inhibidores utilizados observamos ¢l bloqueo del efecto
inhibitorio del TNFa sobre el mRNA de procolageno a(I) (Fig. 17).

La sintesis de dcido araquidonico, en la mavoria de las células. depende de la actividad
PLA.. Sin embargo, este metaboiito puede originarse a partir del diacilglicerol (Mauco et al.,
1984, v aungue la PLA, no esté impiicada. puede existir una activacion de la lipoxigenasa
o de la cicloxigenasa por accion del TNFa. De hecho. se ha descrito que en células
quiescentes adipogénicas ¢l TNFa causa la induccidn de los protooncogenes c-fos y ¢-jun
mediante los metabolitos generados por la lipoxigenasa (Chang et al.. 1992).

La inhibicidn de la lipoxigenasa se realizo con NDGA (24uM) v la de la cicloxigenasa
con indometacina (100uM). En ninguno de los dos casos encontramos evidencias de la
implicacion de estas vias en la transduccion de senal del TNFa. En el caso de la
preincubacién con indometacina se observa un ligero aumento en los niveles de mRNA de
procoldgenc o (1); sin embargo. este inhibidor, por si mismo, ¢s capaz de aumentar de forma
considerable los niveles del transcrito estudiado respecto al nivel basal (produce un
incremento  del 66%), probablemente por inhibicion de la sintesis enddgena de
prostaglandinas. Tomando como controles los niveles de mRNA de procolageno de las células
tratadas con indometacina, el porcentaje de mRNA de las células tratadas con TNFa e

indometacina sigue disminuido (57% de inhibicién con TNFa respecto a los controles sin
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tratar vs. 59% de inhibicién con TNFa e indometacina respecto a los controles de
indometacina) (Fig. 18). Ademds, la indometacina disminuy6 en un 38.9% la union del TNFa
a su receptor. Aunque no se ha comprobado la relacion entre el nimero de receptores y el
efecto de la citoquina, no se puede descartar que un descenso en la unidn sea responsable de

la menor respuesta al TNFao obtenida en células preincubadas con este inhibidor.

4.6.5. Yia de la fosfolipasa C

La proteina G sensible a toxina pertussis tambi€n puede activar una fosfolipasa C. El
bloqueo de la PI-PLC con neomicina (250uM) no altero el efecto del TNNFa sobre los niveles
de mRNA de procoldgeno (Fig. 19).

La fosfolipasa C también puede actuar hidrolizando la fostatidilcoiina de la membrana
cetutar. Sin embargo, el BPB (inhibidor de la PLA, que también es capaz de bloquear ia PC-
PLC insensible al calcio) no moditico el efecto estudiado del TNFa, como va se ha indicado
(Fig. 17).

Otro inhibidor de distintas fostolipasas es la gentamicina (Floru er al, 1991). La
gentamicina (Sug/mi) anuld completamente la disminucion producida por ei TNFa sobre el
mRNA de procoligeno (Fig. 19).

Estos resultados indican que la proteina G activada por el TNF estd acoplada a una
fostolipasa. Esta enzima no parece pertenecer al grupo de la PLA,, ni al de la PI-PLC, ni ser
una PC-PLC independiente de calcio. va que no es sensible ni a la neomicina ni al BPB, pero
si a la gentamicina.

Dos segundos mensajeros implicados en la transduccion de senal de muchos agonistas
son el diacilglicerol (DAG). activador fisiologico de 1a PKC, que trasloca esta enzima del

citosol a la membrana. y el Ca*™ intracelular libre.

4.6.5.1. Calcio intracelular libre

Los niveles de Ca™* intracelular libre pueden incrementarse mediante la movilizacidn
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de este ion desde los almacenes intracelulares, o mediante su entrada a través de canales de
calcio dependientes de voltaje localizados en la membrana plasmatica.

Por otra parte. el calcio disminuye la sintesis de coldgeno en fibroblastos humanos
(Flaherty & Chojkier. 1986), siendo por ello un posibie efector de la inhibicion del mRNA
estudiado.

El tratamiento de los lipocitos con el iondforo A23187 (10uM), que libera Ca* del
reticulo endoplasmico, produce un descenso en los niveles de mRNA de procolidgeno a (I).
Este efecto es sinérgico con el producido por el TNFa (Fig. 20).

Un aumento en fos niveles de Ca™ también podia deberse a que el TNFa activase los
canales de Ca’. y permitiera la entrada de este ion. Para investigar esta posibilidad,
procedimos a bloquear los canales de calcio de la membrana ceiular con verapamil {10mM).
Este tratamiento dio lugar, en las células controles, a un aumento de la sintesis de mRNA de
procolageno. como cabia esperar. Sin embargo, cuando se adiciond TNFa a las células
tratadas con este agente. se¢ observo gue ¢l efecto inhibitorio de la citoquina no sélo no
desaparecia. sino que es mucho mavor (Fig. 20). Estos resultados sugieren que el efecto
inhibitorio del TNFa no depende del calcio extracelular,

Por ello procedimos a eliminar en o posible el efecto del calcio intracelular. Aunque
generalmente se realiza quelando el calcio extracelular con EGTA e impidiendo la
movilizacion del intracelular con Quin-2 ¢ TMB-8 (hidrocloruro de 8-(dietilamino)octil-3,4,5-
trimetoxibenzoato) (Hasegawa & Bonavida. 1989). en cultivos de células adherentes este
sistema da lugar a una mortalidad elevada. debido fundamentalmente a la eliminacion del
calcio extracelular. Para evitar este efecto tdxico modificamos esta técnica, impidiendo la
entrada de Ca™ extracelular con verapamil. Los lipocitos se preincubaron 2h con Quin-2/AM
(40uM) y verapamil (10mM). La efectividad del sistema se estudié adicionando a las c€lulas
tratadas con estos dos inhibidores melitin (1ug/ml); este agente incrementa la concentracion
de Ca™* libre (Mix ¢t al.. 1984; Hasegawa & Bonavida, 1989). El incremento inducido por

el melitin fue anulado por el efecto dual del Quin-2/AM y del verapamit (Fig. 21a).
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Una vez comprobado el funcionamiento de la inhibicién, adicionamos TNFa a las
células preincubadas con Quin-2/AM y verapamil. La inhibicién de los niveles de mRNA de
procotdgeno a,(I) producida por la citoquina se redujo, alcanzdndose el nivel que presentan
las células tratadas solamente con los inhibidores (Fig. 21b).

Hay que indicar que ninguno de los agentes utilizados (iondforo A23187, verapamil,

Quin-2/AM) modificé la unién del TNFa al receptor.

4.6.5.2. Calmodulina

Muchas de las acciones intracelulares del calcio tienen lugar por su unidn a la
caimodulina (England. 1986). Ademas. ¢l efecto ciiotoxico del TNFa ha sido relacionado con
esta proteina ampliamente distribuida y con gran afinidad por el caicio (Das et al., 1990).

Por ello. al observar una posible implicacion del calcio en la disminucidn del mRNA
de coldgeno. comprobamos el efecto de distintos inhibidores de la calmodulina. El
caimidazotium (10uM). ¢l TFP (10uM) v el W-7 {10uM), todos ellos inhibidores de esta
proteina. presentan un etecto estimulante de la sintesis de mRNA de procoldgeno o,(I). La
respuesta al TNFa en las células tratadas con estos inhibidores, en todos los casos fue un
incremento en {os niveles de este mRNA, aunque no se anuld el efecto de esta citoquina (Fig.
22). El aumento observado no es atribuible a una modificacion en el nimero de receptores

de TNF.

4.6.5.3. Proteinquinasa C

Ot-as proteinas dependientes del Ca™ intracelular son varias isoformas de la PKC.
Como va se ha indicado. el activador fisioldgico de la PKC es el DAG. La activacion de la
PKC en nuestro estudio era bastante probable. ya que el DAG es un segundo mensajero
generado por la accién de distintos tipos de tostolipasas.

Aunque el papel de la PKC en la transduccién de senal del TNFa es actuaimente

motivo de controversia. algunos efectos de esta citoquina sobre Ia regulacion de distintos
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genes no se producen en presencia de inhibidores de esta enzima (Sehgal ez al., 1987,
Hamamoto et al., 1990, Cao e al, 1992). La adicién de dos inhibidores cldsicos de esta
enzima, el H-7 (50uM) y la estaurosporina (0.5uM), no evito el efecto del TNFa sobre el
mRNA estudiade. Es mds, estos inhibidores disminuven los niveles de mRNA de procoldgeno
a,(I) por si mismos, y las c€lulas preincubadas con los inhibidores responden ai TNFa con
un descenso mayor en los niveles de este transcrito (Fig. 23). La unién de la citoquina a su
receptor no se alterd con ninguno de los dos inhibidores utilizados.

