
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 
 

 
 

 
 
 
 

EFECTOS DEL TGF-BETA EN CÉLULAS MONOCÍTICAS: 
REGULACIÓN FUNCIONAL DE LAS GLICOPROTEÍNAS 

PECAM-1 (CD31) Y ENDOGLINA (CD105) 
 
  

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 

PRESENTADA POR 

Pedro Lastres Varo 
 

  
 

Bajo la dirección del doctor 

Carmelo Bernabeu Quirante 
 
 

 
Madrid, 1995 

 
 
 
ISBN: 84-669-1342-4 



EFECTOS DEL TGF-~ EN CELULAS MONOCITICAS: REGIJLACION

FUNCIONAL DE LAS GLICOPROTEIINAS PECAM-1 (CD3l) Y

ENDOCWLINA (CDIOS)

ilEIIEIEifl¡g
~53o9539666*

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

para optar al

Memada presentada por

Pedro Lastres Varo

grado de doctor en CienciasBiológicas

UniversidadComplutensede Madrid

1995

El Director:

1-

k
t 4

Fdo: Pedro Lastres Varo Fdo: Dr. Carmelo Bernabeu Quirante

InvestigadorCientífico

Centrode InvestigacionesBiológicas

(C.S.I.C.)

El Autor:



34 mispaSesy liennanas,
Carmeny 94yuet



Agradecimientos

Quiero apresar mi agradecimiento a todas las personas que, de alguna manera,

han hecho posible la realización de esta tesis doctoral:

A todosy cada uno de mis compañeros de laboratorio por su ayuday amistad, en

particular Carmen Langa, sin sus manos y paciencia, muchos de los ensayos

presentados en esta memoria no tendrían el mismo aspecto.

A todos)’ cada uno de mis compañeros de los servicios generales del (1LB., su

colaboración en diferentes tareas han permitido “la llegada a puedo “.

Una referencia especial para Carmelo Bern abeu, por su caracter moderado,

necesario en muchas ocasiones e invitando a la reflexión, pero al mismo tiempo

“dejando hacer ‘~ Serán inolvidables las muchas horas de paciente, creativa y tolerante

discusión cien tífica con él.

Gracias a las diferentes direcciones del ¿2. LB., porpermitirme compaginar mis

obligaciones en el Servicio de Citometría de Flujo con la realización de esta tesis.



Abreviaturas

ADNc Acido Desoxirribornicleicocomplementario

ARNm Acido Ribonucleicomensajero

ARNr Acido Rihonucleicoribosámico

AL?. Actividad Específica

Am(s) Anticuerpo(s)monoclonal(es)

Aps Anticuerpospoliclonales

DE. DesviaciónEstándar

DSS disuccinimidil suberato

EDTA Acido etilen diaminotetraacético

EGEA Acido etilenglicol (aminoetileter)tetraacético

GM-CSF FactorEstimulantede Coloniasde Granulocitosy Macrófagos

H-7 1 -( 5-isoquinoleinsulfonil)-2-metil-piperazma

ICAM- 1 Mólecula de AdhesiónIntercelular 1

IL-3 Interleucina3

U, kilobasesde Acido Desoxirribonucleicoo Mido Ribonueleico

kDa kilodaltons

LFA- 1 AntígenoLeucocitarioAsociadoa Función 1

M-CSF FactorEstimulantede Coloniasde Macrófagos

PECAM- 1 Mólecula de Adhesiónde Plaquetasy Ejidotelio 1

PMA Esterde Forbol miristatoacetato

TGF-cí FactorTransformantede Crecimiento-a

TGF-13 FactorTransformantede Crecimiento-j3

<3H)-FIM Timidina tritiada

VLA Familiade antígenosde la superfamiliade las Integrinascon cadenacomún13

II



Indice

paezna

1 Introducción

1. 1 El factorTGF-f3 2

¡.2 La superfamilia del TGF-13 5

1.3 Efectosbiológicosdel TGF-f3 7

1.3.1 Efectossobrela proliferacióny diferenciacióncelular 7

1.3.2 Efectossobrela síntesisde componentes

de la matrizextracelulary susreceptores 9

9
1.3.3 Efectossobreprecursoresbematopoyéticos
1.3.4Efectossobrelinfocitos lO

¡.3.5 Efectossobremonocitos/macrófagos 10

1.3.6Citoquinasy susreceptores 10

1.3.7Efectos¡ti VIVO del TGF-13 11

1.4 Receptoresde membranay otrasproteínasqueunenTGF-(3 12

1.4.1 Receptorestipo 1 y II 14

1.4.2Receptortipo 1111 (Betaglicano) 1 5

1.5 Mecanismode señalizacióny papelde sustresreceptorespñncipales 1 7

1.6 Señalesintracelularesinducidasporel TGF-9 22

1.7 Endoglina 26

1.8 Caracterizaciónbioquímicay clonalemolecular 27

1 .9 Endoglinaesun receptordelTGF-13 28

1.10 Relevanciafisiológicade la presenciade endoglinaen membrana 30

1.11 PECA.M-I 3!

1.12 Estructurade PECAM-1 . . 31

1.13 Organizacióngenómicay formasalternativasde PECAM- 1 32

1.14 Distribución celularde PECAM-1 34

1.15 Aspectosfuncionalesde PECAM-1 35

1.16 Aspectosfisiológicos queimplican la función de PECAM-l 37

1.16.1 Inflamacióne interacciónentrecélulasendotelialesy leucocitos 37

1.16.2Angiogénesisy desarrollocardiovascular 38

III



Indice

2 Objetivos. . 40

3 Materiales y métodos

3. ¡ Solucionesy reactivos 42

3.1.1 Soluciones 42

3.1.2 Reactivos 43

3.2 Material de cultivo celulai 43

3.3 Células 44

463.4 Anticuerpos

3.5 Inmunohistoquimica 48

3.6 Marcajede superficie .. . 48

3.7 Inmunoprecipitación . 48

3.8 Análisisdel ARN 49

3.9 Electroforesisde Proteínas 50

3.10 Electroforesisdc ARN... 50

3.11 Citometriade flujo 51

3. 12 Generaciónde transfectantes 51

3. ¡3 Ensayosde proliferacióncelular 53

3.14 Ensayosde adhesióncélula-célula 53

3. ¡5 Ensayosde adhesióncélula-sustratoextracelular 54

3. ¡6 Síntesisde oligouucleótidosa.nti-sentido 55

3. 17 Marcajesmetabólicoscon (35S)-Met/Cys $5

3. 18 Marcajesmetabólicoscon (32P)-Ortofosfato 56

3. 19 Análisis de fosfopéptidos 57

3.20 Análisis de fosfoaininoácidos 57

3.21 Transferenciade proteínase inmunodetección 57

3.22 Ensayosde asociaciónde proteínasde membranaal citoesqueleto 58

3.23 Determinaciónde actividadPKC 59

3.24 Ensayosde marcajede afinidadde los receptoresdel TGF-{3 60

3.25 Ensayosde degradaciónde (l2sI)~TGF~I3 . 61

4 Resultados

4. ¡ Efectodel TGF-13 en proliferacióncelular, agregacióny fenotipo

de las célulasU937 64

Iv



Indice

4.2 Implicaciónde PECAM- 1 enlas agregacioneshomotipicas

inducidaspor ~l’GF-[3 66

4.3 Vias de señalizaciónimplicadasen las adhesionesinducidas

porTGF-j3 67

4.4 Endoglinaestápresenteen ¡a membranade los macrófagos 74

4.5 La diferenciaciónde líneasmonociticasconlievael aumento

de expresiónde endoglina 79

4.6 Caracterizaciónde dosformasde endoglina 80

4.7 Endoglinaesunafosfoproteina ... 82

4.8 Efecto del TGF-f3 sobrela fosforilación de endoglina 84

4.9 TGF-13 regulala expresiónde endoglinaen célulasmonociticas 87

4.10 Análisisdel papelde endoglinaen la señalizacióndelTGF-j3 94

4.11 La sobreexpiesiónde endoglinano aumentala degradación

del TGF-13 99

4.12 Endoglinafacilita la unión del TGF-j3 a susreceptoressefializadores 100

4. 13 Endoglinanecesitala presenciadel receptorII paraunir el TGF-13 102

5 Discusión

5.1 Regulaciónfuncionalde PECAM- 1 por el TGF-[3 106

5.2 ReguLaciónde la expresióny fosforilación de endoglina. lii

5.3 Papelde endoglinaen las respuestascelularesmediadaspor el TGF-$3 115

6 Conclusiones . . 123

7 Referencias 126

8 Anexo 157

y



1.- Introducción



Introducción

1.1 El factor TGF-fl

El factor TGF-~ (Transforming Growth Factor-13)fre originalmentedescubiertojunto

al TGE-a como uno de los componentesactivos producidospor célulastransformadascon

retrovirus, debido a su capacidadde promover el crecimiento de fibroblastos de forma

independientede la adhesióncelularal sustrato.A pesarde compartir la misma nomenclatura,

TGF-[3 y TGF-u, correspondena dos moléculasdistintas pertenenciendoa dos gruposno

relacionadosde familiaspolipeptídicascon efectosbiológicos muy diferentes.Al contrario que

e] TGF-cí, el cualserelacionaestructuralmernecon el EGF (EpidennalGrowth Factor>,TGF-

3 constituyejunto con otrosfactoresanálogosunasuperfamiliadiferentede factores.

El TGF-(3 tite inicialmentepurificado de plaquetashumanascomo un homodímerode

25 kDa. de pesomolecular,por su capacidadde promoverel crecimientode fibroblastosde

rata sobreagar(Assoianet al. ¡983). Sin embargo,con posterioridadsedemostróque este

factortiene la capacidadde serun potenteinhibidor del crecimientode muchostipos celulares

(Mosesel. al. 1985) y queesun factor multiflincional producidopormuchascélulasentrelas

queseincluyen endoteiales,musculareslisas,megacariocitos,linfocitosy monocitosactivados

(datosrevisadosseencuentranen Robertsy Sporn. 1990; Massagué1990; Moseset aL 1990;

MIsen-Hamilton1990; Miyazono et al. 1994). Entre los efectosbiológicos que estacitoquina

es capazde inducir en las célulasseencuentranla regulacióndel creciemiento,diferenciación,

adhesióny migración, la estimulaciónde la síntesisy deposiciónde componentesde la matriz

extracelular, así como la regulación de muchasde las respuestasinflamatorias y de los

componentescelularesdel sistemainmune. Además, al TGF-f3 se le atribuye un importante

papel in vivo en procesostalescomo la reparacióny remodelacióntisular. y la morfogénesis

duranteel desarrolloembrionario(Robertsy Sporn 199(1).

En mamíferoshan sido identificadastres isoformasdel TGF43.conocidascomo TGF-

131 (Derynck eta!. ¡985), TGF-432(de Martin et. aL 1987) y TGF-133 (ten Dijke e/ aL 1988;

Dcrvnck ci a!. 1 988). siendo susefectosbiológicos muy similarespero no idénticos, tanto ¡u

vi/ro (Odia el aL 1987; Cbeifetzet. al. 1990)como it> vivo (Joyceer al 1990). La existencia

de heterodimerostambiénha sido demostradaen cierto tipos celulares,por ejemplo TGF-j3 1.2

en plaquetasporcinas(Cheifetz et al. 1987) y tanto TGF-¡31.2 corno TGF-$32.3 en hueso

bovino (Ogawaeta!. 1992). Sin embargo,los niveles tan relativamentebajosencontradosdc

estasisoformassugierenque en realidadcorrespondana erroresde procesamientodurantela
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/ntroducción

maduraciónde la proteína(Segarini 1993>. Otrasdos isoformas,denominadas¡34 y ¡35 han

sido tambiénidentificadasen poííoy Xenopus(Jakowlenel a!. 1 988a,b; Kondaiahel aL 1990)

respectivamente.Cada tina de las isoforinas es sintetizada como un precursor proteico

glicosiladoformadoporaproximadamente400 residuos,el cualesproteoliticainenteprocesado

en el interior de las célulasdandolugar a un péptido madurode 112 residuoscorrespondiente

al extremoC-terminal. Las formasmadurasde las tres isoformashumanascompartenun 70-

80% de homologíade secuencíacon una conservaciónmuy estricta de nueve residuosde

cisteina;a su vez,cadauna mantieneun alto gradode conservacióna lo largo dc la evolución

(Derynck e/ al. 1986; Miller et al. 1989a,b).Cada isofonnaestá bajo el control de su propio

promotor(Robertsel al. 1991)y sus expresionesson estrictamentereguladasen los diferentes

tejidos, comoporejemploen el desarrollocardíacoo en el desarrollode los tejidosdel paladar

(Millan e/al. 1991; Peltonelal. 1991).

Los efectosbiológicos del TGF-j3 se encuentranmuy controlados.Las tres isoformas

son secretadasporlas célulasen un complejolatente,sin actividadbiológica,y que escapazde

activarsemediantedigestióncon plasminay catepsinaD, mediantetratamientoa pH bajo o alta

temperatura(Pircheru al. 1984; Wakefieldel al, 1987; Braun el al. 1990). Antesde que se

produzcala unión a sus receptoresde membranael TGF-f3 debeseractivadoliberandosedc

dichocomplejo (Fig. 1). En e] complejo latente,la forma madurade la citoquinase encuentra

no covalentementeasociadacon el péptido correspondienteal extremoN-terminal de su forma

precursora:como esta asociacióncorrespondea TGF-[3 todavia en forma latente, dicho

péptido ha sido designadocomo LAP (LatentAssociatedPeptide),(Gentryel al. 1987). En

plaquetashumanasla forma latentedel TGF-j31 incluye un componenteadicional,conocido

como ].JBP (Latent TGF-¡3 Binding Protein) (Miyazono ci al. ¡988; Wakelield el al 3988:

Okadael cl. 1989: Kanzakiel aL 1990; Tsuji el aL 1990>. Aunquetodavía no se conoceel

mecanismoexactode activacióndel TGF-¡3 in vivo, seha propuestoque ocurra a travésde la

degradaciónenziznáticadel LAP (Miyazono y Heldin ¡991). La posiblefunción del LTBP ha

sido estudiadaen experimentosde cultivos mixtos de células endotelialesy musculareslisas.

En estemodelo el l’GE-f3 producidopordichascélulassólo esactivableen presenciade ambos

tipos celulares(Satoy Rifkin 1989). En dicho sistemaseha reportadoademás,que e! LTBP

interaccionacon un receptorde membranaen la célula muscularque parecefundamentalpara

la activaciónde la forma latentedel factor(FlaumenhailelaL 1993>.
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Fig. 1 Precursor, forma latente y forma binactiva del TGF-~1. El precursor del TGF-lfl está formado por
una secuencia señal en el extremo N-terminal (linea fina), una pro-región (linea de trazo grueso) y el dominio
bioact¡vo en el extremo C-terminal (representado mediante rectangulos). En este esquema se representa la
localización de los tres sitios de N-glicosilación mediante el simbolo (Y) así como los nueve residuos de
císteina <(7), en el dominio bicactivo. El grado de intensidad en gris, bajo dicho dominio, representa el grado de
homología con otros miembros de la superfamilia del TGF-13. Tras ser secretada, la pro-región previamente
liberada, permanece asociada de forma no covalente al dímero que forma la molécula biológicamente activa en
el complejo latente. En plaquetas y otros tipos celulares, en el complejo latente se encuentra otra glicoproteina
de peso 180 kDa, LTFBP, de función no del todo conocida en la actualidad (en la figura se representa en
sombreado). La forma bioactiva del TGF-9 1 debe ser liberada de este complejo antes de mediar sus efectos
sobre la superficie celular (Massagué .1. 1990. ilnnu. Rey. <‘cli RbI. 6:597-641)

Una vez liberado del complejo latente,el TGF-f31 activo puedeser unido por varias

proteínasdel sueroy coml)onentesde la matriz extracelular.El aclaramientodel i’GE-9 activo

circulantees muy rápido (Cofléy el al. 1987), encontrándosela unión a a2-macroglobulina

implicada en dicho proceso (OConnor-McCourty Wakefield 1987). Ademásel TGF-¡3 se

acumula en las matrices intersticialesmediante interaccionesdc baja afinidad cotí varios

componentes,lo que podría suponer tanto un mecanismo de protección frente a la

degradación,como unaforma de almacenamientode la ciloquina (Thomsonel al. 1989). Sus

efectossobrelas células son mediadospor una scric de receptoresespecíficosde membrana

queserándescritoscon más detallecii la sección 1.4

4



Introduccuin

1.2 La ssipsrfamiliadel TGFA3

LI TGF-13 constituye un miembro prototipico de una superfamilia de factoresd.e

crecimiento y diferenciación, que se encuentranpresentesen una amplísima variedad de

organismosdesdelos insectoshastalos humanos(Massagué1990; Robertsy Sporn 1990).

titilizando criterios estructuralesy de función biológica los miembrosde esta superfamilia

puedensersubdivididosen tres gruposprincipales: el grupo de los TGF-f3s, el gmpo de las

activinas e inhibinas y el grupo de las proteínasmorfogénicasdel hueso BMPs (también

conocidascomo DVRs). Además, existenvarios miembros, con una relaciónmás distante

talescomola sustanciainhibidoramulleriana(Fig. 2).

Las activinas e inhibinas fueron originalmenteidentificadaspor su capacidadpara

regularla secreciónde la hormonafolículo estimulante(FSH) de la pituitaria. Además, han

sido implicadasen procesosde diferenciacióneritroide en mamíferos(Vale el al. 1990), asi

corno en el desarrollodel mesodermoen Xenopus(revisadoen Smith 1993). Actualmentese

les asignaun papel¡ti vivo muy relacionadocon el desrrolloembrionario;sin embargo,existen

resultadosdiscrepantesrespectoal papelque efectivamentepuedandesempeñaren diferentes

organismos.Asi, ratonesdefectivostanto en la expresiónde activinaso de sus receptoresno

tienenalteradoel desarrollode los tejidosmesodérmicos(Matzuk elal. 1995a,b),al contrario

de lo que ocurre en vertebradosinferiores como Xenopus(f’lemmati-l3rivanlou y Melton

1992). Porotraparte,la pérdidade expresiónde folistatina, unaproteínacapazde unir activina

y antagonistade sus efectosin vitro, conducea grandesanormalidadesduranteel desarrolloy

la muertede ¡os ratonestransgénicostraspocashorasdel nacimiento(Matzuke/al. 1 995c).

La familia de péptidosmorfogénicosdel hueso(BM.P/DVR) esel grupomásnumeroso

y heterogéneode esta superfamilia.Muchos de sus miembroshan sido identificadospor su

ca¡)acidadpara actuar sobrela morfogénesisdel huesoy duranteel desarrolloembrionario

temprano(Lyonset aL 1991;Roseny TIñes 1991). Junto a su actividadmorfogénicasobreel

desarrolloesquelético(Wozneyel aL 1988; Kingsley el aL 1992>, las BMPs también actúan

corno factoresneurotrópicos(Paralkarel aL 1992), como factoresde regulaciónduranteel

desarrollo del priniordio límbico del pollo (Niswander y Martin 1993), promoviendo la

diferenciacióno migraciónde las células de la crestaneural(Baslerel al. 1993), inhibiendo ¡a

diferenciación miogénica (Yamaguchi el aL 1991) y jugando un papel importante en la

formación del mesodermo(Smith 1993). Los homólogosde las BMPs en I)rosophíla, los

factores decapentaplégico(ddp) y 60A, están implicados en procesosque regulan la

:5
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especificacióndel linaje celularduranteel desarrollo(Padgettel aL 1987; WhartonelaL 1991:

Doctorel aL 1992: Fergusonel aL 1992).Porúltimo, la sustanciainhibidora mullerianapuede

inducir la regresióndel primordio genital femenino y el conductomulleriano en embriones

machosdc niamiferos(Catee/al. 1986).

BMP-2

BMP•4

dpp
BM[‘-5
[IMP 6/V ~r 1

[IMP 7/OP

or• 2

ÓOA

(JO rsal 1

(S1)V. 1

Vgl

c,rji:~ •3ívgr2

flO(ldl

BM[‘3/(.>su:ogenm

Activin A

Acuv¡n U

MIS

Inhibin (,

(i;DF-9

1Gb-LI 1

IC,F 135

1(31>lA?

[13

_________ _____ (I[i>NL

Hg. 2 Arbol de relación entre los miembros de la superfamilia del TGF-j3. La relación entre los miembros
está realizada según las secuencias de las formas maduras de las proteínas comenzando por el primer residuo de
cisteina conservado. Todos los factores representados son humanos excepto dpp y 60A de flrosophila. TCF-pt
y VgI que son de Xenopuí, dorsalína correspondiente a pollo, y nodaL, GDF-3/Vgr-2 y GDF-9 correspondientes
a ratón ( Allisano e/ al 1004 fhochim. cl. I3iophvs.A e/u 1222:71—80)
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Introducción

De todos los miembrosde esta superfamilialos TGF-13s son los mejor caracterizados

tantodesdeel puntode vista estructuralcomofuncional. La estructuratridimensionaldel TCiF-

92 ha sido determinadarecientementemedianteexistalograliade rayos-X (Daopin el al ¡992;

Schluneggery Grutter 1992), así como la estructura en solución del TGF-131 mediante

ResonanciaMagnéticaNuclear (Archer el aL 1993). En ambos casosse ha confirmado la

importanciaestructuralde nueveresiduosde cisteinapresentesen cadamonómeroqueademás

seencuentranconservadosen todaslas isofonnasde la citoquina. En el casodel TGF-f32 se ha

demostradoque cada cadenaestáformadapor dos pares de láminas [3antiparalelasy tres

hélices a (Fig. 3). De los nueve residuosde cisteina, ocho participan en la formación de

puentesintracatenariosy el otro restante(Cys-77)forma un puenteintercatenarioestabilizando

el dímero. La estructuratridimensionalque adoptacadamonómerono esglobular; la forma

que mejorla definees la de “una manoabierta”, de tal forma que los puentesde hidrógenoy

los enlacesdisulfliro intracatenariosformaríanla zonacorrespondientea la palma de la mano.

En la forma dimérica,las dosmanossesuperponenenposicióninvertida,de tal maneraquelos

dedosde una estañanen contactocon la palma de la otra, y en ¡a zonacentral quedañanlos

residuoshidrofóbicos.Los datosde secuenciadel TGE-f3 1 encajancon el armazónestructural

definido por el TGF-f32 sin producir grandes “distorsiones”, por ello es asumible una

estructuratridimensionalmuy parecida.

La mayoríade la funcionesbiológicas son comunesa las tresisoformas, sin embargo

existenalgunasdiferencias:TGF-¡31 y ¡33 ejercensus actividadesa concentraciones100 veces

inferioresa la forma [32en algunostipos celulares,como por ejemploel endotelio(ienningse/

aL 1988; Clieifetz el aL 1990>. Los estudios realizadoscon moléculasquiméricasde las

isoformas[31y [32han demostradoque las diferenciasde respuestade las célulasendotelialesa

ambasisoformaspuedeserasignadaa la secuenciacomprendidaentrelos residuos40-82 (Qian

el aL 1992). En estaregión existen 14 aminoácidosdiferentesentre la formas 131 y 92, la

mayoríade los cualesestánlocalizadosen la superficiede la moléculasegúnsc desprendedc la

estructuratridimensionaldel TGF-92. Por lo tanto esposibleque la zona de interaccióncon

los receptoresde membranay otrasproteínasqueunenel factorse locaticeen dichazona.

1.3 Efectos_biologicosdel TG.Frf3

1.3.1 Efectossobrela proliferación diferenciación,celular

1~asactividadesbiológicas mediadaspor el TGF-<3 son frecuentementede tipo

bidireccional(Robertsand Sponi 1990). El TGF-9estimulael crecimientode ciertascélulas

7
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t

“3

Hg. 3 Representación esquemática de la estructura tridimensional del TGF-j32. Los residuos que
componen la cadena polipeptídica están indicados mediante el código de una letra y numerados desde el
extremo N-terminal. Los residuos de cisteina están remarcados mediante cajas ((7), y los residuos que son
diferentes a los del TGE-13 1 aparecen sombreados. Los puentes disulfuro se representan mediante lineas gruesas
con {S-S) La Cys correspondiente a la posición 77 forma un puente intercatenario y estabilíza el dímero. Los
residuos comprendidos entre las posiciones 40-82 los cuales son importantes para las diferencias de actividad
entre la forma <~ 1 y <32 están indicados mediante lineas gruesas. Las tres hélices a y las nueve láminas (3 se
representan como cx l-a3 y f3 l—j39 respectivamente ( Miyazono el al. 1994. Ad/v. Imrnunol 55 181-220)

mesenquimalescomo fibroblastosy célulasmusculareslisas humanas(Roberts<it al 1985)y

sm embargoactúacorno un potenteinhibidor de la proliferación de la mayoríade las células,

entre otras, endoteliales(Baird and Durkiu 1986; Frater-Schroderel al. 1986), epiteliales

(Mosesel aL 1985)precursoreshematopoyéticos(Otha el aL 1987)y linfocitos (Kehrl el aL

[986 a,b). E! FGF-13 esquiiniotáctico parafibroblastos(Postlethwaiteel aL 1987),monocitos

(Walh e/al. 1982)y neutrófilos(Brandesel aL 199 la), pero inhibe la migración de las células

cudoteliales(llei¡nark cí aL ¡986). Sus efectossobrela diferenciacióntambiéndependendel

tipo celular: Inducela dilérenciaciónde célulasepitelialesdel bronquio(Masul cl aL 1986), y

modula positiva o negativamentela diferenciación de mioblastos dependiendode las

condicionesexperimentales(Massaguéel al. 1986; Zentella el al. [992; Olson el al. [986;

Eloriní <it aL 1986).

‘oni
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1.3.2 Efectossobrela síntesisde componentesde la matrizextracelularysusreceptores

Uno de los efectosbiológicosmás importantesmediadosporel TGF-fl es la formación

de la matriz extracelular.El TGF-f3 esun potenteestimuladorde la síntesisde proteínasde la

matriz entre las que figuran la fibronectinay varios tipos de colágeno(lgnotz y Massagué

1986)y recíprocamente,la matriz extracelularregulala expresióngénica del TGF-f3 (Streuli el

aL 1993). El mecanismoporel que actúasobrela formaciónde dichoscomponenteses doble:

Por una parte, disminuye la actividad de las proteasasextracelularesque actúan sobre la

degradaciónde dichoscomponentes;esteprimer mecanismoincluye la inhibición de la síntesis

dc los activadoresdel plasminógeno(Laiho el aL 1986), de la colagenasatipo 1 y de las

metaloproteasas(Edwars<it aL 1987). Porotraparte,estimulala producciónde inhibidoresde

l)roteasas,como por ejemplo el inhibidor tipo 1 del activador del plasminógeno(PAl- 1),

(Laiho <it aL 1987) y los inhibidores tisularesde las metaloproteasas(«[IMP), (Edward<it al

1987). Sin embargo,existenalgunasexcepcionesa dichosmecanismoscomo por ejemplo, la

inducciónde la colagenasatipo IV (Overalíel aL 1991;Saloel al. 1991; Wahl el aL 1993).En

conjunto, el efecto neto que induce es la acumulación de componentesde la matriz

extracelular.

El TGF-[3 tambiénregula la expresión de los receptoresen la membranacelular de

proteínasde la matrizcomo porejemplolas integrinas (lgnozt y Massagué1987; Ignotz el al.

1988; Heino y Massagué1989; Bauvoiset al. 1992;Zambrunoel aL 1995;Wang<it aL 1995),

promoviendola interacciónentrelas célulasy los componentesde la matriz.

Otrasactividadesen relacióncon esteapartadoson la estimulaciónde la angiogénesis

in vivo (Roberts el aL ¡986; Yang y Moses 1990), y la aceleraciónde los procesosde

reparacióntisular (MustoeetaL 1987>.

1.3.3 Efectossobreprecursoreshematopoyéticos

El I’GF-9 inhibe el crecimiento de precursoreshematopoyéticosprimitivos: por

ejemplohan sido descritasinhibicionesde la formación de coloniaspluripotentesinducidaspor

la IL-3 (Odia <it aL 1987; Keller el aL 1988; Hampsonel aL 1988), la formación de colonias

eritroides(Bino el al? 1988; Ottmann y Pelus 1988) y la estimulación de dichascoloniasen

l)resencia de oligonucleótidosantisentidodel TGF-9 (Hatzfeld el aL 1991). Sin embargo,

tambiénha sido descritoquepesea la inhibición de la formaciónde dichascolonias,el TGE-¡3

esun potente inductor de la diferenciacióneritroide (Krystal el aL 1994); otros resultados

inhibitorios sehan obtenido sobrela formación de coloniasmegacariociticas(lshibashiel aL

9
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1987). La granulopoyesis,sin embargoesestimuladapor el TGF-f3 en presenciadel GM-CSF

(Ottmann y Pelus 1988; Keller el aL 1991). El TGF-13 también induce la inhibición del

crecimientode célulasleucémicasde linaje mieloidey su muertemedianteapoptosis(Lotem y

Sachs1992; Taetleel aL ¡993).

1.3.4 Efectossobrelinfocitos

El TGF-13 es un potente reguladordel sistema inmune (revisado en Kehrl 1991;

Ruscettiy Paladino 1991:Wallick elal. 1992),demostrandola inhibición de la proliferaciónde

[imocitos (Ristow 1986), células T y B (Kehrl el al. 1986 a,b), célulascitotóxicasnaturales

(NK), T citotóxicasy célulascítotóxicasactivadascon linfoquinas (LAK) (Rook el aL 1986;

Rangesel al. 1987: Espevikel aL 1988, respectivamente).Ademásde inhibir la proliferación

de dichascélulas, también inhibe la actividad citolítica de las célulasT citotóxicasy las NK

(Ranges<it al. >987; Rook el al. 1986>, y la adhesiónde linfocitos T y neutrólilosal endotelio

(Gambley Vadas, 1988). La produccióny secreciónde inmunoglobulinas(lgG e IgM) por

partede las célulasB tambiénesdisminuida(Kehrl el al? 1986a). Sin embargo,TGF-13 induce

el cambio de isotipo a IgA en linfocitos B murinos estimuladoscon lipopolisacárido(LPS),

(Coflinan<it al. 1989>y la exposicióncontinuade dichascélulasal factorprovocala inhibición

de la secreciónde dicha inmunoglobulina.

1.3.5 Efectossobremonocitos/macrófagos

El «l’GF-jB inducequimiotaxis en monocitos(Wahl el aL 1987), pero actúa como un

inhibidor negativo de la mayoría de las respuestasfuncionalesde los macrófagos.Se han

descritoefectosnegativossobrela producciónde peróxido de hidrógeno(Tsunakawiel al.

1988) y la expresiónen membranade antígenosde histocompatibilidadde claseII, inducida

por el IFN-y (y-interferón), (Czarniecki el aL 1988). Otros efectos descritos sobre

monocitos/macrófagoso lineasmonocíticasincluyen la regulaciónde integrinas(Bauvoisel al.

1992; WahlrIaL 1993),su acción comoun inductorde la expresiónde productosgénicosque

median las respuestasinflamatorias(Noble el al. 1993), presentarsinergismojunto a otros

Factoresen la diferenciaciónterminalde lineasmonociticas(De Benedettiel al. 1990;Testae

al. 1993) y el ser un reguladorselectivo de la proliferación de macrófagosderivadosde

progenitoresmedulares,en presenciade GM-CSF o M-CSF (Celadaclub 1992).

1.3.6Citoquiu y~sÁsc&pt.9ffis

FI TGF-13 también regula la producciónde citoquinaspor parte de las células. Por

ejemplo, induce la expresiónde los mensajerosde IL- 1 y «ENE-u en monocitospero tienela
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capacidadde inhibiría cuandola activación seproducevía LPS (Chantryel aL ¡989; Espevik

el aL 1987); la producciónde ¡FN-y tambiénesinhibida en célulasmononucleares(Espevikcl

al. 1987). tina característicaimportante del TGE-13 es su capacidadautoinductiva; cada

isofonnainducetanto su propiasintesiscomola de otras isofomus(Van Obberghen-Schilling

el aL 1988;Bascomel aL 1989).

Los receptoresde otrascitoquinastambiénpuedensermoduladospor el TGF-f3, entre

ellos se han descritodisminucionesen los receptoresde GM-CSF, IL-3 y G-CSF en lineas

mieloidesmurinas(JacobsenelaL 1991>, el receptordc 11<1 en los linfocitos T y B (Dubois el

aL 1990),el de IL-2 en célulasLGL (Large GianularLymphocytes).(Ortaldoel aL 1991)y el

receptordel lEN-y en macrófagos(Pinsonel aL 1992).

1.3.7 Efectosin vivo del TGF-M

l.~a administraciónsistémicade TGF-f3 da como resultadola supresiónde la respuesta

inmune. Así, sehan demostradoefectosbeneficiososdel TGF-[3 en modelosexperimentalesde

transplantescardíacosectópicos(Waliick el aL 1990; Walterberger el al. 1993), en La

encefalomielitisalérgicainducida experimentalmente(Kuruvilla cí al. 1991: Johnsel al. 199 1;

Miller el aL 1992), y en un modelo autoinmunede ratón (Lowranceel aL 1994). En este

último caso el TGF-j3 seha propuestocomo causantede la pérdidade respuestafrente a

infecciones bacterianas.Por otra parte, existen resultadoscontradictoriosrespecto a la

respuestainflamatoria generadaen modelos murinos de artritis reumatoide,dado que la

administraciónsistémicao local de la citoquinaparecenejercerefectoscontrapuestos(Wahl el

aL 1994). Recientementese han obtenido ratonesmedianterecombinaciónhomóloga con

deficiencia congénita del gen del TGF-j31 (Shull el aL 1992: Kulkarni el aL 1993). Los

animalescarentesdel factorno presentangravesdeficienciasen lo que al desarrollose refiere,

aunquealgún caso de muerte intrauterina ha sido observado <Kulkarni el aL 1993). Sin

embargo,tras 20 dias de vida los animalesmuerendebidoa un sindromeagudo,caracterizado

por una infiltración celular de tipo inflamatorio y multifocal, que conducea la aparición de

necrosisusular en vadosórganosentre los que se incluyen el corazón, estómago,hígado,

pulmón, páncreas,glándulassalivaresy músculoestriado.Los infiltrados estánconstituidos

fundamentalmentepor linfocitos y neutrófilos,siendola histopatologíade dichosórganosmuy

similar a la encontradaen la miocarditis, poliniiositis. y en el síndromede Sjóegren (ShulI el

aL 1992). Estos resultados sugieren que la isoforma [31 ejerceza un efecto de tipo
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inmunosupresorin vivo y que dicha función no puedasercompensadapor la presenciade las

otras isofornias.