Estos resultados indicarian que [a PKC no es mediadora de los efectos inhibidores de
la sintesis de este mRNA.

Ya que no fue posible descartar la activacion de una PKC por ¢l DAG, también se
estudio la posible metabolizacion de DAG a AA. inhibiendo la DAG lipasa con RHC80267
(50uM); sin embargo. como era de esperar por los resultados obtenidos con los inhibidores
de la ciclooxigenasa v de la lipooxigenasa, esta via metabdlica no esta implicada en el efecto

estudiado (Fig. 24).

4.6.6. ¥ia de la adenilato ciclasa

Como va se ha indicado, la proteina G estudiada no es sensible a toxina colé€rica, ya
que el efecto de esta toxina es aditivo al inducido por el TNFa. Sin embargo, no se puede
descartar una activacion indirecta de la adenilato ciclasa ni un aumento en los niveles de
cAMP. De hecho, es posible que la adenilato ciclasa se active por la accion de una
calmodulina (England. 1986).

La produccion ce coldgeno en tibroblastos humanos disminuye en relacién con niveles
elevados de cAMP (Baum ef al., 1978), y ¢l TNFa en algunos casos eleva estos niveles
(Zhang et al.. 1988).

Por ello, procedimos a comprobar que accion tenia este segundo mensajero sobre el
mRNA de procoldgeno. La activacion de la adenilato ciclasa con forskolina (100uM) y la

adicion de un analogo del cAMP, el 8-bromo-cAMP (1mM) dan lugar a una disminucion en
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el mRNA de procoligeno a,(1). El efecto de estos compuestos es sinérgico con el del TNFa
(Fig. 25). Esto indicaria que la activacién de la adenilato ciclasa es una via paralela a la
utilizada por el TNFa.

Hay que resefar que en los lipocitos utilizados en este estudio los niveles elevados de
c¢cAMP inducidos por la forskolina y por el 8-bromo-cAMP no aumentan el nimero de
receptores. Dado que sélo el receptor de TNF de 75kD (TNF-R2) es sensible al cAMP
(Hohmann et al., 1990), es bastante probable que la mayor poblacion de receptores (si no la
unica) en estas células sea de 55kD (TNF-R1).

[La inhibicion de proteinquinasas dependientes de cAMP mediante H-8 (50uM) da
lugar a un aumento cn los niveles basales del mRNA estudiado, como era de esperar, y
reviente en parte tos efectos del TNFa sobre este transcrito (Fig. 26). Esto indicaria que es
posible que exista una activacion ligera de una PKA. aunque esta enzima no sea la

responsable directa del efecto inhibitorio del TNFa.

4.6.7. Implicacion de NF-xB en [a senal inducida por el TNFa sobre los lipocitos en

cultivo

El TNFa es uno de los pocos inductores fisioldgicos del NF-xB. factor de
transcripeion pleiotropico implicado en muchas de fas acciones de esta citoquina sobre tipos
celulares muy diversos.

Existen numerosos genes gue presentan sitios de unidén a NF-xB. Por ello se ha
sugerido que este factor de transcripcion representa el sistema de "terceros mensajeros” mas
impontante utilizado por las sefales regulatorias de genes desencadenadas por el TNFa
{Meichle er al., 1990).

Como va se ha indicado en la introduccion, el mantenimiento de la actividad NF-xB
requiere la sintesis proteica continuada de este factor de transcripcion. Ademads de la sintesis
protefca. su expresion también requiere de la presencia continuada del TNFa (Hohmann er

al.. 1991). Estas dos caracteristicas también son precisas en la regulacién de la expresién del
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gen del coldgeno a,(I).

Por estas razones estudiamos la posible activacién de NF-xB inducida por el TNFa
en los lipocitos en cultivo, mediante su incubacién durante 24h con y sin la citoquina.

El ensayo de retardo en gel mostré que fos lipocitos en condiciones basales no
presentan NF-kB activado, como cabia esperar. Sin embargo, el tratamiento prolongado de
las células con TNFa (0.6nM) induce la expresion de este factor de transcripcién (Fig. 27).

Existen numerosos segundos mensajeros que son inductores de NF-xB. Dado que los
efectos del TNFo sobre el mRNA de procoldgeno a,(I) parecian estar mediados por el Ca™
{ibre intracelular liberado de los almacenes intracelulares, procedimos a comprobar si este
mismo mediador estaba implicado en la expresion de NF-xB.

Para ello bloqueamos la entrada de calcio extracelular con verapamil (10mM) y
quelamos el calcio libre intracelular con Quin-2/AM (40uM). Este tratamiento, en las células
controles, no induce la activacion del factor de transcripcion estudiado, pero en las células
tratadas con TNFa (0.6nM) elimina casi totalmente la banda correspondiente a NF-xB
(Fig. 27).

Estos resultados confirmarian el importante papel que juega el Ca® procedente de los
almacenes intracelulares en la sefial desencadenada por €l TNFa en los lipocitos en cultivo
v. aungue no hemos estudiado si existe una relacién directa entre NF-xB y el promotor del
gen de procoldgeno a(I). no se puede descartar la implicacion de este factor de transcripcion

en el efecto estudiado.

17. EFECTOS DEL TNFa SOBRE (L PROMOTOR DEL GEN DEL

PROCOLAGENO o (1) MURINO

El descenso en la produccion de coligeno. como se ha visto en el punto 4.5., esta
asociado con la disminucion en el mRNA de procoligeno o (I). Esto indica que el TNFa
tiene un efecto inhibitorio pretraduccional sobre la sintesis de coldgeno.

La regulacion de la expresion de los genes de los distintos coldgenos se produce
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fundamentalmente a nivel transcripcional (Bornstein & Sage, 1989).

La accion del TNFa sobre el promotor de procolidgeno o ,(I) se estudid transfectando
los lipocitos con el plasmido circular COLCAT]. Este plasmido contiene un fragmento de,
aproximadamente, 3.6kb que corresponde al promotor integro del gen del procoldgeno o{I).
El tratamiento con TNFa durante 24h de las células transfectadas con el plasmido COLCAT1
produjo una marcada inhibicion de la actividad cloranfenicol aciltransferasa (Fig. 28). Estos
resultados confirman la hipotesis de que la citoquina estudiada ejerce una modulacion de la
sintesis de coldgeno a nivel transcripcional mediante la inhibicién del promotor del gen de

proceldgeno.

4.8. REGIONES DEL PROMOTOR SOBRE ILAS QUE ACTUA EL TNFq

El estudio de la region. o regiones, del promotor implicadas e¢n la inhibicién de la
transcripcion del gen estudiado se realizo cortando este promotor por dos puntos sensibles a
enzimas de restriccion.

La enzima de restriccion Hind I corta el promotor a 2300bp por encima del origen
de transcripcion, perdiéndose fas 1400bp distales. aproximadamente, v linearizdndose el
pldsmido. A la secuencia obtenida por la digestion del COLCAT1 con esta enzima se le
denomina COLCAT..

El corte del plasmido COLCATI1 con la enzima de restriccion Pst I elimina
aproximadamente la region del promotor localizada por encima de -1700. perdiéndose unas
2000bp distales. A este DNA lineal obtenido por digestién de COLCAT! con Pst I se le
denomina COLCAT7.

Para analizar la base molecular de la inhibicidn inducida por el TNFa es importante
identificar los mecanismos que modulan normalmente ef gen de procoldgeno «,(I). Por ello,
se procedio a determinar el etecto de cada una de las tres regiones del promotor de este gen
sobre la expresion de la clorantenicol acil transferasa en los lipocitos en cultivo. Con este fin,

se realizo la cotransfeccion de cada uno de ios DNA quiméricos (COLCAT1, COLCAT?2 y
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COLCAT?7) junto con plasmido LTR-LUC. En el lisado celular obtenido segun se especifica
en "Material v Métodos" se determind la actividad CAT, y en una alicuota se cuantifico la
actividad luciferasa. Esta ultima se utiliz0 para normalizar la actividad CAT en funcion de
la eficacia de la transfeccion. Como se observa en la tigura 29, las 1400 pares de bases
eliminadas con el corte con Hind III apenas modifican la expresién de 1a CAT (porcentaje de
acetilacion: 32% con COLCATI vs. 29.3% con COLCAT?2). Sin embargo, la secuencia de
600 pares de bases entre los puntos Hind II v Pst 1 es una region inhibidora de la
transcripcion del gen de procoldgeno oy (1), yva que el grado de acetilacion obtenido en las
celulas transfectadas con COLCAT?7 era muy superior al de las transfectadas con COLCAT2
(29.3% con COLCAT2 vs. 44.5% con COLCATT).