Muy recientementetambiénhan sido generadosratonestransgénicosquesobreexpresan

el TGF-[3 1 (Sandersonel al. 1995). En dicho modelo, la expresióndel factor se encuentra

bajo el control de un promotor de expresiónhepática.En dicho órgano se producendaños

tisularescaracterizadospor fibrosis y muerte por apoptosisde los hepatocitos,encontrándose

ademásaltosnivelesde la citoquina en piasma.El desarrollode la fibrosis, caracterízadapor

un aumento de la deposición de colágeno, aparece ademásen el riñón dando lugar a

glomerulonefritisasociadaa fallo renaly en otrostejidos dondeexistencuadrosde arteritis y

miocarditis; también son detectadasalteracioneshistológicasen páncreasy testículos. Estos

resultadoscorroboranuna de las frucionesdel TGF-¡3 másimportantes:La regulaciónpositiva

que ejerce sobre la formación de los componentesde la matriz extracelular.Aunquepor el

momento todavía quedan por dilucidar aspectossobre el papel que el TGE-j3 pueda

desempeñar¡ti vivo, se aceptala existenciade una relacióndirectaentrela expresiónaberrante

de esteIhctor y el desarrollode enfermedadescrónicasque cursan con inflamación y daño

tisular generantede los procesosde fibrosis. En estesentido,el [‘GF-13ha sido implicado en

una amplia lista de patologíastanto en modelos animales como en humanos (Border y

Ruoslahti 1992; Bordery Nobel 1994).

1.4 Rqgs~ptgresdeMembranay otrasproteínassuteunen elTGF-~

Las respuestascelularesinducidaspor el TGF-[3 están mediadaspor la presenciaen

membranade receptoresespecíficosque unenel factor. En realidady al igual quelos factores

que componenla sul)erfamilia del TGF-g, los receptorestambiénconstituyenuna compleja

familia de proteínasrelacionadas.Por simplicidad, en esta introducciónnos vamos a referir

fimdamentalmentea los receptoresespecíficosde los TGF-[3s, pero datosrevisadosreferentes

a todosellos se puedenencontraren la literatura(Massagué1992; Lin y Lodisli 1993:Segarini

1993; Miyazonoel aL 1994; Attisanoel aL 1994).

Mediante ensayosde unión por afinidad utilizando la citoqtíina marcadacon (12>1> y

posteriorunión covalente.se han podido detectartres tipos principalesde receptoresen la

membranade la mayoríade las células. Estosreceptoressonnombradoscomotipo 1, tipo 11 y

tipo III (conocidotambiéncomo betaglicano).Los receptorestipo 1 y 11 son glicoproteinasde

peso molecular aproximado 55 y 75 leDa respectivamente(Cheifetz el aL 1986); sus

correspondientesanálogosparaactivinasy BMPsmuestranmovilidadessimilares (Attisanoel
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al. 1992). Hasta el momentovarios receptorestipo 1 y II para diferentesmiembros de la

snperfaniilia del TGF-f3 han sido donados.FI receptortipo lii es un proteoglicanode peso

aproximado300 kDa específicosóloparalos ‘l’GF-fls, y aunquesu distribución esmuy amplia,

se encuentraausenteen algunostipos celularesentrelos que se incluyen células musculares

esqueléticas,mioblastos,precursoreshematopoyéticosy célulasendoteliales(Massagué1990).

Ademásde estos tres tipos principales existen otros receptoresen membranaque

presentanun patrón de expresiónmásrestringido. El llamadoreceptorIV esuna proteina de

60-64kfla presenteen la membranade células GH3 de pituitaria y esel único que presenta

reactividadcruzadaentreTGF-[3, activina e inhibina (Cheifetzel aL 1989). Fi receptorV ha

sidopurificado a partir de membranascelularesde higadobovino;esuna proteínade 400 lilia

y seha demostradoque poseeactividadSer/Thrquinasa (O’Gradyel aL 1992). Ademásde

estos, otros tres receptores con estructura de anclaje a la membrana a través dc

fosfatidilinositol, específicosparala forma 131 (180klia) o [32(60y 140 kDa)tambiénhansido

descritosen algunostipos celulares(Cheifetz <it al. 1991). También se ha reportadouna

glicoproteinade peso38 kDa, conuna afinidad5-10 vecessuperiorpor J32 queporel 131, que

ha sido caracterizadaen la membranade la línea de coriocarcinomahumanoBeWo (Mitehelí

el aL 1 992a). Por último, se encuentrala endoglina, caracterizadaen células endoteliales

(Cheifetzel al. 1992> y que serádescritacon mas detalleen la sección 1.7. Sin embargo,la

distribución celulartan restringidade estasproteínasque unenel factor, sugiereque cumplan

algunafimción detil)o celular-específica,queporel momentono seconocecon exactitud.

Ademásde su interaccióncon receptoresde membrana,el TGF-[3 tambiénse une a un

amplio númerode proteínassolublesy asociadasa la matriz extracelular(Segarini1993). Entre

estasproteínasse incluyen la a2-macroglobulina(O’Connor-MeCourt y Wakelield ¡987

Huang el aL 1988), una forma soluble de betaglicano (Andres el aL 1989), decorina y

biglicano (Yamaguehiel aL 1990), a-fetoproteína(Altman el aL 1990), trombospondina

(Murphy-Ultrich el aL 1992), el precursor de la proteínaf3-amiloide (Bodmerel aL 1990),

colágenotipo IV (Paralleare/ aL 1991> y fibronectina (Faya y MeClure ¡987). Además, se

han aisladotres proteínasque unen T(iF-9 de 40, 80 y 160 leDa a partir de membranasde

útero de cerdo (Ichijo eíab 1991),y a partir del clonajedel AfiNe de la forma de 40 leDa, se

ha demostradoqueesuna proteínasecretadacon una estructuraconteniendodominiosdel tipo

fibrinógeno y colágenopor lo que ha sido denominadaficohna. Las formasde 80 y 160 leDa

correspondena multímeros de la de 40 kDa (Ichijo el aL 1993). Sin embargo, la forma
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recombinantede ficolina no ha demostradocapacidadde unión de] TGF-j3, por lo que es

posiblequeexistandiferenciasentrela formanaturaly la recombinantequepuedanafectara La

capacidadde unión de la citoquina. La fruición que todasestasproteínaspuedandesempeñar

no seconocecon exactitud;en el caso de la a2-macroglobulina.se sabeque participa en el

aclaramientode la citoquina libre en el suero; el resto puede actuar almacenándolao

modulandola accesibilidaddel factora los receptoresseñalizadoresen las células.Porejemplo,

en el casode la decorina,se ha demostradoque su administracióncierceun efectobeneficioso

en el desarrollode glomerulonefritisde un modelo experimentalde rata (Borderelal. 1992).

1.4.1 Recsptorestipplyll

El receptortipo II, esunaglicoproteinade niembranade 567 residuos,con un dominio

extracelularcorto, en el que abundanlos residuosde cisteina y dos sitios potencialesde N-

glicosilación, una sola región transmembrana,un dominio intracelularcon actividad Ser/Wr

quinasay unapequeñacola con repeticiónde residuosSer/Thr (Liii el al. 1992) (Fig. 4). El

receptor11 estárelacionadoestmcturahnentecon otrosreceptorestipo II específicosde otros

miembrosde la superfamiliadel TGF-j3, compartiendoun 30-40%de identidadde secuencíaen

el dominio quinasa.Dos receptorestipo II de activinahan sido identificadosen ratón,ActR-Il

y ActR-IIB, existiendoformasalternativasde ésteúltimo, que alteranla afinidadporel ligando

y modifican la diferenciación celular en respuestaa concentracionesvariables de activina

(Mathewsy Vale 1991; Attisano <it aL 1992; Oreeny Smith 1990). Tantoel ActR-II como el

ActR-IIB han sido también identificadosen otras especiesde mamiferos (lionaldsonel al.

1992;LegerskielaL 1992; Matzukel aL 1992; Shinozakiel aL 1992). Recientementeha sido

caracterizadoun receptortipo 11 de activinaen Drosophila,Atr-ll, el cual esequidistanteentre

ActR-1I y ActR-IIB desdeel punto de vista de la homologíade secuencia(Childs <it al. 1993>.

El receptor11 de los «IGF-¶3stambiénestá relacionadocon dos receptoresimplicadosen el

control del desarrollode la larva de C.elegans,daf- 1, cuyo ligando no esconocido(Georgi <it

ci. ¡990) y daft4, un receptorcon actividadSer/Thrquinasaque une en mamíferose] péptido

morfogénicode huesotipo 2 (BMP-2), con alta afinidad (Estevezel ab 1993).

El receptortipo 1 del TGF-f3, tambiénlía sido identificado como una Ser/Thrquinasa

no relacionadacon la familia de receptoresII (Franzenel ab 1993). El tamañodel receptor1

es un poco más pequeño que el del receptor 11. Se caracterizapor poseerun dominio

ex«tracelularmáscorto que el de dicho receptor, y no poseeren su secuenciacitoplásmicala

cola de residuosde Ser/Thren el extremo C-terntnal(Fig. 4). El receptor1 esun miembrode
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una familia de Ser/lihr quinasas altamenterelacionadas,que presentanhomologías de

secuenciadel 60~70o/¿dentrode los dominiosquinasa (Attisanoetab 1993;EbnerelaL 1993;

He el aL 1993:Matsuzaki<it ab 1993;tenDijke el al. 1993;Wranael ab 1994a).Al igual que

los receptorestipo II, presentanen el dominio extracelularun zonarica en residuosde cisteina

con unasecuenciaconsensode dichosresiduoscercade la regióntransmembrana.Al contrario

que los receptorestipo II, las seis primerascisteinas en el dominio extracelularde esta

subfamilia se encuentranconservadas.Además, los receptorestipo 1 tienen conservadoun

dominio en la zona intracelularmuy cercanoal dominio transmembrana,el cual secaracteriza

p~’ la secuenciaSGSGSGen dicharegión (región GS). Existen varios receptoresde esta

sublamuliacuyosligandosya han sido identificados,entreellos el de] «l’GF-9 (Franzenel al.

1993). el de activina humana,(ActR-I) (Attisano el ab 1993), y de Drosophila. (Atr-l)

(Wrana<it al. 1 994aXy un enanomiembro de estasubfamilia, tambiénen humanos(TSR-l).,

que es un receptortipo 1 que tienela capacidadde unir tanto TGF-j3 como activina (Attisano

el al. 1993). Cuandose sobreexpresaen célulasCOS el homólogomurino de Act R-l, Tsk7L,

tambiénescapazde unir tanto activinacomo TGF-13(F.bnerel aL 1993); pero en esasmisma

condiciones,la unión del TGF-[3 al ActR-I esmuy débil (Attisano el al. 1993; Ebner el ai.

1993), porlo que no se conocemuy bien la relevanciafisiológica que estareactividadcruzada

puedatener.Actualmentese aceptala existenciade otros miembrosde la subfamilia tipo 1,

cuyosligandosno han sido identificadosy cuya fUnción seria la de actuarcomo receptores

paraotrosmiembrosde la superfamniliadel TGF-f3.

1.4.2 g~c.~pM=i.tipo1lljH4aglican=j

El betaglicanoes un proteoglicanode membranaformado por una secuenciade 853

residuos,en iata, la mayoríade los cualesseorganizanen un gran dominio extracelulardonde

se unen cadenasde glicosaminoglicanostanto del tipo heparáncomo condroitin sulfatos

(López-Casillasel ab 1991; Wang el aL 1991; Morén <it ab 1992). El betaglicanotiene la

capacidadde unir las tres isofonnasdel TGF-[3 con alta afinidad (Kti0~1~>M), no siendo los

glicosaminoglicanosnecesariospara dicha interacción (Segariniy Seyedin 1988; Cheifeizel

aL 1988a;López-Casillasel cl. ¡994). El sitio de unión del TGF-j3 pareceestarsituadoen la

mitad N-terminalde la porciónextracelulartal y como sededucede los ensayosrealizadoscon

un panel dc fornas truncadasde betaglicanoexpresadasen células de mamífero (López-

Casillasel al. ¡994). No obstante,existen resultadoscontradictorios,basadosen ensayosde

unión al TGF-[3 de fragmentosde la proteínaexpresadaen bacterias,que sugierenque el s:itio
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de interacciónradica en el extremo C-terminal de la región extracelular<Puleushimael al.

1993). El betaglicanocontieneademásun único dominio transmembranay un corto segmento

citoplásmico formado por 43 residuos, rico en residuos de Ser y Thr, que no presenta

correspondenciacon ningunasecuenciaseñalizadora.

TIPO II TIPO 1

1~ Péptido Señal

Caja CYS

Dominio rr~,ismembrana

Dominio CS

Dominio Kinasa

}IOO aminoácidos

SecuenciaSER/THR

flg. 4 Receptores tipo 1 y II del TGP-~. Representación esquemática de ambos receptores y algunos de los
aspectos que comparten con otros receptores tipo 1 y 11 de la superfamilia de factores del TGF-p. Los péptidc’s
senal están representados mediante los rectangulos superiores, las cisteinas en el dominio extracelular se
representan mediante lineas horizontales y la “caja” de cisteinas conservadas en las familias de receptores
aparecen delimitadas por la linea vertical y la flecha. Los dominios transmembrana aparecen representados por
el rectángulo en negro, el dominio GS presente en el receptor 1 mediante las líneas oblicuas y los dominios
quinasa por los rectángulos inferiores. En el receptor II se destaca la zona rica en SeriThr en el extremo (7-

terminal, ausente en el receptor I Attisano «1 al. 1994. Bíochírn e( Biop/ws. 4 cia 1222:71—80)

Betaglicanopresentaniveles de homologíasignificativoscon endoglina,especialmente

en la zona transmeinbranae intracitoplásmica.Una descripcionmas exhaustivade este otro

receptorde! lGF-<3, así como [a relación de homologíaentreambosseexponeen [a seccion

1.7 dc estainemona.
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1.5 Mecanismode señalizacióngel TGF-13y papelde sustresreceptoresprincipales

Tantoel receptor1 como el II poseenun dominio extracelularde unión al ligando y un

dominio intracelular con actividad quinasay por tanto potencialmenteíínplicados en la

trausducciónde señal del TGF-13. Porsimilitud con el mecanismoporel cual operanlas tirosín-

quinasas (revisado en Heldin 1995), la formación de homo- y hetero-oligómerosde los

receptoresha sido demostrada(Geiserel al. 1992; Ebnerel al. 1993; Henis el aL 1994;

Moustakasel ab 1993; Vivien el ab 1995). Actualmente se sabe que el mecanismode

trausducciónde señal~í¡¡eel TGF-¡3 utiliza implica la formación de complejosheteroméricos

entrelos receptores1 y II en presenciadel factor (Massagué1992;Wranael ab 1992; lnagaki

el al. ¡993: Wranael al 1994b>.

Las evidenciasmás claras de la necesidadde los dos receptoresen el complejo

senalizador.derivan de los estudiosrealizadoscon mutantesde las células epitelialesde visón

Mv 1 Lu, obtenidospor mutagénesisquímicay seleccionadospor su resistenciaa la inhibición

de la proliferación inducidapor el TGF-13 (fig.5>. Dos tipos de células fueron seleccionadas

segunsus característicasfenotipicas:Mutantesque medianteensayosde marcajepor afinidad

no mostraban‘l’GF-f3 anido al receptor 1 pero si al receptor II (clase R>, y mutantesque

mostrabanulla unión anómaladel factor tanto al receptor1 como al 11 (clase DR), (Boyd y

Massagué1 989; Laiho el cl. ¡ 990a). La obtenciónde células somáticashibridasentre estas

dos clasespermitía el rescatedel receptor 1 (Laiho <it ab 199 la>, lo que demostrabala

íhá~esencia“fisica” de dicho receptoren los mutantesDR, a pesarde no unir la citoquina. Por

otra parte.ambosmutantesrecuperabanla sensibilidad al TGF-IB al ser transfectadoscon el

receptorII. y el receptor E recuperabala capacidadde unir la citoquina. lo que ponía de

manifiesto que el receptor 1 necesitala presenciadel II para unir el ligando (Wrana el al

1992). Además, en los incitantes R, donde la unión al receptor II era normal pero no al

receptor1, no existía respuestaal TGF-13, aúndespuésde transfectarestablementeel receptor

II. lo quedemostrabala ausenciade mutacionesen e] receptorU endógenocomo causantesde

la falta de señalización,y al mismo tiempo poníande manifiesto, la necesariapresenciadel

receptor1 en el complejoseñalizador(Wranadat ¡992>. Fn conjunto, todosestosresultados

indican que el receptor1 requierela presenciadel 11 paraunir el ligando y que el receptorII

necesitala presenciadel 1 para queseproduzcala señalización(Fig.5). Resultadossimilaresse

hanobtenidoen la lítica humanaderivadade un hepatomaHep 38. línea celularresistentea los

efectosbiológicos del TGF-[3, y que tras la transfeccióndel receptortipo U recuperala
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sensibilidadal factor (lnagaki el aL 1993). La unión heteroméricade ambosreceptoresen

presenciadel TGF-p ha sido demostradamedianteestudiosde inmunoprecipitaciónen células

MvlLu, en el hepatoma3B (Wranael ab 1992,Franzenet ab 1993, lnagakiel ab 1993) y en

modelosde expresiónviral en célulasde insecto(Venturael al. 1 994).

Fenotipo Salvaje Mutantes R Mutantes DR

o

a

Señal No señal No señal

Fig. 5 Representación esquemática de los receptores del TGF-j3 presentes en las células MvlLu do
fenotipo salvaje y los niutantes R y DR. En la célula parental los receptores 1 y II forman complejos en
presencia del factor y consecuentemente generan señales intracelulares. En los mutantes R, el receptor II
normalmente expresado interactña con el ligando pero en ausencia del receptor 1 no transmite señal Por el
contrario el mutante DR posee un receptor 1 normal pero la ausencia del II impide la unión del ligando
(Attisano cf al. 1994 l3roch¡rn. cf J.?iophy.sx Acta 1222:71-80)

Aunqueestablecidala asociaciónde los dos receptoresen el complejo señalizador,el

esquemade la figura 5 no explica cual esel responsablede la transmisiónde señal.A partir de

los trabajosde Wranael al. (1994b),se conocecon exactitudla participaciónde cadareceptor

en la unión del ligando y postenorpropagaciónde la señalen membrana(Fig. 6): El TGF-9 se

unedirectanienteal receptorII, el cual se encuentraconstitutivamentefosforilado y ademásla

presenciade la citoquina nO altera dicha fosforilación. Una vez el TGV-J3 se une a dicho

receptor,seproducela asociaciónbeteroméricaal receptor1, que a su vezesfosforilado en el

dominio US porpartede la actividadSer/Thrquinasadcl receptorII. lina vezproducidaesta

tosibrilación, se propaga la señalizaciónsobreotros sustratossueeptiblesde ser fosforilados

por parredel receptor1. El hecho de que estereceptorsea el elementoclave y necesiteser

Fosforiladoporel receptor11 en la propagaciónde la señal,quedademostradoporuna sertede

evidenciascxl)erlmelltales:
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a> La expresiónmediantetransfeccióndel receptor1 en los mutantesR de las células

Mvi Lu, defectivosen dicho receptory resistentesa la inhibición de la proliferacióninducida

porel 3GF-(3, rescatadicho efectobiológico en lascélulas (Franzen<it aL ¡ ~

b> La expresiónde una forma truncadadel receptor11, conservandola capacidadde

unión a la citoquina pero sin dominio quinasa intracelular, junto a un receptor 1 normal,

permite la formación del complejo beteromérícopero no transduceseñal en las células

parentalesMvlLu (Wieserelal. 1993).

c) La expresiónde unaforma mutantedel receptorII, sin actividadexo-quinasa,.no es

capazde inducir la fosforilación del receptor].Deformarecíproca,la coexpresiónen mutantes

R de una formadefectivaen el dominio quinasadel receptor1 junto al receptor11, demuestra

la fosforilación del receptorII, lo que excluyela autofosforilacióndel receptor1 (Wranaet al.

1994b).

d) La expresiónde un receptorII normaljunto a un receptor1 carentede la región GS.

no es capazde inducir la fosforilación del receptor1 ni restaurarla pérdidade respuestaal

TGF-¡i3 en célulasR. Por el contrario, la expresióndel receptor1 nonnalen las mismascélulas

da lugara la respuestaesperada(Wrana<it ab 1994b).

e) Porúltimo, la expresiónde un receptor1 en mutantesDR con unamutaciónpuntual

en el dominio GS (cambio de Thr-204 porAsp), confierea dicho receptorla capacidadde ser

constitutivamenteactivo, propagandolas señalesatribuiblesal TGF-~ en ausenciadel receptor

II y del ligando (Wiescrel aL 1995).

El mecanismode transducciónde señalvía asociación.heteroméricatambiénha sido

demostradoparaotrosmiembrosde la superfamiliadel TGF-f3 (Attisano<it aL 1993; Ebnerel

aL 1993: Mathewsy Vale 1993: Wranael aL 1994a). En estudiosde inducción de tejidos

mesodérmicosen Xenopusse ha demostradoque la expresiónde un receptortruncado(le

activinabloqucasusefectos(llemmati-Brivanlouy Melton 1992). Porotra parte,asociaciones

heterómericasentre el receptorII del TGF-r3 y el TSR-l, un receptortipo 1 humanocon

capacidadpara unir activina y TGF-f3, han podido ser demostradasmedianteensayosde

marcajepor afinidad (Attisano el aL 1993). Resultadossimilares se han obtenido con los

receptoresde activina en L)rosophila (Attisanoel aL 1993; Wranael ab 1994a), por lo que

todo pareceindicar que existeun Inecanisínogeneralde fUncionamientodentrode estafamilia

de receptores.
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Unión dcl l(iF-Q Asociación Fosf y activación
al R-l del R-l

Propagación
de la señal

~>1~
Inhibición de proliferación

Otras respuestas

ñg. 6 Modelo general de La iniciación en membrana de las señales inducidas por el TGF-~ a través de
sus receptores. El receptor (1 es el primero en unir el ligando y se encuentra constitutivamente fosforilado, su
actividad exo-Ser¡Thr quinasa foslérila al receptor 1, tras formar un complejo heteromérico en presencia del
TGF-9. La fosforilación del receptor 1 se produce en el dominio GS, provocando su activación, lo que permite
que el receptor 1 actúe ahora como propagador de la señal mediante su actividad SerlThi quinasa <Wrana ci
al 994. iVatnrc 370:341-347)

Aunque por el momentosehan identificado multiples formasdel receptortipo 11 de

activina, sólo se conoceuna forma del receptor II del TGF-f3 y dos receptorestipo 1. La

identificación de estasdos formas del receptor1 concluyetras la caractenzacionde un grupo

de Ser/Thrquinasasrelacionadasconocidascomo ALKs (Activin-receptorLike Kinases),a las

que hoy se les asignan las siguientesfUnciones: ALK- 1 (identica a TSR-1), (Attisano el aL

1993), con capacidadpara unir tanto TGF-~ como activina y transducir la señalizaciónde

ambos;ALK-2 que esel receptor1 humanode activina(Attisanoet ab 1993)y su homólogo

murinoTsk 7L (Ebner<it aL 1993),tienen capacidadparaunir TGF-j3, aunquesólo transducen

senalescorrespondientesa actívina; y por último, ALK-5. que sólo une y transduceseñales

correspondientesa rGE-~3 (Franzenet ab 1993). Un hecho importanteesque la asocíacion

entreel receptorII del i’(iF-[~ y TSR-l no inducelas mismasrespuestasen presenciade 1’GF-fl

o activina (Attisano el al. ¡993). Otro ejemplo de reaccióncruzadaentre miembrosde la

superfaniiliade factoresdel TGF-f3 y sus receptores,ha sido recientementereportadocon la

OP-1 (OsteogenieProtein-1 6 BMP-7) y los receptorestipo II de activina (Yamashitael al.

1995). lo queamplia las posibilidadesde respuestascelularesdependiendodel ligando inductor

t t

20



Introducción

de la señal.La Fabla 1 resumelos receptoresy sus ligandosque sc conocenen la actualidady

(liferentesnomenclaturasque sepuedenencontraren la literatura.

Nombre Ligando Otrasnomenclaturas

Receptorestipo II
ActR-ll Activinas, OP-1
ActR-llB Activinas, 0W 1
l’G12-¡3 1*-II ~l’GF-91,2,3
Receptorestipo 1
ActR-l Activinas, OP-1 AI.K-2: SKR- 1; i’sk-7L;RI
ActR-IB Activinas ALK-4. SKR-2; R2
~l’(il-f~Rl TGF-9l,2,3 ALK-5: R4
AI.,K-l TGF-~l, Activina A YSR-l; R3
BN’IPR-IA OP-l; BMP-4; BMP-2 ALK-3. BRK-l
BMPR-l8 OP-l:BMP-4 AI.K-6

Tabla 1. Receptores de la superfamilia del TGF-¡~ con actividad Ser/Thr quinasa y sus respectivos
ligandos en mamíferos (Yamashita cia1. 1995..!. (‘dl. Rial. 130:217-226)

El papel que el receptortipo 111 o betaglicanodesempeñaen las respuestascelulares

inducidaspor el TGF-fl se conoceparcialmente.La falta de motivos con actividad quinasa

potencialineuíteimplicados en transducciónde señal ha sido demostradatras el clonaje del

ADNc de la proteínade rata,humanay porcina(López-Casillasej al 1991;Wangel aL 1991;

Moren etab 1992). La ausenciade participacióndirectadel betaglicanoen la señalizaciónlite

inferida dada la existenciade algunostipos celularesque presentabanrespuestasal T(iE-{i. y

sin embargo, no expresabanniveles detectablesde betaglicano (Massaguécf aL 1990).

Además,ninguno de los mutantesde células Mv! L.u resistentesa los efectosde la citoquina.

presentannivelesalteradosde unión del factor a dicho proteoglicano(1 aiIm cIa!. lQQOa). la

función que se le asigné inicialmente flie la de actuar como un receptorcon capacidadde

presentacióno almacenamientodel TGF—f3 en la membrana.l.ópez—Casillascí al <1993) han

demostradoc¡ue una vez expresadomediantetransíecciónen la linea de mioblastosde rata

KL
9. hetaglicaiío se asocia con el coínplejo señahzadoren presencia del ligando. Esta

asociaciónse producea travésdel receptortipo II y flincionalmentese traduceen tiula mayor

capacidadtic unión dc la citoquinaporpartede dicho receptor.así como una amplificación de

las respuestasde inhibición dc proliieracíon inducidasporel ~¡{iE—(3(Hg.7). Estosefectosson

especialmenteevidentescuandolos ensayosserealizanen presenciade la isofonna ‘l~GF-~2.
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Betaglicanoescapazde unir las tresisoformasde la citoquinacon la misma afinidadpero con

una Kd del ordende 10 vecesmayorparalas isoformasJ31 y f33 que la de los receptores1 y II

(Massagué1990>. La isoforma 32 esla queseunecon menorafinidadal receptortipo II porlo

que la presenciade betaglicanopodría facilitar el accesode dicha isoforma al complejo

señalizador(López-Casillas<it ab 1993).Se conocenalgunossubtiposdel receptortipo 111 que

muestrandiferentesafinidadespor lasisoforinasdel TGF-f3 en ciertostiposde células(Segarini

<it ab 1987; Mitehelí y 0’Connor-McCourt 1991; Mitchell <it ab 1992b), aunquela relación

queexisteentredichasformasy el receptordonadono estántotalmentedeterminadas.

Ademásde la forma de membrana,el dominio extracelularde betaglicanopuede ser

liberado en forma soluble al medio (fig. 7>, posiblementecomo consecuenciadel efecto

proteolíticode algunaactividadenzimáticaen uno o dos sitios potencialesde cortepresentes

en su secuencia (Andrés el aL 1989; López-Casillas<it aL 1991). En estesentido, se ha

descritorecientementeque la plasminaescapazde liberar dicha forma soluble <Lamarreel al.

1994). Los efectos que ejerce la fonna soluble recombinante,secretadacomo proteína

truncadaen célulasde insectoo en la línea MvlLu, son antagónicosa los inducidospor el

TGF-¡3 en las células (López-Casillas<it al. 1994), lo que sugierequepodría actuarcomo un

“secuestrador”de la citoquina, impidiendo así los efectosque pudiera desencadenaren las

células (Hg. 7). La cantidadde betaglicanosolublepresenteen los fluidos biológicos puede

desempeñarasí un importantepapelreguladordel TGF-I3 iii vivo.

Ademásde unir TGF-13 con su núcleoproteico. seha demostradoque betaglicanoune

la forma básicadel factor de crecimiento de fibroblastos(bFGF) mediantelas cadenasde

azúcares(Andresci al. 1992). El bFGFnecesitaunir heparinao heparánsulfatosparaejercer

sus efectosbiológicos a travésde su receptorde alta afinidad, una tirosín-quinasa;esposible

por tanto que el betaglicanotengala capacidadde modularlas respuestascelularestanto del

TGF-j3 como del bFGF. Betaglicanopresentahomologíade secuencia,ademásde la ya citada

con endoglina.con otros componentesde membranatalescomo los receptorespresentesen

espermatozoides.Zp2 y Zp3, el componenteproteico de la orina uromodulinay el zimógeno

glicoproteicode la membranade gránulosGP-2 (Bork y Sander1992).

1.6 $eñalesintracelularesinducidasporelTGF-~

tas señalesintracelularesinducidaspor el TGF-13 no son bien conocidas.Los sustratos

fosfotilablestrasla activacióndelos receptoresen membranasonvirtualmentedesconocidos,

22



Introducción

Betaglicano cii membrana

prescrita el iGF-f3
Corte del l3etaglicaflo

en membrana

lietaglicano soluble
actúa secuestrando

el rcr-p

flg. 7 Betaglicano es una molécula accesoria. Como proteoglicano de membrana, actúa corno un presentador
del TGF-l3 al complejo señalizador formado por los receptores 1 y II, aumentando las respuestas inducidas por
el ligando (izquierda>. Como proteina soluble, betaglicano puede secuestrar el TGF-¡3 y disminuir su acceso a
los receptores señajizadores, bloqueando parte de sus efectos (derecha> (Altisano el nf 1994. I3iochrrn el

l3iuphvs >1 ¿Ió 1 222.71 —80>

sin embargo.hoy se conocenalgunosde los componentesque puedenintervenir o serdianas

de las señalesinducidaspor el factor. El TGF-~ esun reguladornegativodel ciclo celularque

actúa deteniendoLa progresióna travésde las últimas etapasde la faseGI (Pietenpolet ab

1990a: Howe el aL 1991; Laiho <it ab 1990b). En la línea MvlLu tras la inhibición del ciclo

por el l’GE-fi. la fosforilación de la proteínadel retinoblastomapRE esbloqueada (Laiho el

aL 1990b; Funikawa <it aL 1992)manteniéndolaen su estadohipofosforilado.Este efectoes

bloqueadopor la presenciaen las célulasde componentesviralestalescomo cl antigenoT (leí

virus SV4O (Laiho el ab 199014La fonnahipofosforiladade la pRIl estáconsideradacomo la

supresorade la progresiónen el ciclo y por tanto la que actuariabloqueandola entradaen la

fase 5. Variasciclinas (Dl, D2, [)3 y E) y susquinasasasociadas(cdk2, cdk4 y cdk5) parecen

regulareventosduranteCl, queal menosfi vitro soncapacesde conducira la fosforilación de

la pRB (Ewen el aL 1993a), requisito parala progresiónhacia la fase S. Dichos resultados

junto a las observacionesobtenidasde que el TGF-13 pueda actuarcomo un inhibidor de las

cdksduranteCl (1 lowe el ab 1991; Geng y Weinberger1993: Ewen elab 1993b),han hecho

que se considerea dichasquinasas,como moléculasdianade la señalizacióndel TGF-9. Dos

mecanismosalternativosde actuaciónsehan propuestopara estefactor corno inhibidor de]

ciclo celular;bien actuandosobrelos nivelesde expresiónde amboscomponentesdel complejo

4
Señal Ausencia de señal
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eiclina-cdk o bien actuandosobreun pequeñogrupo de moléculasinhibidoras de las cdks

conocidascomo CDKIs (Cydin DependentKinase lnhibitors), (revisado en Sherr 1993;

lltmter y Pines 1994). Geng y Weinberg (1993) han reportadoque el TGF-13 bloquca la

expresiónde la ciclina E en queratinocitoshumanos,al igual que esinhibida la expresiónde

cdk4 en células Mv 1 Lu. aunquela expresiónconstitutiva de dicha cdk es suficientepara

superarel efecto inhibidor del TGF-f3 (Ewen et ab 1 993b).Además,en célulasinhibidas en la

fase GI del ciclo, existen tanto ciclina E como cdk2, pero no se encuentrancomplejos

catalíticamenteactivosde ambas(Koff el aL 1993). Estainhibición del complejo ciclina E-

cdk2, se correlacionacon la presenciade una proteina,p27, que actuariacomo un elemento

inhibidor de dicho complelo (Polyakel ab 1994a). Esta proteína,sin embargo,no esregulada

desdeel punto de vista de los nivelesde expresiónpor el TGF-~ (Polyak <it ab 1994b), sino

que estaríasometidaa una regulación postraduccional.Otro componentesimilar a la p2’7 lo

constituyela p2 1, moléculacuya expresiónesaumentadapor el productogénico supresorde

tumoresp53, y que al igual que la anterior inhibe la actividadde los complejoscíclina-cdk

(Harper el aL 1993; EI-Deiry el al. 1993). Otros dos componentesde este grupo de

inhibidores han sido recientementedonadosy caracterizados:p 16 (Serranoel aL 1993),

inhibidor de la progresióndel ciclo a través de cdk4 y cdk6: y p 15, otro miembro muy

relacionadocon el anterior y que es inducible hasta 15 veces en queratinocitostras el

tratamiento con TGF-13 (Hannon y Beaeh 1994). Actualmentese acepta que el TCxF-f~

actuaríasobreel ciclo celularimplicando al menosa dosde los inhibidoresantesmencionados,

p27 y p 15: En la célula proliferante,p27 se encontradaasociadacon múltiples complejos

cíclinas-edks,como ciclínasD-cdk4,6y cilina E-cdk2. Los nivelesde p27 no seríanentonces

suficientescoíno parainhibir el total de complejospresentesen las células, de otro modo la

j)rogresiónen el ciclo quedadainhibida. Tras el tratamientocon l’GV-9 la distribución de p27

se alteraría,de tal modo que los complejosciclina E-cdk2 seriancompletamenteinhibidosy las

célulasquedaríandetenidasen GI/S. El TGE-I3 también actúa sobrela expresiónde pIS. la

cual seunidadirectamentea cdk4 y cdká desestabilizandolas ciclinas D. Segúnestemodelo [a

unión de pl 5 a cdk4 y cdkó seríala responsablede la redistribuciónde p2’7, asociándosecon el

complejociclina E-cdk2 (Peters 1994).