Posteriormente estudiamos el etecto del TNFa sobre estas tres regiones del promotor.
Cuando los lipocitos fueron transfectados con COLCATZ. el efecto inhibitorio del TNFa
descrito sobre COLLCATI no solo no desaparecia. sino que era mucho mds potente. Sin
embargo. en las células transtectadas con COLCAT7 el TNFa incremento el porcentaje de
acetilacion respecto a su control (Fig. 30).

Estos resultados indican que. aunque el efecto resultante de la accién de esta citoquina
sobre la transcripcion del gen estudiado sea inhibidor, el TNFa ejerce una estimulacion
potente de ia region del promotor comprendida entre el origen de transcripcion y 1700bp por

encima de ésie,

49. VIAS MODULADORAS DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE

PROCOLAGENO «,(It MURINO

El estudio de la inhibicidn de la transcripcion del gen de procoldgeno a(l) se realizd
sobre células transtectadas con COLCAT2, ya que los resultados expuestos anteriormente
indicaban que era esta region del promotor la mas directamente implicada en la respuesta
inhibitoria de la sintesis de coligeno inducida por TNFa.

En los lipocitos transfectados con COLCATZ se estudiaron las vias del calcio y del
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cAMP, dado que los resultados obtenidos por ia técnica del Northern blot apuntaron la
posibilidad de que ambas vias estuvieran implicadas en el efecto inhibitorio estudiado.

El tratamiento de los lipocitos transfectados con COLCATZ con 8-bromo-cAMP
produjo un incremento en el grado de acetilacion del cloranfenicol, mientras que et H-8
(inhibidor de PKA) potenciaba aun mas el efecto inhibitorio del TNFa (Fig. 31). Estos
resuitados indicarian que ¢l CAMP. y la proteinquinasa dependiente de cAMP, si son
mediadores del efecto del TNFa sobre la sintesis de coldgeno, no actian en esta regién del
promotor.

Sin embargo. al anadir ionoforo de calcio A23187 a las células transfectadas se
observo que el calcio tenia la capacidad de inhibir la trascripcion del gen de procoligeno
actuando sobre esta region (Fig. 31). Estos resultados apovan claramente la implicacion del
calcio en la inhibicion de la sintesis de procoligeno a,(I) inducida por TNFa.

Como va se ha indicado. cuando las células se transfectaron con COLCAT7 y se
trataron con TNFa existia una estimulacion de ta acetilacién del clorantenicol marcado. Este
efecto estimulante desaparecio cuando los lipocitos trastectados habian sido preincubados con
H-7 {inhibidor de la PKC). Ademis. ¢l PMA también es capaz, como el TNFa, de estimular
la transcripcion en esta region del promotor (Fig. 32). Parece claro, por ello. que la PKC es
un segundo mensajero activado por el TNFa en nuestras células, aunque su papel mds bien
seria estimulante de la sintesis de colageno. Este papel activador de la PKC explicaria que
los niveles de mRNA de procolageno o (I) disminuyan cuando el TNFa actia en lipocitos
preincubados con los inhibidores de PKC, ya que éstos estarian anulando una via de
estimulacion de sintests de coldgeno utilizada también por el TNFa. De esta forma, sélo

estaria presente la via o las vias inhibitorias de esta sintesis activadas por el TNFo.
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Fig. 1. Efecto del TNFa sobre la produccién de coligeno en lipocitos, fibroblastos
humanos y en células 3T3.

Los cultivos celulares se incubaron durante 24 sin y con TNFa (0.6nM), y se
marcaron con 10uCi de L-[S-"H]prolina durante 4 horas en presencia de acido ascérbico
(0.2mM). La produccion de proteinas coldgenas v no colagenas se calculd a partir de la
radiactividad presente en las tracciones sensibles v no sensibles a fa colagenasa. Los valores

son la mediat+desviacion estandar de. al menos, tres experimentos independientes (p<0.001).

- 83 -



RESULTADOS

%

140g
% } 100422
o100 T
< |
— |
O
© 100
a 74+18
= !
S i
Q 80 }
S | 60410
D —
Q |
& 60
< |
~ |
tu
Q 40
= i
Q. !
O |
@ oo
£
=Z

|
Ctrl TNF 0.6nM TNF 1.2nM

Fig. 2. Inhibicién de la produccion de coligeno por los lipocitos tras su exposicion a
distintas concentraciones de TNF«a durante 24 horas.

Los lipocitos en cultivo se incubaron como se indica en !a Fig. 1. El grado de
produccion de colageno se calculo a partir de la radiactividad de las fracciones sensibles y
no sensibles a la colagenasa. Los resultados son la media+desviacion estdndar de tres

experimentos diferentes (p<0.001).
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Fig. 3. Efecto de distintas concentraciones de TNFa sobre la produccion de proteinas no

coldgenas por los lipocitos en cultivo.
Las células se trataron como se indica en {a Fig. 1. La produccidn de proteinas no
colagenas se determiné midiendo la radiactividad de la fraccion no sensible a la colagenasa.

Los resultados son la mediat+desviacion estindar de tres experimentos diferentes (n.s.).
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Fig. 4. Efecto del TNFa sobre la proliferacion celular.

Los cultivos celulares se incubaron durante 24 horas sin y con las concentraciones
indicadas de TNFa en presencia de 0.54Ci/ml de [6-"H}timidina. La sintesis de DNA se
calculd a partir de la radiactividad presente en la fraccion insoluble en dcido tricloroaceético
(10%). Los valores son la mediatdesviacion estandar de un experimento realizado por

duplicado.

- 86 -



RESULTADOS

. 2.510.0

—23;{;04 n.s.
2.340.2 J

1‘

— Control
1,5 : , : - : l—"TNF-'O.BnM
1 = TNF 1.2 nM

NUMERO DE CELULAS (10°)/PLACA

o' J
0O horas 24 horas

Fig. 5. Efecto del TNFa sobre la viabilidad celular.
Las células se incubaron durante 24 horas con las dosis de TNFa indicadas. El
recuento de células viables se realizo por la técnica del azul tripdn (0.1%). Los resuitados son

la mediat+desviacion estdndar de un experimento realizado por triplicado.
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Fig. 6. Efecto del TNFa sobre {a liberacion de LDH al medio de cultivo.

Las células se incubaron 24 horas con ¢l TNFa. Posteriormente se recogié el medio,
y las células se rasparon y se sonicaron. La determipacion de la LDH en las células y en el
medio de cultivo se realizo utilizando un ensayo comercial. Los resultados expresan el
porcentaje de la LDH liberada. y corresponden al valor medio+desviacion estindar de un

experimento realizado por duplicado.
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Fig. 7. Niveles de prolina intracelular en células tratadas con TNFa.

Las célutas de Ito se marcaron con L[5-'H]prolina como se indica en la Fig. 1. Tras
ello. se recogieron y se lavaron con PBS. La cantidad de prolina intracelular se determiné a
partir de Ia radiactividad del sobrenadante obtenido en la precipitacion de las proteinas con

acido trnicloroacético (10%).
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Fig. 8. Efecto del TNFa sobre la secrecién del coligeno.
Los cultivos celulares se incubaron 24 horas sin y con TNFa (1.2nM), y se marcaron
en las mismas condiciones indicadas en la Fig. 1. Tras ello, se determinaron por separado el

coldgeno secretado al medio de cultivo y el coldgeno celular, por el método de {a colagenasa.

Los resultados expresan el porcentaje de colageno secretado.
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Fig. 9. Efecto del TNFa sobre la hidroxilacion de la prolina.

Las células se incubaron 24 horas sin y con TNFa (1.2nM), y se marcaron durante 4
horas con 10uCi de L-[5-'H]prolina y 2uCi de L-["*C] prolina, en presencia de 0.2mM de
dcido ascorbico. El grado de hidroxilacion se calculd a partir de la radiactividad presente en
la fraccion sensible a la colagenasa, aplicando la formula indicada en el punto 3.7. Los

resultados son la media+desviacion estindar de, al menos, tres experimentos independientes.
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Fig. 10. Efecto del TNFa sobre los niveles de mRNA de procoligeno o,(1) en las células.

Los cultivos de lipocitos se trataron sin y con TNFa (0.6nM) durante 24 horas. 10ug
del RNA citoplasmico se corrieron en gel de agarosa/tormaldehido (1%) y se transfirieron por
capilaridad a un fitro de nvlon. Los tiltros se hibridaron con la sonda de procoldgeno a,{l)
marcada. Los filtros se expusieron a pelicula de ravos X a -70°C. Resuitados obtenidos de,

al menos, tres experimentos independientes (p<0.001).
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Fig. 11. Efecto de distintas concentraciones de TNFa sobre los niveles de mRNA de
procoligeno o,(l) en las células.
Las células se trataron sin v con distintas concentraciones de TNFea durante 24 horas.