La represiónde la expresiónde c-unyc tambiénconstituyeuna importanteseñal parala

inhibición de la prolit’eración inducida por el TGF-fl. En ensayos realizadosmediante

tratamientode queratinocitoscon la citoquinaseha comprobadola inhibición de expresión<le
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c-rnyc (Coffey el aL 1988; Pietenpolel a! 1990a); la via de señalizaciónque conducea dicha

represiónha implicado tanto a la pRB como a otros componentescelulares fPietenpolel al.

1 990b, 1991). La disminución de c-nryc no parecesin embargorestringida a la fase Gí del

ciclo, lo que lía sugeridouna vía alternativa de regulación independientedel ciclo celular

(Zentella el al 1991; Munger el aL 1992). Recientemente,se ha reportado que la

sobreexpresiónde c-mycbloqucael efectoinhibitorio sobrela proliferacióndel TGF-43, aunque

su expresión es necesariacuando TGF-~ induce señalesmitogénicas sobre las células

(Alcxandrowrial. 1995>.

La estimulacióndel crecimientocelularporpartedel TGF-f3 tambiénha sido observada

en algunascélulas mesenquimales.Sin embargoseha propuestomi mecanismoindirecto a

travésdel factor de crecimientoderivadode plaquetas(PDGE) o sus receptores(Leofel ab

1986; Yamakageel al. 1992 respectivamente).La estimulacióndel crecimientode las células

AKR-2B ocurretrasun periodosuficientementelargo como paraquese produzcala inducción

de la cadena13 del PD(iF (Sliipley el a! 1985)y medianteun mecanismoautocrinoinduceuna

vía estimuladoradel crecimientocelular(Leof et al. 1986>. La producciónde la cadenaA del

PDGFtambiénesinducida en célulasmusculareslisashumanasasi como en fibroblastos,tras

la exposicióna bajasconcentracionesde TGF-j3 (Battegayc/ aL 1990; Soma y Grotendorst

1989). Además,en esos ensayosla estimulacióndel crecimientoes inhibido en presenciade

anticuerposanti-PDGF (Battegayel ab 1990>. Sin embargo,a altasconcentracionesde TOP-

9 la expresiónde la cadenaa del receptordel PDGF esinhibida, quejunto con otrasseñales

inhibidoraspuedentenercomo efectoneto la inhibición de la proliferación (Battegayet al..

1990).

Los efectosdel TGF-9 sobrelos componentesde la matriz extracelularestánmediados

directamentepo’ la regulacióntranscripcionalde los genesimplicadosen el recambiode dichos

componentes.La activacióntranscdpcionalde los genesquecodificancolágenotipo 1 y PAl- 1

sedebea la existenciade elementosde respuestaal TGF.-f3 en los correspondientespromotores

(Rossiel ab 1988: Ritzenthalereta! 1991;Westerhausenel ab 1991; Riccio cf ab 1992). La

represióndel gen de la metaloproteasatransinalestromelisinaseencuentracontroladapor un

elementoreguladornegativode TGF-9 (TU!) en su promotor, y está mediadapor la unión de

un complejoproteico dondese encuentrafos(Kerr el al. 1990).La producciónde citoquinas

taml)ién estáreguladatranscdpeionahnente.Así porejemplo,la autoinduccióndel propioTGF-

f3 estámediadaporel complejo Al’-! (Kim el al. ¡990), y la inhibición del gen de la IL-2 eíí
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linfocitos T ocurre a través de un sitio de unión tipo octámeroen el promotor del gen

(Brableztet al ¡993>.

Otras señalesintracelularesinducidaspor el TGF-9 han sido descritas,aunqueen la

actualidadno seconocencon certezalos mecanismosmolecularesque las desencadenan.Entre

ellas, se encuentranla activación dc 21 ras (Mulder y Monis 1992), la inhibición de la

hidrólisis de fosfatidilcolina inducida a travésde la fosfolipasaC (Díaz-Mecoel a! 1992), la

inhibición de la actividaddel productogénico supresorde tumoresp53 (Suzuki el ab 1992:

Landesinaneta! 1992>, la activación de proteinas-fosfatasas(Gnippusoel aL 199 l~ y la

activaciónde la PKC y la fosfatidilcolina-fosfolipasaC <Halstead1995 el al 1995). Ademásel

TGF-9 induce una rápida fosforilación de muchasproteínasnuclearesentre las que se

encuentrael factor transcripcionalformadopor la proteína ligadoradel elementorespondedor

a AMPc (CREB) (Kramer el a! 1991), y también induce el ARNni de algunosgenesde

respuestatempranatalescomo c-jun,jun-B y c-fos en diferentestipos celulares.(Pertovaarael

al. 1989, Laiho el al. 199W; 1-Ianazawa el a! 1991; Lafon el al. 1995>. El TGF-3 y el

productode e-fasparecenmantenerunaregulaciónrecíprocaya quela sobreexpresióndee-fas

disminuyela síntesisdel factor, aunqueaumentala expresiónde sus receptores(Mercierel aL

1995). La expresióndejunB seha utilizado como un marcadorde respuestacelularal I’GF-~

en algunostipos celulares;en la actualidadseconoce,que dentro de las vías de señalización

inducidastras la unión susreceptores,el control de la expresiónde junB y de las proteínasde

matriz extraceluiar, es independientede la inhibición de proliferación mediada por la

fosfodíaciónde la pRB encélulasMv 1 Lu (Laihoel ab 1991).

¡‘7 Endqgjjna

Endoglina es unaglicoproteinade membrana,identificadaa mediadosde los años80

mediante anticuerpos monoclonales dirigidos contra células linfoblásticas humanas

(Quackenbushel a! 1985, 1986). Con posterioridadsedemostróque uno de los anticuerpos

obtenidos, 4464, era altamentereactivo con un componentede la membranaendotelial

(Gougos y Letarte 1988a). Estructuralmente,el antígeno reconocido por dicho Am

correspondea unaglicoproteinade pesomolecular180 kDa, compuestade ddsmonómerosde

95 kDa tras ser sometida a tratamientosreductores. Con posterioridad, también se ha

identificado en proeritroblastos de la médula ósea del adulto (Burhing el ab ¡99 L),

síncitiotrofoblastosde la placenta(Gougosel al. 1992; St-Jacquesel aL 1994a), así como en
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precursorestempranosde células13, proeritroblastosy células estromalesde la médula fetal

(Rokhlin el al. ¡995). En ratón, endoglina también ha sido identificada en las células

estromalesdel tejido conectivo del intestino, estómago,corazón,músculo, útero, ovadosy

testículos(St-Jacques<it a! ¡ 994b). En 1993,duranteel V Taller Internacionalsobreantígenos

de diferenciaciónde leucocitoshumanosse le asignó el “Cluster de Diferenciación”CD ¡05

(SchlossmanelaL 1995a).

1.8 Caracterización_bioquiinic~..yslonaemolecular

Endoglina es una glicoproteina,tal y como lo demuestrasu capacidadde union a

diferenteslectinas ((jongosy Letarte 1 988b). De su caracterizaciónbioquimica mediante

digestiónenzimáticacon exo- y endoglicosidasas,sededuceque poseeoligosacáridosunidos a

las cadenaspeptídicasa través de enlacesN-Asn y O-Ser/Thr (Gougosy Letarte 1988b)

constituyendoaproximadamenteel 35%en pesosobreel total de la glicoproteina..

Fin la actualidadse conocenlas secuenciasque codifican la proteínahumana,murina y

porcinatrasel clonajede los correspondientesADNc. La primeraen serdonadaifie la humana

a partir de una librería de expresiónde célulasendoteliales(Gougosy Letarte 1990).El ADNc

aisladopor estegrupono incluja la secuenciacompletacorrespondienteal péptido señal y de

su estructuraprimana sededuceque esuna proteínaintegral de membranatipo 1, compuesta

por una porción extracelular formada por 561 residuos, un dominio transmembrana

hidrofóbico formadopor 25 , y un dominio intracelularformado por 47 residuos.El ARNm

correspondientees detectablecomo una sola bandade 3.7 kb. En la secuenciade la proteína

existencuatro sitios l)otencialesde glicosilacióndel tipo N-Asn y uno del tipo O-Ser/Tbren la

porción extracelular Una secuenciaparticular encontradaen la estructuraprimaria es el

tripéptidoRGI) dentro de un entrornohidrofilico; esta secuenciaROD constituyeun sitio de

reconocimientoporalgunasintegrinas(Ruoslahtíy Pierschbacher1987; Hynes 1992).El hecho

de queen la estructuraprimariaaparecieradichomotivo, el primerodescritoen la superficiede

células endoteliales,hizo pensar que la fUnción de endoglina estuviera relacionadacon

fenómenosde adhesióncelular. Sin embargo,la ausenciade dicho tripéptido en la proteínade

cerdo y ratón, ademásde la ausenciade datosexperimentalesfirmes en dicho sentido hasta

hoy. parecendescartarla participaciónde endoglinaen dichosprocesos.Otro datodeducido

de su secuenciafUe la falta de homología con otras proteínasde secuenciapreviamente

conocida,lo quele dabala particularidadde serunaproteínanueva.
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Yamashita el al (¡994) reportaron el clonaje de un ADNc correspondientea la

endoglinade cerdoa partir de una libreríade expresiónde úteroporcino.Lo máscaracterístico

de su secuencia era la ausenciadel tripéptido RGD en la porción extracelulary un grado de

homología variable con la endoglinahumana: mientrasque los dominios transmembranay

citoplásmicode ambastienelí un 96% de identidad,la porción extracelularsólo guarda un

6600. Medianteexperimentosde inmunoprecipitacióna partir de célulasendotelialesde la aorta

de cerdo estegrupodemostróque endoglinatiene un peso en condicionesno reductorasde

¡30 kDa, formadapor dos monómerosde 85 kDa en condicionesreductoras.Similares

resultadosfUeron obtenidostrasel clonajede la endoglinamurina(St-Jacquesel ab 1994b; Ge

el aL 1994) a partir de librerías de placenta y de células endoteliales de cerebro,

re9)ectívalnente.El grado de homología, en conjunto, de las tres especieses del 7Oto, sin

embargo.el dominio transmembranay el citoplásmico,consideradospor separadopresentan

un 95% dc identidad.Como ya seha comentadola secuenciaRGD, tambiénestáausenteen la

proteínamurina.

1.9 Endoglinaesun receptordel TGF-13

A partir del clonaje y secuenciacióndel betaglicano de rata, se pudo deducir la

existenciade cierta homologíade secuenciaen la zonaextracelulary unahomologíadel 70 ~

en los dominios transmembranay citoplásmico de ambasmoléculas(López-Casillasel a!

1991;Wangeral ¡991), (fig.9).

Estos resultadossugirieron que endoglina podría ser un componentedel sistema de

receptoresde TGF-f3. Cheifetz et. al. (1992) demostraronque endoglina podía unir las

isoformas¡31 y ¡33 del TGF-f3, pero no la isoforma f32 tanto en células endotelialescomo en

COS transfectadascon tui ADNc completode la proteína.Además,medianteexperimentosde

competiciónse demostróque la afinidadde la unión de la forma [31era alta, calculándoseuna

K<tSO pM. ires datosadicionalesañadenrelevanciaa esteresultado:Por unaparteendoglina

se encuentraaltamenteexpresadaen el endotelio,tejido dondeno se expresabetaglicano,o 1.a

expresíonesmuy débil (Segariniel aL 1989; Fafeurel a/Y 1990; Cheifetz y Massagué1991;

Merwin <it al, 1991>; por otra parte existe una diferencia de especificidadrespectoa las

isofonnasdel ¡GE-It mientrasquebetaglicanounelas tres forníascon alta afinidad, endoglina

solo une las formas f3 1 y ¡33 (López-Casillasel al. 1991; Cheifetzet. al. 1990); por último “el

patrón’ de respuestade las células endotelialesalas isoformas del TGl?~I3 se adapta a la

especificidad de las isofonnasque se unen a endoglina:Las isoformasdel TGF-¡3, ¡31 y <33
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BETAGL¡CANO E1IDOGLINA

Fig. 8 Domin¡os estructurales de betaglicano y endogl¡na. Representación esquemática, resaltando las zonas
de homologia de secuencia de betaglicano y endoglina. Las regiones transmexnbrana y citoplásmica de antas
proteínas comparten un alto nivel de homologia; dos regiones con débil similitud están presentes en los
ectodoinínios de ambas proteínas (rectángulos sombreados). Los números representan el porcentaje de similitud
en la secuencia entre los dominios de betaglicano y endoglina. Los ovalos horizontales representan las
posiciones de los residuos de cisteina y los sitios potenciales de unión de íos glicosaininoglicanos en el
betaglicano tantién se indican (GAGs) ( Cheifetz el al. 1992. .1. thai. (‘hem. 267:19027-19030)

son fuertes inhibidores de la proliferación de endotelio en varios sistemasexperimentales,

mientrasque ¡32 no lo es(Merwin el ab 1991; Cheifetz el aL ¡990; Erater-Schroderel ab

1986). En apoyo de estos resultadosha sido recientementedescritoque la transfecciónde

betaglicanoen célulasendotelialesde aortabovina incrementalas respuestasa la isoforma ¡32

de dichascélulas (Sankar<it aL 1995). En conjunto, es razonablesuponerque endoglinay

betaglicanopudieranactuarde modo similar sustituyendouno a otro segúnel tipo celular. Un

hechotambiéndestacableque se puedededucirde los resultadosde Cheifetzel ab (1992), es

que el análisisde Scatchardrealizadoen célulasendotelialesdemostróque el númerode sitios

de unión son aproximadamente 20.000 sitioslcel,, y que al menos tres componentes

contribuyen al total de los sitios (receptores1 y LI más endoglina); sin embargo sc han

calculado aproximadamente1 xl 00 inóleculasde endoglina en la membranadel endotelio

(Gougoscl al 1992). lo que implica una participación minoritaria de endoglina en la unión

total de la citoquina ~‘ planteala posibilidad de que éstanecesitealgún componenteadiciona]L

paraunir el ¡‘UF-Ii Funcionalmentebetaglicanoactúaen membranacomo un presentadorde

la citoquinaa los receptoresseñalizadores(López-Casillasel aL 1993), formandocomplejoen

GAGs

N N

Citoplasma
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¡)resenciadel TGF-¡3 con el receptor II y aumentandolos efectosque éste induce en las

células. Estapotenciaciónde los efectossehaceespecialmenteevidenteen el casode la forma

¡32, que es unida por cl receptorII con menorafinidad. I)e forma similar al betaglicano,se ha

reportadola asociaciónde la endoglina porcina en presenciadel TGP-¡3 con los receptores

senalizadoresen en célulasendoteliales(Yamashitaet aL 1994). Sin embargo,cual puedaser

su papelen cl contextode las respuestascelularesmediadaspor el TGF-13esdesconocido.

1.10 ReLevanciafisiológj~ de la presenciadeenna en membrana

Espoco sabidohastahoy, el posiblepapelque endoglinapuedajugaren las respuestas

celularesmediadasporel TGF-13. Recientementeel gende endoglinaha sido identificadocomo

responsabledc la telangiectasiahemorrágicahereditariatipo 1 (enfermedadde Osler-Weber-

Rendu) (McAllister <it aL ¡994). Esta enfermedad,de baja incidencia, se transmitede forma

autosómica dominante y se caracteriza por la presencia de alteracionesvascularesy

hemorragias recurrentes~.,especialmenteen la mucosa nasal, tracto gastrointestinal y la

formación de telangiectasiasviscerales. En algunos pacientes (20%) se producen

malformacionesarterio-venosasen los pulmonesy seasociancon complicacionesmásgraves

como el infarto y accesoscerebrales.Endoglina ha sido localizada en el brazo largo del

cromosoma9 en humanos(Fernández-Ruizcf aL 1993), y en la zonaproximal del cromosoma

2 murino (Qureshiel aL 1995). En concreto,la localizacióndel gen humanocorrespondea la

zona 9q33-q34, la misma que ha sido identificada por MeAllister cf aL (1994) como la

portadorade tres tipos de mutacionesen individuos afectadoscon dichaenfermedad:a) Un

cambio de C por Ci queconvierteunatirosina en un codónde terminación:b) Unadelecciónde

39 paresde bases,y c) Una delecciónde 2 paresde basesla cual crea un codón prematurode

terminacion.Aunquepor el momentono se ha caracterizadocómo es la endoglinaexpresada

por las célulasde dichosindividuos, cómo afectandichasmutacionesal nivel de expresiónde

la proteínaen membrana,ni tampocoseconocecon certezael mecanismofisiopatológico de

estesíndrome,los síntomasde estaenfermedadindican que la función de la proteínapudiera

estarmuy relacionadacon los procesosde angiogénesis,remodelacióntisular. etc., de los que

el ‘lGF-¡3 es un potente regulador. Sin embargo, la existencia de individuos con dicha

enfermedady que sonpodadoresde mutacionescii el locus correspondienteal receptorII del

l’GF-13 y no a endoglina(McAllister el al. ¡994), asícomo la localizaciónrecientedel receptor

¡ del factor en la misma zona que endoglina (9q33—q34), (Johnsoncf al. 1905) permite

suponer que esta anomalía se encuentreasociadacon alteracionesmás generalesde las
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respuestasal TGF-f3. En apoyode la implicación de endoglinaen los procesosde angiogénesis

se encuentrael hechode que su expresiónseencuentraaumentadaen el endoteliode algunas

patologíasde la piel (Westphalel aL 1993),y en el endoteliocapilarangiogénicode tumores

(Wangel al. 1993), respectoal endotelionormaladyacente.

1.11 PECAM-l

El antígenoCD3l/PECAM- 1 fUe identificado a mediadosde los añosochentamediante

el empleo de anticuerposque reconocíanmoléculaspresentesen la membranade las células

endotelialesy leucocitos,(Olito et al. 1985;van Mourik et al. 1985;Goyertet al. 1986; Knapp

et al. ¡989). Los anticuerposdirigidos contra estaproteínapresentabanreactividadfrente a

neutrófilos y monocitos,y teníanla capacidadde inhibir la quimiotaxis de dichascélulascii

ensayosdondese utilizaban suerosactivadoscori endotoxina (Ohto el aL ¡985). La especie

molecularreconocidapordichosanticuerposcorrespondíaa una proteínade membranacon un

peso molecularaproximado de 130 kDa, presentetambién en la membranade plaquetasy

endotelio(van Mourik el al? ¡985), y en células del linaje mieloide (Goyert el ab 1986).

Estudiosposterioresidentificaron a estaproteínacomoun componentedel sistemade contacto

célula-célulaen el endotelio(Muller <it a! 1989;Albelda el aL 1990). NewmaneL al. (¡990)

reportaronsu clonajemolecular,denominándolaPECAM- 1 (PlateletEndotlielial Celí Adhesion

Molecule-1).

1.12 Estructurade PECAM-1

PECAM- 1 es un glicoproteina transmembranalcon un peso molecular ligeramente

distinto dependiendodel tipo celular, posiblementecomo consecuenciadel diferentepatrónde

glicosilaciónque puedepresentar(Asliman y Aylett 1991). El clonajedel ADNc humanoque

codifica estaproteínademostróuna alta homologíacon otros miembrosde la superfamiliade

las inmunoglobulinas(NewmanelaL 1990; Simmons<it aL 1990; Ashmany Aylett 1991). El

equivalentemurino de PECAM- 1 presentauna homologíade secuenciacon el humanode umí

70-80%(Xie y Muller 1993).

La forma madurade la proteínaexpresadaen membranase estructuraen un gran

dominio extracelular, compuestode 574 aminoácidos, un solo dominio Iransmenibrana

formadopor ¡9 residuoshidrofóbicosy un dominio citoplásmicocon 118 residuos(fig. 8). La

región extracelular está organizada en seis dominios del tipo C2 característicode las

inínunoglobulinas,y que a su vez se encuentranpresentesen la familia dc receptoresdc
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adhesióncelular (CAM> englobadosdentro de la superfamiliade las inmirnoglobulinas. Una

característica de la porción extracelular es que posee nueve sitios potencialesde N-

glicosilación, lo que explica el hallazgo de que los azúcares constituyen el 40%

aproximadamentedel pesode la proteínamadura.El segundodominio C2 en el extremoN-

terminal, contieneuna secuenciaconsensopara la unión a glicosaminoglicanos(Cardin y

Weintraub 1989); con posterioridadse comentarála importanciafuncional de dichaseduencra.

El dominio citoplásmícocontieneen su secuenciavarias sermas,treonínasy tírosinasque

representansitios potencialmentefosforilablestrasla activacióncelular (Newman<it al. 1990).

Experimentosde “pulso y caza” realizadoscon células endotelialesy la línea promonocítica

[1937han demostradoque PECAM- 1 essintetizadoporlas célulasen formade precursorcon

un pesode 110 kDa en un períodoentre 1-3 horas, el cual es posteriormenteprocesadohasta

la formamadurade ¡30 kDa antesde apareceren membrana.Los sitios de glicosilación y las

estructurasglicosídicasasociadasal esqueletoproteicono se conocencon exactitudpor el

momento.En ambostipos celularesel tiempo de recambiode la proteína se ha estimadoen 48

horas (Goldbergercf aL 1994a).

1.13 Qrg~pizacióngenómicay formasalternativasde PECAM-¡

FI gen de PFCAM- 1 humano se localiza en el brazo largo de] cromosoma 17

(DeLissercf al. 1 994b>.En estamisma zonadelcromosomatambiénseencuentranlos genes

de otras moléculas de adhesión presentesen plaquetas y endotelio, como ICAM-2

(IntercellularCeil AdhesionMolecule-2)y las glicoproteinaslIb y lIla, lo que sugiereque esta

zona podría correspondera un sitio de localización común dc moléculasde adhesión del

endotelio. El gen que codificapara PECAM-1 ha sido caracterizadorecientemente(DeLisser

e/al. 1994b). Estáformadopor una secuenciade másde 65 kb de ADN, lo que constituyeel

gen másgrandede íuia moleculade adhesióncelularde la superfamiliade las inmunoglobulinas

conocido hasta hoy, y se encuentraorganizado en 16 exones separadospor intrones de

longitud variable comprendidosentre86 y 12000 pb (Eig. 8). La región 5’ no traduciday el

péptido señal estáncodificadospor los dos primerosexones.Cadauno de los seis dominios

extracelularesdel tipo C2 está codificado por su propio exón (exones 3-8), el dominio

transmembranaestá codificadopor el exón 9, y unaseriede seis exonespequeños(del ¡0 al

16). coir longitud comprendidaentre 23 y 74 pb codifican el dominio citoplásmico.Esta
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<a) Dominio Dominio
Péptido Señal Dominio Extracelular 1ransmembrana Cítoplásmico

mr - - - II

(b)

15 16

10 kb

Fig. 9 Estructura de la proteína y organización genómica de PECAM-l (a) La proteina está compuesta de
seis dominios con homología a los del tipo C2 presentes en las lg, formados por la unión intracatenaria de
puentes disulfúro (S-S). Los círculos en negro representan sitios potenciales de N-glicosilación y el asterisco
indica la posición de una secuencia de unión tipo heparina presente en el dominio 2. (b) El gen que codífica
PECAM-1 está orgsnizado en 16 exones (numerados en los rectángulos), separados por intrones de longitud
variable < DeLisser «tal. 1994. Imrnunol. ‘¡oc/av 15:490-495)

organizacióndifiere de la encontradapara otros miembros de su familia como ICAM- ¡

(IntercellularCelí AdhesionMolecule-l) o VCAM-l (VascularCelí AdhesionMolecule-l). en

los cualesun solo exóncodificaparalos dominiostransmembranay citoplásinico (Voraberger

el aL ¡991; Cybulsky el aL 1991).

Varias formas alternativasde PECAM- 1 humano y su equivalentemurino han sido

identificadasrecientemente.Sin embargo,es importante destacarque todas las variantes

aisladasdifieren o bien en el dominio transmembranao en el citoplásmico. Se conocentres

variantesen humanos:1) lina isoformaqueha perdido63 pb correspondientesal exón 13. en

el dominio citoplásinico <DeLisser <it al. 1994b); 2) Una isoforma aislada de células

endotelialesde la vena umbilical, que es soluble, como resultadode la pérdida del exón 9
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correspondienteal dominio transmembrana(Goldberger<it a! ¡ 994a); y 3) Una isoforma

tambiénaisladade endotelioumbilical que es expresadaen nivelesbajosy que ha perdido la

secuenciacorrespondienteal exón ¡4, tambiénen el dominio citoplásmico (DeLisser<it aL

1 994b). En ratón también se han encontradoformas alternativas;dos varianteshan sido

aisladasa partir de una librería de ADNc de tejido embrionariocardiacolas cualespresentan

pérdidasde los exones ¡2 y 15 ó 14 y 15, correspondientestambiénal dominio intracelularde

la proteína (Baldwin <it al. ¡994). Aunquepor el momento no se conoce el significado

funcional de todas estas isoformas, su existencia,probablementecomo consecuenciade

procesamientosalternativos del ARNm, sirva como mecanismo de regulación de las

ínteraccíonescon su ligando.

1,14 Distribucióncelularde PECAM-

¡

Una propiedadimportantede PECAM- 1 essu amplia distribución en célulasde origen

hematopoyéticoasí como en el endotelio. PECAM- ¡ está presenteen la membranade

plaquetasen nivelesbajos(Ohto <it al. 1985;van Mourii=<it al. 1985; Newmanel aL 1990;

Stockingerel aL ¡990; Metzelaar<it aL ¡991). Además,supresenciaha sido descritaen los

gránulosa de las plaquetas,lo quepodríaindicar que los nivelesde expresiónen la membrana

plasmática pudieran ser aumentadostras la activación plaquetaria (Cramer el aL 1994),

PECAM- 1 se expresaen grandescantidadesen célulasendotelialesen cultivo, concentrandose

en las zonasde contacto célula-célula;en dichas zonas de contacto se ha propuestouna

relacióntantotemporalcomo espacialentrePECAM-¡ y las cadherinas(Ayalon <it al. ¡994).

In s¡tu,PECAM- 1 se ha encontradoen el endotelio continuo de todos los vasos (Muller et al.

¡989) por lo que se ha utilizado como un marcador inmunohistoquimicode los vasos

sanguineosy en particular de la angiogénesis (Page el ab 1992). Entre las poblaciones

Leucocitariasha sido identificadoen monocitosy neutrófilos (Otho el al 1985; Goyert <it aL

1986, Stockinger<it aL 1990; Newman el ab 1994), y en subpoblacionesde linfocitos T,

especiahuentelas de fenotipo CD8 y CD45 RA (Stockingerel al 1990; Ashmany Aylett

1991; Torimoto eta! 1992; Stockingeret aL 1992; l’anaka el al 1992). PECAM-l también

está presenteen precursoresde la médula óseay en líneascelularesde origen mieloide y

megacariocitico (Ohto el al. 1985; (ioyert el aL ¡986; Simmonsel al. ¡990; Zendherel aL

1992;Cabañase/aL ¡989; Watt el aL ¡993; (ioldberger<it aL 1994b).

Aunquela expresiónde PECAM-¡ está asignadaprincipalmentea célulasdel sistema

vasculary sanguíneoexistenevidenciasde que se encuentraen otrostipos celulares,habiendo
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sido identificadaen lineashumanas,de ratón y rataderivadasde tumoressólidos (Tenget al.

1993).

1.15 A~pectos_funcionalesde PECAM- 1

La homologíaentrePECAM- 1 y otrasmoléculasde adhesióncelularpertenecientesa la

superfamiliade las inmunoglobulinas,sugirió que la función de estamoléculatambiénseñala

actuar como un componentedel sistemade adhesión celular. Este punto fue confirmado

mediantela utilización de la línea L de fibroblastosde ratón, en los quesehabíatransfectado

el ADNc que codifica la proteína. En los ensayosrealizadoscon estos transt’ectantesse

demostróla formaciónde agregadosque eran sensiblesa la temperaturay a la presenciade

cationesbivalentesdurantela realizacióndel ensayo.Además,la presenciade Am dirigidos

contra PECAM- 1 erancapacesde inhibir dichasagregaciones(Albelda ti aL 1991;Muller el

aL 1992; DeLisser el al. 1993, DeLisserel al. 1994a). En la actualidad,se admiteque esta

proteínaesunamoléculade adhesiónque puedeparticiparen dichosprocesosa travésde dos

tipos de interacciones:PorunapartePECAM-l, puedeinteractuarconsigomismo(mecanismo

de adhesiónhomofilica) (Albeldaela! 1991;Watt <it a! ¡993), ypor otrapartetambiénseha

propuesto un mecanismo de interacción con un receptor distinto al propio PECAM- 1

(mecanismode adhesiónheterofilico) (Muller <it aL 1992; De,Lisserel al. 1993). Esta doble

capacidadde unión a su contra-receptorha sido también descrita para otras moléculasdc

adhesiónde esta familia, en concretopara Ng-CAM (Neurona-gliaCelí AdhesionMolecule)

(Grumety Edelman1988), Nr-CAM (Neurona-glíarelatedCelí AdhesionMolecule), (Mauro

el aL 1992) y N-CAM (NeuralCelí AdhesionMolecule), (Murray y Jensen1992; Rao el ab

1992)..

Las interaccioneshomofilicas entremoléculasde PECAM- ¡ han sido demostradasen

varios sistemasexperimentales.PECAM-1 seconcentraen la zona de contactoentre células

endotelialesadyacentesy entrecélulasCOS o fibroblastosinurinos 3T3. transfectadoscon el

ADNc correspondiente.Además, se obtuvo un patrón similar de localización cuando se

realizaronensayosmezclandocélulas endotelialesy transfectantes3T3. Por el contrario, la

proteínano se concentraen los bordeslibres o en los sitios de contactoentre células no

transfectadasy transfectadas (Albelda el ab 1990, 1991). Los estudios de microscopia

electrónicatambiénhan demostradoun comportamientosimilar en las plaquetas(Newmanel

al. 1992). Estudiosde unión utilizandouna forma recombinantesolublede la proteínatambién
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demostraronque éstase uniaa célulasCOStrausfectadascon la forma de membrana,pero no

lo hacíasobretransfectantescontrol (Watt <it al. ¡993).