La técnica empleada en ¢l experimento es la indicada en la Fig. 10.
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Fig. 12. Modificacion de los niveles de mRNA de procoliageno o, (D) en células de Ito tras

su exposicion al TNFa (0.6nM) durante distintos tiempos.
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Fig. 13. Anilisis del mRNA de procoldgeno o,(l) de lipocitos tratados con TNFa y
cicloheximida.

Los lipocitos se incubaron 24 horas con H-MEM suplementado con 10% de suero de
ternera tetal. glutamina y aminoacidos no esenciales, con TNFa (0.6nM), con TNFa (0.6nM)

y cicloheximida (100uM), v con cicloheximida (100uM).

.95 .



RESULTADOS

cpm x 10°

20

I
] ~ Union total }

| — Unidn especifica
10 |
* Unian inespecifica |
i B

i 1 —
T

0"‘ t T 1
50pM 200pM  400pM 1000pM

CONCENTRACION DE TNFax

Fig. 14. Union del TNFa a sus receptores de membrana.

Los lipocitos confluentes se incubaron con distintas concentraciones de ['“IJTNFa y
un exceso de 100 veces de TNFa durante 24 horas a 4°C. Posteriormente se lavaron las
células con H-MEM completo frio, y se lisaron con SDS (0.1%). La radiactividad se
determmd en un contador tamma. Resultados obtenidos de un experimento realizado por

duplicado.
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Fig. 15. Inhibicion de la internalizacion del TNFa con cloroguina.
Los lipocitos en contluencia se preincubaron 2 horas con cloroquina (100uM), y se

incubaron 24 horas con medio compieto, y con TNFa (0.6nM).
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Fig. 16. Efecto de las toxinas ADP-ribosilantes sobre las proteinas G.

Los cultivos celulares se preincubaron 24 horas con toxina pertussis (100ng/ml), y 2

horas con toxina colérica (0.4ug/mi}. y se incubaron 24 horas con medio compieto, y con

TNFa (0.6n1M).
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Fig. 17. Efecto de distintos inhibidores de la fosfolipasa A,.

a. Control de la inhibicion ejercida por el BPB. utilizando el melitin (1gg/ml) como
estimulante de la PLA,.

b. Los lipocitos contluentes se preincubaron con BPB (20uM), quinacrina (2uM) vy
dexametasona (0.84M) durante 2 horas. Transcurrida la preincubacion. las células se

incubaron 24 horas con medio completo y con TNFa ((.6nM).
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Fig. 18. Inhibicion de la lipoxigenasa y de la cicloxigenasa.

Efecto de la preincubacion de los cultivos durante 2 horas con NDGA (24uM) y con

indometacina (100uM). Posteriormente los lipocitos se incubaron 24 horas con medio

completo v con TNFa (0.6nM).

- 100 -



RESULTADOS

INHIBICION

GENTAMICINAY
NEOMICINAY E TNF

MEMBR,
CELULAR

mMRNA DE PROCOLAGENO <, (1)

g,
Yo

/] 132.4
140 ‘

i
: 1
i )
| .- 1
120} oo |
_ Lo
=z : 8.1
3 100t 88.1 84.2 J
g ' ) 77.2 |
w 1 } :
g 80! 764.6(
o 1 !
Q ! -‘
g 60} |
o | .
w E !
< 40l J
3 407 |
x i [
g »
201 ’
| 4 J 1V
OV’
cinl. TNF TNF + NEOM, TNF + GENT,
0.6 nit NEOM. (250 pM) GENT. (5ug/ml)

Fig. 19. Inhibicién de la fosfolipasa C.
Los lipocitos se preincubaron 2 horas con neomicina (250uM) v con gentamicina

(Sug/ml), y se incubaron 24 horas en medio completo v con TNFa (0.6nM).
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Fig. 20. Efecto del calcio citesolico sobre el mRNA de procoligeno o (I).

Los lipocitos contluentes se preincubaron 2 horas con verapamil (10mM) y se
incubaron 24 horas con medio completo sin y con TNFa (0.6nM) y con ionotoro A23187
(10uM).
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Fig. 21. Efecto del TNFa sobre la movilizacién del calcio.

a. Control de la inhibicidn ejercida por el verapamil y el Quin-2/AM, utilizando el melitin
(1ug/ml) como inductor de la liberacion de Ca** de los almacenes intraceluiares.

b. Los lipocitos se preincubaren 2 horas con Quin-2/AM (40 M) para evitar la movilizacion
del calcio intraceluiar, y con verapamil {0.1mM) para impedir la entrada y la satida de calcio
en la célula. La incubacion de 24 horas se realizo en medio completo sin TNFa y con TNFa
(0.6nM).
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Fig. 22. Inhibicion de Ia calmodulina.
La premcubacion con el calmidazohum (10M), con TFP (10uM) y con W-7 (10uM)
se realizd durante 2 horas. Tras ella. las ¢élulas se incubaron 24 horas con medio completo
y con TNFa (0.6nM).
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Fig. 23. Inhibicién de la proteinquinasa C.
a. Control de la inhibicion ejercida por el H-7, siendo el PMA (100ng/ml) el estimulante de
la PKC.
b. Los lipocitos en confluencia se preincubaron 2 horas con estaurosporina (0.5uM) y con
H-7 (50uM). Transcurrido este tiempo, se mantuvo una incubacion de 24 horas con medio

completo y con TNFa (0.6nM).

- 105 -



RESULTADOS

INHIBICION

(MEMBR. T RECEPTO
| CELULsR] | ROT. G ==

‘DAG RHCw

mMRNA DE PROCOLAGENO <« (1)

140 125.7

120

100

100} | 83.8 83.8

sof |

mRNA DE PROCOLAGENG ¥ (1]

20

0 IV T ey W)

Ctri. TNF TNF + RHC
0.6 nM RHC (50 uM)

Fig. 24. Inhibicion de la diacilglicerol lipasa.
El cuitivo celular se preincubd 2 horas con RHCB0267 (50uM), y se incubo 24 horas

en medio complete, sin v con TNFa (0.6nM).
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Fig. 25. Efecto del cAMP sobre los niveles de mRNA de procolidgeno o (I).
Los cultivos celulares se incubaron durante 24 horas en medio completo, con TNFa
(0.6nM), con 8Br-cAMP (1mM) y con forskolina {100uM).
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Fig. 26. Inhibicion de la proteinquinasa A.

H-8
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Los lipocitos se preincubaron durante 2 horas con H-8 (50uM), vy se incubaron 24

horas en medio completo y con TNFa (0.60M).
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Fig. 27. Activacion del factor de transcripcién NF-«B en los lipocitos en cultivo.

El cultivo celular de células de Ito en confluencia se preincubd 2Zh con Quin-2/AM
(40uM) y verapamil (0.1mM) y posteriormente se incubé 24h con medio completo y con
TNFa (0.6nM). Los extractos nucleares se obtuvieron como se indica en el punto 3.10.1., y
la especificidad de la union se comprobd realizando reacciones de competicion paralelas con

un exceso de sonda fria.

- 109 -



RESULTADOS

PROMOTOR
COLAGENO «,(l)
(3.5 kb)

Hind HI
Pst !

Pst |

Xpa i

COLCAT 1
(9.0 kb)

A
Xba!
Pst1
Hing il /

CAT

v/

pUC 12

% ACETILACION

b
o
|

[ 246

154

7

0 i
COLCAT 1 COLCAT 1
Controi TNF 0.6 nM

Fig. 28. Efecto del TNFa sobre el promotor del gen de procolageno «,(1) de rata.

10.10° cétulas se transfectaron por electroporacion con 18ug de plasmido COLCATI

y se dividieron en dos frascos Roux (Ver punto 3.10.2}. Tras 24 horas a 37°C en medio

completo, se incubaron otras 24 horas con medio completo y con TNFa (0.6nM).

Posteriormente, se recogieron las células y se determind la actividad clorantenicol

acetiltransterasa en ¢l lisado celular. Los valores son los porcentajes de cloranfenicol acetilado

por cada 5.10° células.
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Fig. 29. Actividad de las distintas regiones del promotor de procoligeno o, (I).
5.10° células se transfectaron por electroporacion con 9ug de LTR-LUC junto con 9ug
de COLCAT 1, de COLCAT 2 y de COLCAT 7. Tras 48 horas de incubacion, se recogieron

las c€lulas, y en una alicuota se determind la actividad luciferasa, y en otra la actividad

clorantenicol acetiltransterasa. Esta uitima actividad se normalizo respecto a la primera. Los

porcentajes representan el cloranfenicol acetilado por 5.10° células.
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Fig. 30. Efecto del TNFa sobre distintas regiones del promotor.