El mecanismo heterofilico también ha sido demostradoutilizando ensayos de

agregaciónen poblacionesmixtas de células (Muller el ab 1992; DeLisserel ab 1993). En

esosestudiosscmezclaroncélulasL transfectadascon PECAM-l con célulasno transfectadas

y se estimaron los agregadosformados. Se pudo demostrarque las células transfectadasse

unían tanto a célulastransfectadascomo a las no transíectadas,lo que sugiereque PECAM-¡

en la superficiede la célulatrausfectadaseunía a un receptordiferentepresenteen la superficie

de las célulasL. Estereceptorpodriaserun proteoglicanodel tipo condroitíno heparánsulfato

que interactuaria con PECAM- 1 a través de una secuencia consenso de unión a

glicosaminoglicanospresenteen el segundodominio C2 de la proteina (DeLisserel a! 1993).

l.~a secuenclaque comprendeel sextodominio C2, el m.áspróximo al transmembrana,también

pareceintervenir en el mecanismode interaciónheterofilico, ya que los epítoposreconocidos

por los Am 466 y PECAM-1.2, los cuales inhiben las adhesionesmediadaspor este

mecanismo,se localizan en dicho dominio (DeLisser <it aL 1 994a). Un dato adicional que

apoyala interacciónheterofilicalo constituyeeJ queel Am LYP2 1 quetambiénseuneal sexto

dominio, así como un péptido que mimetiza el epitopo reconocidopor el anticuerpo,pueden

mh.ibir la reacciónlinfocitaria en cultivos mixtos, lo que ademásimplicada a PECAM- 1 en la

activación de dichascélulas (DeLisser el al. 1 994b). Muy recientementeha sido descritala

interacción entrePECAM- 1 y la integrina ct~¡33 mediadapor el segundodominio C2. Esta

interacciónno esinhibible por la presenciade heparina,lo que implica un tercermecanismode

Interacción queno esmediadoporglicosaminoglicanos(Piali <it al, 1995)

La región citoplásmicade PECAM- 1 parecejugar un papel muy importanteen La

modulaciónde la interaccióncon su contra-receptor.Estudiosinicialescon transfectantesde la

proteína a los que se les habíamutado la fracción intracelulardemostraronque el dominio

cítoplásmicoesnecesarioparala localizaciónde PECAM- ¡ en las zonasde contactocélula-

célula (DeLisser el al, 1994a). Además, la delección del exón 14 dentro del dominio

citoplásmico. puedecambiarel mecanismode interacciónde heterofilico a homotilico, lo que

sugiere que las secuenciasde este exón son muy importantesen la determinaciónde la

especificidaddel ligando reconocido (DeLisserel al. 1994a). El mecanismoconcretopor el

cual dicho exón pueda cambiar las propiedadesfuncionales de PECAM- 1 es desconocido;

probablementepuedenestar implicadoscambiosen la conformaciónexterior de la proteína,
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alteracionesen la fosforilación y/o cambiosen la asociaciónal citoesqueleto.La fosforilación

de PECAM- 1 en el dominio citoplásnúcoha sido descritaen variossistemas,siendola PKC u

otra quinasa dependientede esta actividad la responsablede su activación en plaquetas

(Zelinder <it al ¡992, Newmanel ab 1992). Esteúltimo grupodemostróque la activaciónde

plaquetascon trombina o con PMA dabacomo resultadola rápida fosforilación de PECAM- ¡

en residuosde serma, su asociacióncon el citoesqueletoy su redistribución dentro de la

membrana.La fosforilación de PECAM- 1 en residuosde tirosina tambiénha sido descritaen

neutrófilosno activados(SkubitzelaL 1994).

1.16 AsaectosfisiolÉgicos.qweimplicanla funciónde PECAM- 1

Aunqueactualmentese conocenmuchosaspectosde la funcionalidadde PECAM-1,

hastahacepoco tiempo no se han tenido resultadossobresus posiblesimplicaciones¡u vivo.

Los estudiosmásrecientessugierenque PECAM- ¡ podría estarimplicado en dos procesos

importantes:Los queconcurrenen la inflamacióny los de angiogénesis.

1.16.1 Inflamacióneinteracciónentrecélulasendotelialesy leucocitos

El reclutamientode los leucocitos en los sitios de inflamación se producecomo

consecuenciade una cascadade eventosen los cualeslas nioléculasde adhesióncelular, las

cítoquinasy sustanciasquiimiotáctíeasflmcionan de un forma altamentereguladapara dirigir

los leucocitosdesdeel lumen, a travésde la barreraendotelial, hasta donde seproduce el

estímuloinflamatorio (Albelda <it aL 1994).Recientemente,se ha demostradoque PECAM- 1

estáimplicado en dichoprocesoen dosmodelosdiferentesde activaciónde neutrófilos;tanto

cii respuestaa la inflamaciónen ratonesinmunodeficientescomo en ratas,se ha demostrado

que anticuerposdirigidos contra PECAM- 1 bloqueanla acumulaciónde neutrófilos en los

sitiosdc inflamación trasla inducciónde peritonitis aguda (Bogeneta! 1994),o la inducción

de la respuestainflamatoria (Vaporician el ab 1993). Aunque el papel preciso que juega

PECAM-l en el reclutamientode leucocitos¡a vivo no está claro, los estudiostu vúro han

implicado a estamolécula en amboslados de la interacción, es decir, tanto en el endotelio

como en los Leucocitos.Las evidenciasen el sentidode la contribuciónde PECAM- 1 presente

en el endotelio han sido aportadaspor Muller <it ab <¡993), quien demostró que tanto

anticuerposanti-PECAM-l, como una forma solublerecombinantede la proteina,bloqueaban

la migracióna travésdel endoteliode los leucocitossin afectarla adhesiónde dichascélulas.

Por otro lado, también hay razonespara suponerque PECAM-l, presenteen la membrana

leucocitaria,pueda estar implicada en esteproceso,ya que anticuerposdirigidos contra la

37



Introducción

proteínaaumentanla capacidadde adhesióncelularmediadapor integrinas (Torimoto el ab

1992; Berman<ií aL ¡992; l>iali el aL ¡993).

1.16.2An io énesis desarrollocardiovascular

Variaslíneasde investigaciónhan sugeridola implicaciónde PECAM- 1 en los procesos

de angiogénesis.Así, Albelda <it aL (1990),demostraronque las célulasendotelialescrecidas

en presenciade anticuerposanti-PECAM-1 no podían formar normalmentelos contactos

célula-célula;y dicha inhibición podía ser revertidatras retirar dichos anticuerpos.Por otro

lado, la adición de estosanticuerposa monocapasen cultivo de célulasendotelialesno tenían

ningún efecto.Estosresultadossugierenque PECAiM- 1 esimportanteparala iniciación de los

contactoscélula-célulapero no para su mantenimiento.Estudiosrecientessobrela expresión

de PECAM- ¡ duranteel desarrollomorfogénicomurino estánde acuerdocon los hallazgosen

la angiogénesishumana(Baldwin el al. 1994). El establecimientodel sistemacardiovascular,

uno de los eventosmás críticos en el desarrollodel embrión de vertebrados,dependede la

interacciónde las célulasendotelialescon las célulasadyacentesy con la matriz extracelular.

PECAM- ¡ es una de las primerasmoléculasde adhesiónendotelial que apareceduranteel

desarrollo embrionario. De estetrabajo se deduceademásque PECAM- 1 es uno de los

marcadoresmástempranosde la diferenciacióndel endocardioy que su expresiónpodríaestar

reguladaduranteel desarrollocardiovascular.
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Objetivos

El TGE-[3 esunacitoquinamultiflincional que actúasobremuchostipos celularesy que

elerceimportantesefectosbiológicos sobrecrecimiento,desarrolloy diferenciación;por todo

ello esun moduladorcritico de la fisiología celular. Admitiendo la relaciónentrelas respuestas

celularesproducidasen presenciade un estímulo externo,y la regulación a la que dichas

respuestasse ven sometidasa través de receptoresespecíficosde dichos estímulos,nos

propusimoscinco objetivosen el desarrollode estetrabajo:

1-Estudiar los efectosque el TGF-f3 induce en célulasmonociticas.Caracterizarlos

componentesimplicados,tanto desdeel punto de vista de la unión del factor a sus receptores,

comode las posiblesvíasde señalizaciónimplicadasen las respuestas.

2-Caracterizar las moléculas implicadas en el fenómeno de adhesión celular,

consideradocomo uno de los efectosparticularesinducido por el TGF-13 en nuestromodelo,

profundizandoen los mecamsmosmolecularesquelasregulanfimcionalmente.

3- Caracterizarla expresiónde endoglinacomo moléculaasociadaal linaje monocítico

dentrode los tiposcelularessanguíneos,y estudiarsu regulaciónporel factor.

4- Caracterizarla expresiónen membranade dos isofonnasde endoglinay estudiarla

fosforilaciónen susdominioscítoplásmicosasícomo su regulación por el TGF-[3.

5- Caracterizarel papelfuncional queendoglinadesempeñaen las respuestascelulares

mediadaspor el TGF-j3 en célulasmonocíticas,realizandoun estudiocomparativode las dos

isofonnasen las res¡)uestascelularesanalizadas.
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3.1 Solucionesy Reactivos

Iii estetrabajose utilizarán nombresgenéricosde solucionesy reactivos,que con el fin

dc simplificar el texto se resumenen estaseccion.

3.1.1 Soluciones

‘[aiíípóii Hepes: 150 mM NaCí, 5mM KOH, 1.3 mM CaCI2, ¡.2 mM N4gCI2. ¡O mM

Hepes.pH 2 4

¡ampónde lisis celular: lO mM Tris-HCI pH 7.4 ,150 mM NaCí. ¡mM LDTA, 1%

~l’ritónX-l00. ¡mM benzamidinasódica, l0~.tg/ml de aprotinina. 10 ~g/m1de pepstatina,50

~g/m1dc leupeptinay lníM fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF).

[ampónde cargaparaelectroforesisde proteínas(2x): 125 mM Tris-HCI. pl] 6.8. 2%

dodecil sulÑto sédico (SDS). 26% Glícerol, 0.2% Azul de Brornofenol y 20 mM de f3-

niercaptoetanol<sólo en el caso de utilizar condicionesreductoraspara la identificación dc

proteinas).

Tampón de desarrollode electroforesisde proteínas:25 mM ‘Iris basey 190 mM

Glicocola pH 8.3.

TampónMOPS (lOx): 400mM MOPS. lOOmM NaAc, 20 mM EDTA. 0.15%dietil

pirocarbonatopl ¡ 7.

¡ampón de carga de muestrade ARN: 50% Glicerol, lmM EDTA. 0.4% Azul de

Bromofenol. 0. 15% dietil pirocarbonato. Esta solución se mezclé en proporción 1:10

respectivamentecon la muestra,disueltaen MOPS (lx), 50%formamida.6.30o fornialdehído.

0.15%dietil pirocarbonato,en un volumenfinal de30 ¡uls.

Tampónde desarrollode electroforesisparaARN: TampónMOPS(lx).

[ampónSSC<20x): 3 M NaCí, 0.3 M NaCit pH 7.

Solución de Denbardt(50x): 1% de FicoIl 400, 1% de polivinilpirrolidona. 1% de

albúmina<le sacrobovino <BSA).

Medio 113 para crecimiento bacteriano: Composición por litro, triptona lO gr.,

extractode levadura5 gr., NaCí 10 gr., estemedio fue esterilizadomedianteautoclaveantes

de su uso.

- PI3S (tampón fosfato salino): 136 mM NaCí, 5 mM KH2PO4, 2 mM KCI y 8 mM

NaaHPO.4 pl-] 7.4.
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3. ¡ .2 Reactivos

¿1 IRIS utilizado fue de Merck (Merck. Darmstadt.Alemania), asi como todas las

salesIIIorQa(llcas. el FlYIA y U(iFA. El ¡¡EPESfue dc Floxx (lIow Laboratories,FIS. ULJ). El

MOPS, inhibidotesde proteasas(benzamidina.aprotininina.pel)statina.leupeptinay PMSF).

inhibidoresde lésfatasas(n¡olibdato,ortovanadatoy fluoruro sódicos):inhibidoresdc quinasas

(11-7 y cstauro.spoiina»agarosa.el antibiótico geneticina(6418),heparinahumana.dextrano,

PMA. libronectina humanapurificada, azul de toluidíría, citocalasinaB y los marcadoresde

pesomolecularpava electroforesis<miosinade conejo205 kDa, ~3-galactosidasade E. cok ¡17

kDa. lésíbrilasa B de conejo 97 kDa, albúmina bovina 66 kDa, ovoalbúrnina 45 kfla y

anhidrasacarbónica bovina 29 kDa) fueron obtenidosde Sigma (Sigma Chemical Co., St

lonis. EEUU). El Ficol! (tipo 400) fue de Phannacia(PhannaciaFine Chemicais. Uppsala.

Suecia)así como la proteina O acopladacovalentementea sefarosa.El detergente‘l’ritón X-

¡00 fue de Calbiocheni(CalbiochemCorp., La Jolla, EEUU). El 51)5 fue de Bio-Rad(Bio-

Rad. Hercules.EEUU). El factor transformantede crecimiento.recombinantehumanoTOE-

~Sl.flie de R&D (R&D Systems.Abingdom, Inglaterra).El TGF-j32, el GM-CSF. M-CSI7 e

IL.-3. todos ellos recombinanteshumanos.fueron obtenidosde Genzyme(GenzymeCorp..

Boston.El:. ULJ). A lo largo de estamemoriay salvo indicaciónexpresala nomenclaturaTOE-

~ hacereferenciaa la isoformaTGF-~l

3.2 Material de Cultivo Celular

En la realización dc este trabajo todo el material de cultivo empleado,tanto para el

mantenimiento de células como para los ensayosdescritos. fue plástico Costar (Costar,

Cambrigde. EEUU). Los medios de cultivo fueron RPMI 1640 y DMEM (Gibeo, Life

l’eenologies.Inc.. Grand Island.EEUU), suplementadoscon 10% de suerofetal bovino (FCS:

lIow). previanienteinactivadoa 560 C durante30 minutos,2 mM de L-glutaniina . lOO U/ml

dc penicilina y 25 ~tg/mlde gentamicinacomo antibioticos(todos ellos productos(iibeo>. En

lo sucesivo dicha composición, salvo indicación expresa. se especificará como medio

completo.Como soluciones de lavado celularsehan utilizado Hanks(Gibeo) o PES, y en los

ensayosdonde fue necesariodespegarcélulas adherentesse utilizó tripsina 0.25%, ¡mM

ILOTA en Hanks,Las célulasfueron mantenidasrutinariamenteen faseexponencialde cultivo

en un incubadoí ¡-leracus(Heraeus.Osterode,Alemania>.en atmósferahúmeday 5% dc CO
2.

[odas las manipulacionesque requirieronambiente estéril se realizaronen una campanade
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flujo lanujiar \ertica¡ (jelaire II 5134 ( (jelaire. Italia). ¡~ascélulas fueron colectadasmediante

centrifií gación con una ccii trítuga de mesa (jRl~ de liecknían (Beckrnan lastní¡nents. Palo

Alto, ¡sI;. [it)) a ÓOOxg (Ittrante3 mm utos.

3.3 Células

lipos celularesde cuatroespeciesdiferentes sehan utilizado parael desarrollodc este

trabajo: humanas.raton. rata y mono. Las células humanashan sido lineas va establecidas,

células de sangrepeiileiica. o células endotelialesobtenidasmediantecultivos primarios. Las

lineas celulareshumanasutilizadashan sido U937, promonocítica;HLÓO, mielomonocítica;JY.

linfoblástica 8: Jurkat. leucémicaT y K562. eritroblástica.Todasfueron cultivadasen RPMI

completo en crecimiento exponencial. Las poblaciones celulares de sangre periférica se

obtuvieron a partir de donantessanos. En el caso de eritrocitos y plaquetas.éstos fueron

separadosde la fracción leucocitaria porcentrifugacióndirectade la sangre.Una vezseparadas

lastresfracciones(eritrocitos.leucocitosy plaquetas),los eritrocitosy plaquetasfueron lavados

con PBS o PBS lmM EDIA respectivamentey resuspendidosa la concentraciónadecuada

para su posterior análisis. Las poblacionesleucocitariasfueron separadasa partir de sangre

completa medianteel método descritopor Bóyum (1976). y en panicular la purificación dc

monocitosse realizo por combinaciónde dicho método con el descritopor Freundlish el aL

(¡983).Paraello se realizó La sedimentaciónde los eritrocitoscon una soluciónde 6% dextrano

0.15 M NaCí en proporción 1/5 (solución/sangre).Despuésde producirsela sedimentación,en

aproximadamente30 minutos, la parte superiorqueda enriquecidaen plaquetasx leucocitos.

Esta fracción se coloca cuidadosamentesobre una solución de Lymphoprep (d~l.O77 gr/ml.

Nvcomed.Oslo, Noruega),en proporción2/1 respectivamentey posteriormentese centnfiigaa

SOOxgdurante30 minutosa temperaturaambiente.Tras esteprocesose obtienentres fracciones

diferentes: la superior con plasma y plaquetas, la interinedia enriquecida en linfocitos y

monocitos(fracción mononuclear),y la inferior con las célulaspolimorfonuclearesx’ eritrocitos

contaminantes.La purificación de las células polimorfonucleares se realiza mediante la

repetición de varios ciclos de lisis hipotónicade los eritrocitoscon agua durante30 segundos,

proceso en el cual las células polimorfonuclearesno sufren alteracionesapreciables.La fase

intermediade linfocitos y monocitosesrecogiday lavadados vecescon l-lank’s. La separación

entremonocitosx linfécitos se realiza medianteadherenciaa plástico de cultivo que ha sido

prevíaineiltetratado a 370 C durante¡ hora con plasmaautólogo. o en su defectoplasmaAW

tías incubacióndurante ¡ hora de la fracción mononuclearde células en medio completo. Las
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célulasno adherentes( lun damentalmentelinfocitos), son separadasmediantelavadoscon RPM 1

en ausenciade sucio. l)e estemodo los monocitosquedanadheridosal fiasco de cultivo, siendo

el grado de pureza.. según criterios morfológicos y de marcadoresde membrana, de

aproxííiíadanícnteun 95% En los ensayospertinenteslos monocitospurilicadosRieron puestos

en cultivo con medio completoy a los tiem¡)osindicadosfrieron recogidoscon l-Iank s 1 mM

EDIA durante 5 minutosa 320(2, Posteriormente.fueron lavadoscon PBS x’ resuspendidosa la

concentraciónadecuadaparael correspondienteensayo.