10.10° células se transfectaron con COLCAT 1 (18ug), con COLCAT 2 (18ug) y con
COLCAT 7 (18ug). Las células transfectadas con el mismo DNA se dividieron en dos frascos
Roux, y se incubaron 24 horas. Posteriormente se realizo la incubacidn de 24 horas en medio
completo y con TNFa (0.6nM), vy se determing la actividad cloranfenicol acetiltransferasa.

Los resuitados son el porcentaje de cloranfenicol acetitado por 5.10° células.
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20.10° lipocitos se transfectaron por electroporacion con COLCAT 2 (45ug), y se

repartieron en cinco trascos Roux. Tras 24 horas a 37°C, las células se incubaron 24 horas
con medio completo, con TNFa (0.6nM), con 8Br-cAMP (1mM), con iondforo A23187
(10uM), y con TNFa y H8 (preincubacion de 2h, 50uM). lLos resultados expresan ios

porcentajes de clorantenicol acetilado por 5.10° células.
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Fig. 32. Vias efectoras de la accion del TNFa sobre COLCAT 7.
20.10° lipocitos se transtectaron por electroporacion con COLCAT 7 (45ug) y se

repartieron en cinco frascos Roux. Tras 24 horas a 37°C, las células se incubaron con medio
completo, con TNFa (0.6nM), con TNFa y H-7 (preincubacion de 2h), con H7 (50uM) y con
PMA (100ng/ml). Los resultados son los porcentajes de cloranfenicol acetilado por 5.10°

cé€lulas.
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DISCUSION

En Ia fibrosis hepitica el hecho mds importante es la deposicidn excesiva de coldgeno.
En este proceso los lipocitos iiberan distintos factores de crecimiento y citoquinas, y
responden a estos y a otros factores y citoquinas producidos por otras células alterando su
morfologia y/o la sintesis de distintos componentes de matriz extracelular, principalmente de
coldgeno.

En el presente trabajo hemos estudiado el efecto del TNFa (citoquina liberada
principalmente por el sistema monocito-macrdfago) sobre la sintesis de coldgeno por los
lipocitos hepdticos de rata en cultivo.

El TNFa tiene un efecto claramente inhibitorio sobre la produccién de coldgeno, tanto
en los lipocitos como en otras {ineas celulares ensayadas (fibroblastos humanos y células NIH
3T3). Este descenso era selectivo del coldgeno, ya que no exitia variacion en la incorporacion
de radiactividad a la fraccion de proteinas totales, y dependiente de la dosis de TNF«, siendo
mayor la inhibicién a la concentracion de 1.2n0M. Otros autores han descrito este mismo
efecto del TNFa en células de osteosarcoma, en distintas lineas de fibroblastos, en el cultivo
de hueso fetal de rata, v también en lipocitos (Bertolini er al, 1986; Solis-Herruzo er al,
1988: Mauviel ez al., 1988: Matsuoka et al., 1989; Armendariz-Borunda et al., 1992). Duncan
y Berman (1989} y Elias et al. (1990), sin embargo, observaron un incremento en [a sintesis
de coldgeno inducido por la misma citoquina. Una posible explicacidn de esta discrepancia
seria ia utilizacion de distintas lineas celulares, o que las condiciones de los ensayos no son
las mismas.

En muchos casos. la proliferacion de las células da lugar a una disminucién
generalizada de la sintesis de proteinas de matriz extracelular, y en concreto de coldgeno. Sin
embargo, la disminucion observada no era debida a los posibles efectos proliferativos de la
citoquina. Aunque el TNFa induce la proliferacion celular, en nuestro trabajo solo utilizamos
cultivos contluentes, en los cuales no es posibie este etecto. Por ello, los valores de timidina

tritiada tncorporada al DNA en las ¢€lulas tratadas con TNFa tueron similares a los de los

controles.
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DISCUSION

También han sido ampliamente descritos los efectos citotdxicos de esta citoquina en
muchas lineas celulares, que podrian explicar una disminucion en la produccidn de coldgeno.
Sin embargo, la liberacién de la enzima citoplasmatica LDH y el numero de células viables
fueron similares a los que presentaron las células control.

Una disminucion en la produccidn de coligeno puede deberse a una aiteracion en
alguno de los procesos que sutre la molécula de procoldgeno. o en la disponibilidad de algin
aminodcido indispensable para su formacion (Peters et al, 1989). En este estudio, la
inhibicidn de la produccidn de coligeno inducida por el TNFa no era debida a la ausencia
de prolina en las células, ni a una alteracién en los mecanismos de hidroxilacion o de
secrecion del procoldgeno, ya que los valores de estos tres pardmetros en las células tratadas
no diferian de los obtenidos en las controles.

Aunque se ha descrito que el TNFa induce la sintesis de colagenasa en fibroblastos
(Daver et al,, 1985; Brenner et al., 1989), y esto explicaria ¢l descenso en [a produccion de
colageno, esta citoquina también reduce la cuantia de los mRNA de distintos procoldgenos
(Solis-Herruzo et al., 1988; Centrella er al,, 1988; Scharffetter et al., 1989; Weiner et al,,
1989). Este hecho se comprobd en nuestro trabajo, donde observamos que la disminucion de
mRNA de procoldgeno o,(I) era dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion al TNFa,
siendo maximo el descenso en las cé€lulas tratadas con 0.6nM de TNFa durante 24 horas. Por
fo tanto, ¢l TNFa disminuve los niveles de procolageno o,(I) actuando, al menos, a nivel
pretraduccional.

El bloqueo de la sintesis proteica con cicloheximida produjo en las células tratadas una
anutacion del efecto inhibidor del TNFa. El TNFa precisa. por tanto, de la sintesis de novo
de una proteina para ejercer su efecto inhibidor sobre el mRNA de procoldgeno o (I). Esta
mediacion de otra u otras proteinas explicaria la aparicion tardia del efecto estudiado (médximo
a las 24 horas), y estd en concordancia con el descrito por Solis-Herruzo et al. (1988) en

fibroblastos tratados con TNFa y cicloheximida.

El TNFa inicia su accion mediante su union a receptores especiticos situados en la
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membrana celular. Probablemente el tipo de receptor mayoritario activado por el TNFa en
las condiciones en que se ha desarrollado este trabajo es el de 55kDa, ya que este receptor
es indispensable y suficiente para mediar la activacion de NF-xB por TNFo (Kruppa et al.,
1992}, y porque no es sensible a la modulacién por cAMP (Hohmann et al., 1990). Ademds,
no parece ser precisa la internalizacion del complejo TNFa-receptor para desarrollar el efecto
sobre los niveles de mRNA de procolageno o, (I).

El estudio de la naturaleza de la proteina G asociada al receptor del TNFa mostré que
se trata de una proteina sensible a toxina pertussis, ya que la preincubacién de las células con
este inhibidor previene ¢l efecto de la citoquina sobre el mRNA de procolageno o (I). La
implicacion de este tipo de proteina G sensible a toxina pertussis ha sido descrita en otras
acciones desencadenadas por el TNFa (Hepburn et al, 1987; Yamato et al, 1989), pero en
nuestro conocimiento no existe ninguna publicacion respecto a la proteina G relacionada con

el efecto de esta citoquina sobre la produccién de coligeno.

Una posible via activada por la proteina G es la ruta del dcido araquiddnico. Mientras
que la inhibicion de la via de la fosfolipasa A, con BPB no modificé los niveles basales de
mRNA de procoliageno o{I), tanto la quinacrina como la dexametasona produjeron un potente
descenso en estos niveles. Este efecto de la dexametasona, y en general de fos esteroides,
sobre la sintesis de coldgeno ya ha sido descrito previamente por numerosos autores (Raghow
et al., 1986; Weiner et al.. 1987; Oikarinen er al., 1988), y probablemente sea debido a su
capacidad de incrementar la entrada de calcio en la célula (Kato er al, 1992).

La inhibicion de la PLA, mediante el BPB en las céluias tratadas con TNFa produjo
un descenso mucho mads acusado en ios niveles de mRNA de procoligeno, mientras que la
inhibicion ejercida por la dexametasona sobre 1a misma via dio lugar a un efecto aditivo.
Ambos resultados indicaron que es improbable que la PLA, sea mediadora de la inhibicion
inducida por el TNFa.

Las wvias principales de metabolizacién del dcido araquidénico. la via de la
lipooxigenasa y la via de la ciclooxigenasa, inhibidas con NDGA y con indometacina
respectivamente, tampoco parecen estar implicadas de forma importante en el efecto
provocado por ¢l TNFa. Aunque se ha descrito un aumento de PGE, en fibroblastos tratados
con TNFa, la indometacina no previene la inhibicion de la sintesis de distintos tipos de

coldgenos desencadenada por la citoquina (Dayer ef al., 1985; Lefevre et al., 1990; Mauviel
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et al., 1991). Hay que destacar que la indometacina anula una via negativa en [a sintesis de
mRNA de procoligeno a,(I); posiblemente la sintesis endégena de prostaglandinas sea un
mecanismo utilizado por la célula para controlar la sintesis excesiva de coldgeno. El efecto
de las prostaglandinas podria estar mediado por ef cAMP (Hakeda ez al., 1986).

Los resuitados referentes a la modulacion del colageno por las prostaglandinas y la
inhibicion ejercida por la indometacina estdn en clara contradiccion con los descritos por
Nagai (1989} en preosteoblastos, posiblemente por ser células poco diferenciadas, y presentar
una regulacion de la sintesis de coldgeno distinta.

El efecto del TNFa es sensible a la inhibicidn ejercida por la gentamicina (inhibidora
de las fosfolipasas A, A, y C). pero no a la de la neomicina (inhibidora de {a fosfolipasa C
de fosfatidilinositoles) (Camey et al, 1985; Larrick & Wright, 1990; Floru et al, 1991).
Ademas el BPB, inhibidor de la PLA, anteriormente resefado, tambié€n inhibe la fosfolipasa
C de fosfatidilcolina independiente del calcio (Martin ¢z al., 1987). Como ya se ha indicado,
el BPB no elimind el efecto inhibitorio del TNFa sobre el transcrito estudiado.

Todos estos resultados indicarian que existe una fosfolipasa sensible a gentamicina
acopiada a la proteina G activada por ¢l receptor del TNFa. Esta fostolipasa podria ser una
PC-PLC dependiente de calcio (el requerimiento de Ca®* respecto a la hidrélisis de PC
mediada por receptor es variable segun el tipo celular, Billah & Anthes, 1990), o incluso una
PLD. En cualquier caso. no se trataria de una PLC que actuase sobre los PI, ni como ya se
ha indicado, de una PLA..

Estos resultados estdn en contradiccion con los descritos por Schutze et al (1991), que
observaron que el BPB inhibe la produccion de DAG estimulada por TNFa en membranas
lipidicas de celulas de linfoma histiocitico humano. Estos mismos autores indicaron mas tarde
que el TNFa. en células U937, induce PC-PLC pero no activa ni a la PI-PLC ni a una PLD.
Probablemente, la PC-PLC activada por el TNFa en una linea de linfoma (cuitivo en
suspension) no tenga el mismo requerimiento de calcio que una posible PC-PLC activada por
[a misma citoquina en un cultivo de lipocitos (células adherentes).

Por otra parte, no se puede descartar la accion de una PLLD que actde bien sobre los
fostolipidos de membrana directamente activada por la proteina G, o bien sobre el DAG
generado por una PC-PLC. De hecho, aunque en una linea celular no se presente una matrcada

actividad PLD, no se puede descartar su activacion en otros tipos celulares, ya que la
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actividad PLD depende mds del tipo de PC sustrato que de la fuente del enzima (Huang &
Cabot, 1992). Recientemente se ha descrito esta actividad enzimatica PLD en cultivos de
miotibroblastos inducidos a lipocitos (Guaragna er al., 1992}, y anteriormente ya habia sido
detectada en muchos tejidos de rata (Exton, 1990). Ademads, los productos de la PC-PLC
(DAG y fosfocolina) y los de la PLD (dcido fosfatidico y colina) son rapidamente
interconvertibles mediante quinasas y fosfatasas altamente activas y selectivas, que también
podrian estar activadas durante la estimulacion celular (Billah & Anthes, 1990).

La capacidad de los lipocitos de responder a ciertos agonistas induciendo una
fiberacion transitoria de calcio ha sido puesta de manifiesto recientemente (Pinzani et al,
1992). El pertil de liberacidn de calcio en estas células cuando se estimulan con distintos
agonistas es un pico inicial correspondiente a la salida de Ca™ desde los almacenes
citosolicos, y una tase sostenida debida a la apertura de canales de calcio transmembranales.

El aumento de calcio citosdlico libre con ionéforo A23187 (que libera calcio del
reticulo endopldsmico} indico que este ion divalente tiene un fuerte efecto inhibidor de los
niveles de mRNA de procolageno o (I). Este hecho concuerda con los descritos por Flaherty
v Chojkier (1986) en fibroblastos, miofibroblastos y hepatocitos.

El tratamiento conjunto de los lipocitos con el TNFa y el ionéforo indicd que si el
TNFa inducia la liberacion de calcio, esta liberacion no se producia con la misma cinética
con la que se producia la liberacion inducida por el ionéforo, ya que el efecto observado era
sinérgico. Este efecto sinérgico también podria deberse a una entrada pasiva de calcio a la
célula cuando los almacenes intraceiulares estan sustancialmente descargados por el efecto del
ionotoro (Curry, 1992), mientras que con los agonistas fisiologicos pueden movilizarse
cantidades muy pequenas de calcio que no dan lugar a ese influjo posterior (Irvine, 1986).

La evidencia del papel del calcio en la transduccion de senal del TNFa se obtuvo
mediante la inhibicién de la entrada de calcio desde el exterior y quelando al mismo tiempo
el calcio intracelular. En estas condiciones los niveles de mRNA de procoldgeno en las células
tratadas con TNFa alcanzaron los obtenidos en las células tratadas solo con los inhtbidores.

Existen distintos mediadores que son capaces de liberar calcio de los almacenes
intracelulares. Entre ellos estan el [P, el dcido araquidénico y el dcido fosfatidico. Respecto
al primero, su implicacion en el efecto del TNFa estudiado en este trabajo es improbable, ya

que es el producto de la de una PI-PLC y, como ya se ha indicado, la fostolipasa C activada
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no es sensible a neomicina. El 4cido araquidénico tampoco parece ser la causa de la
liberacion del calcio inducida por el TNFa, dado que no ha observado activacion de la PLA,,.
Respecto al tercero, sélo se ha comprobado hasta el momento que el dcido fosfatidico
exdgeno puede causar entrada de calcio a través de membrana plasmatica en células intactas
(Moolenaar er al, 1986; Billah & Anthes, 1990; Exton, 1990). Ademais, parece que la
capacidad ionofora dei dcido fosfatidico estd mediada por una PLC de fostaudilinositol, y sin
embargo, la inhibicién de la PI-PLC con neomicina no tuvo ningun efecto.

Entre los numerosos trabajos donde se ha estudiado la implicacién del calcio
intracelular en la transduccion de sefal del TNFa., se pueden diferenciar dos grupos: en los
que se utilizan céfulas no adherentes (tundamentalmente lineas linfociticas v monociticas)
generalmente no se detecta movilizacién del calcio (Hasegawa & Bonavida, 1989). Sin
embargo, en distintos trabajos realizados con lineas de células adherentes tratadas con TNFa
se detectan oscilaciones de este ion (Richter ez al, 1989; 1990) o incluso se han descrito
incrementos en ¢l calcio citosdlico procedente de los almacenes intracelulares inducidos por
la citoquina (Corkey er al.. 1991). Es posible que estas alteraciones muy tempranas del Ca**
sean necesarias para permitir al receptor del TNFa sefalizar después de unirse al ligando o,
lo que es mas probable, que la sefal del calcio sea precisa ademas de las senales generadas
por ¢l complejo TNFa-receptor en las células adherentes fundamentalmente. Esta Gltima
posibilidad apoyaria la hipétesis de que una PC-PLC dependiente de calcio interviniese en el
caso de células adherentes (insensible al BPB), mientras que la PC-PLC implicada en la
transduccion de sefial del TNFa en cultivos de células en suspension no precise de ese
requerimiento (sensible a la inhibicion por BPB).

La imphicacion del calcio en la transduccion de senal del TNFa en los lipocitos en
cualquier caso es clara, ya que el bloqueo de la movilizacidn del calcio intracelular elimina
la expresion de otra proteina inducida por la citoguina en estas mismas células, el factor de
transcripcion NF-xB.

El estudio de la posibie union del calcio a la calmodulina no proporciond resultados
que permitan atirmar que estas proteinas estén implicadas. Los mismos inhibidores elevan de
torma muy potente los niveles de mRNA de procoligeno o (1). Por ello, cuando se estudid
el efecto conjunto del TNFa y del inhibidor, y aunque los niveles del mRNA se elevaron

sustancialmente, no se pudo descartar un efecto aditivo, que indicaria mecanismos de accién
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paralelos.

La inhibicion de la proteinquinasa C con H-7 y estaurosporina mostré que esta via es
activadora de la sintesis d¢ mRNA de procoldgeno o,(I), ya que al cortar esta via estos
niveles disminuyeron. Este hecho también se puso de manifiesto cuando los Iipocitbs fueron
tratados con PMA, activador de la PKC; este agente produjo el aumento en los niveles del
mRNA de procoldgeno. El efecto del PMA sobre los niveles de procoldgeno a,(I) ya habia
sido descritos por Finer ez al. (1985) v por Gerstenfeld er al. (1985). Sin embargo, estd en
contradiccion con los resultados obtenidos por otros autores (Delclos & Blumberg, 1979; Dion
etal, 1982; Feyen et al., 1988), probablemente porque en todos estos modelos experimentales
el PMA indujese proliferacion celular. Ademads, hay que tener en cuenta que los ésteres de
forbol tienen un efecto bifasico: inicialmente inducen la translocacion de la PKC, activindola,
y posteriormente inician su degradacidn, inhibiéndola (Nishizuka, 1988). Este hecho podria
explicar los resultados divergentes obtenidos en el estudio de la accidn de los ésteres de
forbol sobre la sintesis de coldageno.

La inhibicidén de la PKC en las células tratadas con TNFa mediante el H-7 y la
estaurosporina (Hidaka et al.. 1984; Bell & Burns. 1991) mostrd que ¢l etecto inhibidor de
la citoquina era mucho mds potente. Es posible que la PKC activada sea una senal positiva
inducida por el TNFa, v que al eliminar esta via el efecto inhibidor de la citoquina sea mucho
mds claro y potente. o bien que se trate de una PKC que inhiba la movilizacién de los
almacenes intracelulares de Ca** (MacNicol & Schulman, 1992).

Estos resultados coinciden con los descritos anteriormente por otros autores, que
observaron que la estaurosporina y el H-7 bloqueaban la actividad PKC inducida por el TNFa
en células Jurkat, pero no la induccion de NF-xB {Meichle er al, 1990).

Por otra parte, el DAG no era metabolizado a dcido araquiddnico, ya que la inhibicién
de la diacilglicerol {ipasa (enzima implicada en esta ruta) no modifico el efecto del TNFa.

Otra posible via implicada en el etecto negativo era la del cAMP: los agentes que
elevan estos niveles, como la toxina colérica, el 8-Bromo-cAMP vy la forskolina produjeron
una potente disminucién de los niveles de mRNA de procolageno. Estos resultados son
coincidentes con los descritos abundantemente en la bibliogratia (Baum et al., 1978; Berg et
al., 1981; Perr et al, 1988; Pun, 1989). Sin embargo, es poco probable que el TNFa tenga

un efecto directo sobre los niveles de cAMP, ya que los estimulantes de estos niveles
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presentan un efecto sinérgico con el desarrollado por el TNFa. Pese a esto, no se puede
descartar la implicacion de una proteinquinasa dependiente de nucledtidos ciclicos, ya que el
H-8, que por si mismo produce un notable incremento en los niveles del mRNA estudiado,
anula en parte ¢l efecto de la citoquina. Una posible explicacion de este hecho seria que
alguno de los segundos mensajeros implicados en el efecto negativo del TNFa activase o
actuara conjuntamente con una PKA que en principio no hubiese sido activada por la
citoquina.

Como ya se ha indicado, el TNFa ejerce su accidn inhibitoria sobre la produccidn de
colageno al menos a nivel pretraduccional, disminuyendo [a cuantia de mRNA de procoldgeno
o, (I). Este etecto podria deberse a una alteracion a nivel transcripcional, disminuyendo la
expresion del mRNA, o a nivel postranscripcional, aumentando su inestabilidad.

Mediante la transfeccién de los lipocitos con el pldsmido que contenia el promotor
completo del gen de procolidgeno «,(I) comprobamos que el TNFo inhibia la expresion de
este gen, lo cual indicaba una regulacion transcripcional. Este resultado coincide con el
descrito por Kahari ef al. (1990) respecto a la expresion del gen de procolageno a(l) en
células transfectadas con el pldsmido portador del promotor de ese gen, y tratadas con TNFa,
y contirma la hipétesis de la regulacion coordinada de la sintesis de las distintas cadenas del
colageno I (Rossow et al., 1987; Boast ¢t al, 1990; Karsenty & de Crombrugge, 1991).

Mediante la técnica de la transcripcion run-off, Armendariz-Borunda er al. (1992) han
comprobado recientemente que el efecto del TNFa sobre el mRNA de procolageno a,(l) en
lipocitos en cultivo no se produce por inestabilizacién de este transcrito.

Los resultados obtenidos tras la transfeccion de las células con COLCATZ vy
COLCAT7 mostraron que esta citoquina ejerce upa potente disminucion de la expresidn
genetica actuando sobre |a region del promotor localizada entre los nucleotidos -1672 y -2295,
mientras que la region comprendida entre el origen de transcripcion y -1672 esta activada por
el TNFa, pero sometida a la inhibicion de las regiones del promotor mas alejadas del origen.

La implicacion de distintos elementos del promotor del gen de procolidgeno « (I) en
respuesta a un Unico tactor de crecimiento (TGFB) ya ha sido descrita anteriormente por
Ritzenthaler et al. (1991). Este efecto podria ser el resultado de la activacién de una via de
transduccion que activase, mediante un factor de transcripcion, multiples elementos

distribuidos a lo largo del promotor, o lo que ¢s mds probable en nuestro caso, que varias
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rutas de segundos mensajeros inducidos por el TNFa modifiquen la expresion genética
induciendo o activando varios factores de transcripcién que interaccionarian con muitiples

elementos del promotor.

E! mediador responsable de la potente inhibicion del TNFa sobre el COLCAT?2 es,
posiblemente, el Ca™ intracelular, ya que aunque el cAMP disminuye los niveles de mRNA,
esta inhibicién no se produce actuando sobre la region localizada entre -1672 y -2295.
Ademads, el H-8 no elimind el efecto del TNFa sobre la expresion del COLCATZ2. Sin
embargo, el tratamiento de los lipocitos transtectados con este DNA quimérico con ionoforo
A23817 permitié comprobar que el Ca™ presenta un efecto inhibidor andlogo al del TNFa
sobre esta region.

Mediante la transteccion de las células con COLCAT7 comprobamos que los ésteres
de forbol (PMA) ejercen una potente estimulacion de la regidn localizada entre el origen de
transcripcion v -1672, de forma similar al TNFa, y que el efecto de esta citoquina sobre esta
region se anula mediante un inhibidor de la PKC.

Estos dos resultados, la inhibicion ejercida por el Ca™ y el posible incremento de los
niveles de mRNA de procoldgeno por la PKC, afirmarian la implicacidn de estas dos vias en
la transduccion citoplasmica de la senal del TNFo observada anteriormente.

Por dltimo, hay que indicar que en los lipocitos no existieron diferencias significativas
entre los niveles transcripcionales obtenidos en las células transtectadas con COLCAT1 y con
COLCAT2, lo cual indicaria que las secuencias localizadas por encima de -1672 no son
utilizadas por estas células en condiciones basales, sino que tienen un papel potencial en fa
modulacién del gen de procolageno en respuesta a estimulos fisioldgicos o farmacoldgicos.
Esta regulacion de la expresion del gen de procoldgeno o {1) en los lipocitos coincide con la
descrita en distintas lineas celulares no osteobldsticas por otros autores (Boast et al., 1990;

Pavlin et al.. 1992; Simkevich et af., 1992).
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En las entermedades acuvas del higado. las celulas inflamatonias liberan citoquinas que
pueden contribuir a la tibrogénesis. Entre estas citoquinas figura el TNFa. Esta citoquina es
sintetizada por los macréfagos v neutrétilos tundamentalmente. y moduta muchas actividades
celulares.

Los objetivos de este trabajo han sido estudiar el efecto del TNFa sobre la produccion
de coldgeno en lipocitos, determinar tos mecanismos intraceiujares implicados v comprobar
st este efecto se producia modulando ia expresion del gen de procoligeno a,(I).

Para ello, se utilizaron cultivos confluentes de lipocttos tratados con TNFa. En estos
cultivos se determinaron 2 produccion de coldgeno. la cuantia de la preiina intracelular, la
secrecion de colageno v la hidroxilacion de la prelina. todo elio mediante la incorporacion
a las células de protina marcada.

Para el estudio del etecto del TNFa sobre ¢l mRNA de procoligeno o, (I). se aislaron
v puriricaron (0s RNAs citoptdsmicos de los lipocitos tratados con distintas condiciones
experimentales, se realizo fa electroforesis de estos RNAS. se transfirieron a una membrana
de nvion mediante la técnica del "Northern blot”. se hibridaron con una sonda de procolageno
a,i ) de rata. v se cuantificaron por densitometria. También con esta misma técnica se
investigaron los segundos mensajeros utilizados por el TNFa para producir la disminucion
de fos niveles de mRNA de procoligeno ay{1), mediante el uso de inhibidores de tas distintas
rutas de transduccion de senal.

Finalmente. ¢l efecto del TNFa sobre la expresion del gen de procolageno o (I) se
estudio transfectando los lipocitos en crecimiento con el plasmido COLCATI. que presenta
el promoror del gen de procoligeno o (1) murine unido al gen de la enzima cloranfenicol
acetil transferasa. cuantificandose posteriormente esta actividad. Para delimitar mas las
regiones sobre las que actuan los segundos mensajeros activados por el TNFa, los lipocitos
se transtectaron con los plismidos linearizados COLCATZ v COLCATT7. que solo presentan
los 2300bp v los 1700bp muas cercanes al origen de transcripeion. respectivamente,

Los resultados obtenidos muestran que el TNEa provoca en cultivos de iipocitos un
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signiticativo descenso en la produccion porcentual de coldgeno respecto al total de proteinas
sintetizadas por estas células (3.0+1.1 vy, 3.7+0.9: p<0.001), siendo este un efecto dosis-
dependiente. La disminucion no era debida a etectos proliferativos ni citotoxicos. v tampoco
se apreciaron aiteraciones en la incorporacion e hidroxilacion de la prolina. ni en [a secrecion
del coldgeno.

El descenso en la produccion de cotidgeno estd asociado con una disminucion en los
niveles de mRNA de procoliageno o, (1) (10040 vs. 64+15: p<0.001). lo cual indica que ¢l
TNFa ejerce su efecto, al menos, a nivel pretraduccionai. Ademads, es precisa la sintesis de
novo de una proteina para que se produzea el etecto completo del TNFo. va que la
cicloheximida (inhibidor de la sintesis proteicay anula los efectos de la citoquina.

El estudio de las vias utilizadas per el TNFa para producir este efecto en iipocitos
indico que ¢l TNFa se une a un receptor acoplado a una proteina G sensible a toxina
pertussis. Esta proteina G activa una tostelipasa sensible a gentamicina pero insensibie a
neomicina v a BPB. Por ello. esta enzima no parece ser ni PLA, ni PI-PLC, pudiendo tratarse
de una PC-PLC dependiente de calcio (o incluso de una PLD).

En esta induccion. ¢ papel del calcio es importante. El calcio libre intracelular parece
ser esencial para la activacion inicial de la fostolipasa, puesto que si se elimina el calcio libre
intracefular mediante Quin-2/AM y verapamil el efecto de la citoquina sobre ¢f mRNA de
procoldgeno o (1} se anula completamente. Este ion no actia mediante la formacion de un
compiejo calcio-calmedulina. va que la inhibicion de la calmodulina con W-7. calmidazoiium
v TFP no anuta el etecto det TNFau

Posteriormente a la tostolipasa existe una activacion de fa PKC: cuando se bloguea
esta via con H-7 v estaurosporina ¢l efecto inhibitorio es todavia mas potente. Por esta razon,
la PRC no es responsable de {a disminucion de los niveles del mRNA de procoidgeno. sino
yue presenty una accion contraria al efecto observado.

Otra via que da lugar a una inhibicion de la expresion del gen de proceligeno es la

del cAMP. Los resultados obtenidos con inductores de esta via indicaron que no se trata de
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una ruta utilizada primanamente por ¢l TNFa. va que presenta efectos sinérgicos con los
agentes que aumentan los niveles de cAMP. Sin embargo. es postble que la PKA esté activada
por un segundo mensajero inducido por el TNFe. dado que la inhibicion de esta enzima
revierte en parte el efecto de la citoguina.

El TNFa ejerce estos etectos actuando sobre el promotor del gen del coldgeno, en una
region localizada entre -1672 y -2295bp, ya que la eliminacion de esta region se sigue de la
perdida de los efectos inhibitorios dei TNFa. Este experimento pone en evidencia que el
TNFa induce no solo la inhibicion de Ia expresion genética del coldgeno. stno otros efectos
estimulantes de [a misma. normalmente no reconocidos por quedar ocultos tras ios inhibidores
mas potentes. Ast [0 sugiere ¢l que tras Ia exclusion de las secuencias 37 proximales a -1672
se aprecie un aumento de fn actividad CAT. Es decir. ¢l TNFa induce también (i expresion
vencética del coldgeno activando una region situada entre -1672 v +1. Mientras que los efectos
inhibitorios. dominantes, sobre la region -2295 a -1672 son dependientes del calcio, los
activadores. mas débiles. sobre la region -1672 v el origen de transcripcion. estin mediados
por la PKC v son sensibies a la inhibicion de esta enzima.

Son necesarios nuevos experimentos para caracterizar exactamente las regiones cis-
denvadoras de ambos etectos v para identificar los mediadores proteicos (proteinas trans-

dcitvadoras), Sl es que participan.
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1. El TNFea provoca en los lipocitos en cultivo un descenso significativo en la produccion

porcentual de celdgeno. Este efecto inhibitorio también se produce en otras lineas cetulares.

2. El descenso en las proteinas coldgenas es especitico, sin modificarse significativamente la

produccién de proteinas no coldgenas.

3. La disminucion de la produccidn porcentual de colageno es dependiente tanto de la dosis

de TNFa como del tiempo de exposicion a la citoguina.

4. El descenso de la produccion de coligene ne es debido a efectos proliferativos o

citotoxicos, va que se produce en cultivos contluentes de células no sensibles a ia toxicidad

del TNFa.

5. El TNFa no disminuve la incorporacion de prolina a las células. El nivel de este
aminodcido no es, por tanto. limitante ni responsable del descenso de la produccion de

coldgeno.

6. El TNFa no afecta los mecanismos postraduccionales que sutre el coldgeno imprescindibles
para su secrecion. La secrecion de esta proteina no se encuentra alterada. ni tampoco existe

modificacion en la hidroxilacion de la prolina por efecto de la citoquina.

7. La disminucion de [a produccion de coidgeno estd asociada con un descenso en los niveles
de mRNA de procolageno a,(1). Este efecto sobre el mRNA es dependiente de 1a dosis y del

tiempo de exposicion al TNFee.

8. Ef TNFa precisa de ia sintesis de novo de una proteina para producir la disminucion en

los niveles de mRNA de procoldgeno.
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9. En los lipocitos en cultivo el TNFa se une a un receptor de membrana acoplado a una
proteina G sensible a ta toxina pertussis, no siendo precisa la internalizacion del receptor para

que se produzca el efecto.

10. La fostolipasa activada no es la PLA,. Las vias de metabolizacion del dcido araquiddnico,
la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa. tampoco son responsables del efecto del TNFa sobre

los niveles de mRNA de procoligeno a (I).

11. En los cultivos contluentes de lipocites, la enzima activada por la proteina G acoplada al
receptor del TNFa depende del calcio libre intracelular, induce la accion de la PKC y es

sensible a gentamicina. Todo esto indica que se wrata de una PLC.

12. La enzima activada por la proteina G es una tostolipasa C no sensible a la inhibicion por

neomicina. Por to tanto. no se trata de la PI-PLC.

13. Posteriormente existe una activacion de la PKC, pero esta enzima no es mediadora del
etecto inhibitorio estudindo dei TNFa. Dicha activacion atenua el efecto inhibitorio del TNFe
sobre los miveles de procoligeno o, (l), stendo una via positiva en {a regulacion de estos

niveies.

id4. La via del ¢cAMP no es una via inducida inicialmente por el TNFa en los lipocitos en
cultivo. Sin embargo, s posible que la PKA esté implicada posteriormente en el efecto

inhibidor estudiado.

15. El TNFa disminuve ia transcripeion del gen de procoldgeno a (1) mediante la inhibicion

de su promotor.
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16. La inhibicién del promotor del gen de procoldgeno es mads acusada sobre la regidn
localizada entre -1872 v -2300bp. Un mediador de dicho efecto podria ser el calcio libre

intracelular.

17. El TNFa estimula ia region cercana al origen de transcripcion (entre -1872 y +1),

posiblemente como consecuencia de la activacion de la PKC.
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