Las células endotelialesfueron obtenidasa partir de cordonesumbilicalesde donantes

sanos mediante perÑsíón de la vena umbilical con colagenasa(Boebringer) a una

concentracióndc 1 mg/ml <ARt 0.258 U/mg> tal y como selía descrito(Muller e/ aL 1986>.

Tras incubacióndurante30 minutosa 370C con dicha actividad enzimática.las célulasfueron

recogidasmediantelavado dc la vena con Hank’s; y una vez colectadasfueron cultivadasen

RPMI suplementadocon ghutamina,antibióticos, 20% de FCS. 50 ¡tg/ml de suplementoíara

crecimientode célulasendoteliales(CollaborativeResearch.EEUU) y ¡00 ~tg/ml de heparina.

En los ensayospertinentes,estascélulasse utilizaron entrelos los pases2-4. haciendodilución

del cultivo tras confluenciaen proporción1/5.

Las célulasde ratónutilizadasfueron las de la línea de fibroblastos[.929. Esta línea se

mantuvoen cultivo empleandoRPM) completohastaconfluencia,realizandopasesen dilución

1/5. Cuandofine necesario,las célulasfueron recogidasmediantetratamientocon tripsina/ED’lA

durante3 minutosa temperaturaambiente;la reacciónde la tripsina se detuvomedianteadición

dc RPMI completo,las célulasfiteron lavadascon Hank’sy resuspendidasa las concentraciones

adecuadas,

l,.as célulasde ratautilizadasLeron las de la líneade mioblastosde músculoesquelético

L.
6E9. lista línea se mantuvo en cultivo en las mismas condicionesque las citadas para los

tibroblastosde ratón, exceptoque el medio Le DMEM y la proporcióndel suerofetal bovino

fije del 209~

Las célulasde mono utilizadasfrieron las de la línea epitelial de riñon COS-7. Esta línea

semantuvoen cultivo en las mismascondicionescitadasanteriormenteparalos fibroblastosy al

igual que Lr,Eo cl medio utilizado fue DMEM completo (en este caso la proporciónde suelo

fetal bovino fije del lOO/o).
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3.4 Anticuerpos

¡tu este 1 ral)ajo se han utilizado tanto anticuerposnionoclonalescomo anticuerpos

polícloiíales. ¡ ossiguientesAm fueron usados:812 1 1 . generadoen nuestrolaboratonomediante

nlnILflIlzacIoIi de ratonesBALB/c con células U937 tratadas con ¡‘MA durante48 horas.

sí~uuendoel níetododescritopor Cabañasel al. (1989). EsteAm se seleccionópor su másalta

reactividad.evaluadamedianteun ensayode citometríade flujo con las células U937 tratadas

conel esterde forbol. frente a las no tratadas.El isotipo de esteAm es lgM. como se demostró

medianteun ‘tít” de determinaciónde inmunoglobulinas(Hollan Biotechnology.Amsterdam.

Holanda). 121 Am 4404 perteneea la subclaseIgol y reconoceendoglina(Gougosy Letar¡e

1988a). El Aun lIC 1/6 reconoce0)3 ¡ (Caballasel al. 1989; Schlossmanel aL 1995b). y

pertenecea la subclase1gW. Los Anis HC.l/l. FGI/6. [«32/2 y 1)3/9 reconocenCDI lc.

receptorde transferrina o CD7I, f32-ínicroglobulina y CD45 respectivamente,(Cabañasel al.

1988: Bernabeu cl aL 1986). Los Anis Bearí (auíd CDI ib), Bear2 (anti CDI4) fueron

gentilmentecedidospor el Dr. C. Figdor (Tlie NetherlandsCancerInstitute,Anísterdaní).El Aní

RRI/l reconoceICAM-l <CD54) y fue gentilmentecedido por el Dr. TA. Springer(Harvard

Medical School, Boston>. Los Anis HPI/7, T52/l6 y TSI/18 reconocenCD49d. CD29 y

CDII a respectivamentey fueron una cesión generosadel Dr. Francisco SánchezMadrid

(Hospital de la Princesa.Madrid). El Am PID6 (Telios Phannaceuticals,Palo Alto, EEUU)

esta dirigido contra CD49e. HEC-75 (CLB Laboratories.Amsterdaní, Holanda) reconoce

CD3I. así comolos Ams S0134.GIIS, NII131-2,PECAM-l.3 y MB35 obtenidosde la sección

de plaquetasdel V Taller Internacional sobre Antígenos Humanos de Diferenciación de

Leucocitos.

En nuestrolaboratorioobtuvimosAps frente a PECAM- 1 en conejostras inmunización

con PECAM- 1 purificado a partir de extractossolublesde célulasU937 tratadascon PMA. Los

Aps de conejo anti Receptortipo II humanodel TGF-J3. así como cl péptido control, fueron

obtenidosde Santa Cruz Biotechnology(California, EEUU). ~ los Aps de poíío anti-TGFt

fueron dc R & D Systems.Los Aps anti-fibronectina,fueron gentilmentecedidospor la Dra A.

GarcíaPardo(Centrode InvestigacionesBiológicas,Madrid). La tabla 2 resumela especificidad

y nomenclaturade los anticuerposutilizados.
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Anticuerpo

rxí

.hhui~1

¡1(1>6

Especificidad

j tVdTgiJjdbTiBF 7

Bear 1

Bear2

RRI 1

HP1/7

182/16

gp 160~95 (CDIIb>)

gp 55 (CD¡4)

iCAM-l (CDS4)

Integrinaalt <CD49d)

Integrinascad I~u (CD29)

151/18 LFA-la (CDIIa)

1)3/9

¡‘11)6

[LA, 1200 (CD45)
—A

Integrinaa4t (CD49e)

,HIiC-75 PECAM-l (CD31)

86134

§118

¡ PECAM-l ((21)31)

¡ PECAN!-] (CD3I)

NIH3 ¡-2 PECAM-t (CD3I)

PECAM-l.3 PECAM-l (C031)

(CD3 1>

Policlonal

Policlonal

PECAM- 1 (CD3 1) (gen. en conejo)

Anti-RII del T(iF-13 (gen. en conejo>

Policlonal

Policlonal

Anti-TGF-f3 (gen. en pollo)

Anti-80 Kda Fibronectina (gen. en conejo)
j

¡ Eiidoglina (CDI 05)

PECAM- ¡ <CD3 1)

11(211 gp 150.95 (CDI lc)

[§1/6

¡‘§2/2

t

Ree.Trartsferrina(CD?1)

[32-microglobulina

Tabla 2. Resumen de los anticuerpos moixoclonales y policlonales utilizados en la
trabajo. Todos los Ans han sido geiierados en ratón

realización de este
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A/u tena/est mPtodos

3.5 lii íuuuiohisloq mmica

Bíop sias (le diferentestejidos humanosfueron obtenidaspoe el Dr. Agustín Acevedo

ti] ospílal de la Princesa,Madrid). 1 .as muestras(le l)azo. amíg(lala, nódulo linfutico e hígado

fueron teñidascon el correspondienteAm , seguidode incubacióncon un segundoanticuerpo

acopladoa peroxídasa.o bien, medianteel métodode antifosfatasa-fosfatasaalcalina (Cabañas

ci 0/. 1989).

3.6 Marcajede Superficie

En la realizaciónde estetrabajo se han utilizado dosmétodosdiferentesparaidentificar

proteínasde superficiecelular: Radiomarcajede superficiecori (2Sf) y marcajecori biotina.

LII marcajede superficiecon (í?5J) se realizó mediantelODO-GEN (Pierce),siguiendoel

protocolo descrito(Erackery Speck 1978). Tras el marcaje,se obtuvieronextractossolubles

con tampón de lisis a 40(2 durante 40 minutos. ‘Iras este proceso, los lisados fueron

centrifugadosa 1 2000xg durante 15 minutos a 40(2 De esta manera, fueron separadaslas

fraccionessolublee insoluble. La fracción solublefue sometidaa inmunoprecipitaciónespecífica.

El marcajede superficieconbiotina serealizó sobrecéltílas U937, en suspensuon.a tina

concentraciónde 2x10” ecl/mí, y sobrecultivosconfluentesde célulasadherentesL1E y (205-7.

en placasde cultivo de 60 mm. de diámetro(1,5-2 xIO~ células/placa).En todos los casos,se

renró el medio de cultivo y las célulasfiteron lavadascon Hank’s. Previamenteal marcaje.las

célulasfueron equilibradasen tampón Hepesdurante30 minutosa 4<’ (2. Tras esteperiodo. se

retirá el tampón y se añadió tampón nuevo en presenciade 0.5 mg/uní de NHS-LC-Biotina

(herce).Tras una incubacióndurantedoshorasa 40(2 con agitacron suave, las célulasfueron

recogidaspor centrifugación <en el caso de las células adherentes,se comprobó que la

tripsíni.zacíon no afectaba a la expresión en membranade la proteína que se trataba de

identificar). Una vez colectadas,se hicieron extractossolublescon tampónde lisis durante40

minutos y posteriorcentrifugacióna 1 2000xg durante15 minutos,manteniendodurantetodo el

proceso la temperaturaa 40 C. La fracción soluble fue sometida a inmunol)recipitación

específica.

3.7 l»mMxioixr~@nifl~um

En general.todaslas inmtuuoprecipitaeionesfueronllevadasa caboa 40 (2 con proteína6

unida covalentenuentea Sefarosa.aunqueen algún casoparticularse utilizó ProteínaA acoplada

a Sefarosa.Para ello. los extractos solublesfueron preaclaradoscon 50 ~ilsde Proteína6

durante4 horas. Tras esteproceso,las muestrasfueron centrifugadasa 1 2000xg durante2
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iíiiiii¡tos. y el Sflbrena(lalltedic añadidoa 50 pl de ProteínaG—Sefarosa.a la quepreviamentese

había unul o el co¡respondiente anticuetpo mcdiante ni cubación por un período mínimo de 4

¡iotas. 1 os antictiefl)os se utilizaron en forma de sol)rclladallte del h ibridoma correspondiente

(200 pl) diluciones ¡/500 de fluido ascítico (200 pl) o cuando se dispuso de anticuerpos

purificados se usaron S~ig de los Aps anti-receptor11 del TGF-D ó 10 pg dc los Ap anti-

fibronectina. La mezcla [Sefarosa-Proteina 6-Anticuerpo extracto celular> fiue imicubada

durantetoda la noche en agitación. Cuandose utilizó el Aun SF1 3 (lgMX el preacoplamiento

del anticuerposc realizósobreSefarosaProteína6. a suvez pretratadacon el Am 187, 3 de rata

ami-cadenaKappa de ratón (Yelton et aL 1981). Tras la incubación durantetoda la noche,las

muestrasfueron centrifugadasa l2000xg durantedos minutos y la fracción insoluble (Proteína

(i-Sefarosa)11w lavada dos veces con 1 uní de tampón de lisis antes de ser sometidas a

electrotéresis.

3.8 Análisis del_ARN

ARN total fue aís[ado de las célulasutilizando el método descritopor Chomczynski y

Sacchi(1987). Lasmuestrasde ARiN (10 pg) fuerondesnaturalizadasy fraccionadasen gelesde

a~arosaal 1% en presenciade forunaldehído.Una vez realizadala electroforesis,las muestras

fhero¡m transferidasa uuiembranasde nitrocelulosa (M.illipore. EF.UU) mediante capilaridad

durantetoda la noche. Una vez transferido,el ARN Le fijado a la membranapor tratamiento

térmico a 800(2 durante2 horas.Las membranasfueron pretratadascon soluciónde hibridación

(40 ml de solucióncompuestapor 20 ml formamida, 10 ml SSC (20x). 2 ml Denhart’s(SOx). 2

ml IM NaI-12P04. ¡ini ADN de espermade salmón(lO mg/mí) y 5 ml agua,durante6 horasa

420(2. Tras el pretratamíento,las membranasfueron hibridadasen la misma soluciónañadiendo

un excesodc sondamarcadacon (~}. El marcajede las sondasse realizó medianteel método

de “Random Primer” (Feinberg y Vogelstein ¡983), utilizando para ello un ‘tít” comercial

(Amhersam).La hibridaciónse llevó a cabo durantetoda la noche a 420(2. y a continuaciónse

lavaron las membranasde la siguiente fonna: Tres lavados de 10 minutos a teunperatura

ambientecon 55(2 <2x) 4 0.1% de SDS; un lavado de 30 minutos a 520(2 comí SSC (0. lx)

0.1% de 51)5. Todos estos procesosse llevaron a cabo utilizando un horno de hibridación

(Techne.Inglaterra).

Lassondasutilizadasen estetrabajo fueron las siguientes:El fragmentoEcoRí de 2.6 kb

a partir del ADNc de endogli¡ua (Gougosy Letarte ¡990). El fragmentoXhol de 0.7 kb a partir

del ADNc de PECAM-l (Simmonset al. 1990). El fragmentoXhol/Ncol de 2.7 kb del ADNc
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dc c.—/ks (Van Straatenu al. ¡983). [-IIfragmento EcoRl/Pst1 dc 2.6 kh del A L)N C (le c.—¡uíI Cli

p LIC 1 9 < Rysec.k ci nl. ¡ 988). El FragmentoCía¡¡EcoRí de 1 .5 Kb obtenido a ji adir (leí tercer

exon dc e—mit (DalIa Lycra ej al. 1982).El fragnmeímtoKpmml/BgI II dc 0.66 Kb obtenidoa partir

dcl ADNc de f3-actina de polio. La sondadc actiíma fue utilizada como control de cantidadde

caiga en los gelesdc ARN cmi algumiosexperimentosaunque,cii su mayoría se utilizó la tiíícíóím

con bromuro de etidio de los ARNr. Todaslas sondasfueron obtemmidasa partir del aislamiento

del fragmentode ADNc presenteen los correspomidientesplásunidos, con los que se había

transformado la cepa DHSa’ de Ecolí crecida en medio LB. Las bandas específicas

radiomarcadasIteron detectadasmnediante películas de autorradiografia (Kodak. USA) o

mediante umí PIiosphorlmager410A y el “software” lmnageQuant (Molecular Dynamics,

Sunnyvale.EF.LI /).

3.9 Electroforesisde.proteínas

Las proteínas Rieron separadasy analizadasmediante electroforesis en geles de

poliacrilamida. l)asicamenteutilizando el método descrito (Laemmli 1970). Muestras de

extractoscelularestotales,o bien inmunoprecipitadosRieron diluidos con tampón de cargade

mnuestra.hervidosduratíte5 minutos y, salvo indicación expresa,fueron analizadassiempreen

niinigelesadaptadosal sistemade electroforesisde Bio-Rad. Para la formación de los gelesse

utilizó acrilamida mezclada con N-N’-metilen-bis-acrilamida en una proporción de 37.5/1

respectivamente(Bio-Rad). Como agemitespolimerizantesse utilizaron N,N , N’ ,N -tetrametilen

diamina<‘FEME!)) y persulfatoamónicoal 10%, ambosde Bio-Rad. Los tamponesbaseparala

fbrmaciómí de los geles.coneentradory separadorfueron 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 y ¡.5 M Tris-

1-1(21 pH 8.8, respectivamente.Los gelescon porcentajesde acrilamida del 6 y 7.5 ~o ftmeron los

más empleadoscomo separadores.mientrasque los gelesconcentradoresfueron del 4%. Las

electroforesísse llevaron a caboen tampónde electroforesisde proteínasa voltaje constantede

¡80 V duranteaproximadamente1 hora. Terminadala electroforesislos gelesfueron fljados con

una solución del 2O~/¿ dc umetanoly 7% de ácidoacético. Unavez fijados fueron secadosy las

bandasdetectadasmediantepelícula de autorradiografla(Kodak) o uii Phosphorlmager4iOA

(Moleculari)inamics).

3.10 Electroforesisde ARN

Una vez aislado el ARN, se cuantificó y midió el grado de pureza mediante

espectrofotometría.utilizando las absorbanciasa 260 y 280 nm y entonceslas muestrasfueron

diluidas con tampónde carga.Parala electroforesisseutilizaron gelesde agarosaal ¡ % tampón
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Nl OI’S (lx>. 7% Ibrimmldchido. 0.5 ~ig/ml bromuro tic etidio. 0. 15% dietil pirocarbonato.¡ .as

electroloresísse realizarona tijia iímtensidad constantede25mA durantetoda la noche.

3.11 Cmtometnade Flujo

El atiálísis 1)01 citometría de flujo se llevó a cabotratandolas mnuestrassiemprea 40(2.

medianteincubació¡mdc ¡00 pl de suspensióncelular en PBS <concentraciónaproximnadade

5>10’ células/muí)con el correspondienteanticuerpo(100 pl de sobrenadantede Imibridoma o

100 pl de una dilución 1/500de fluido ascítico),durante30 muinutos.Tras un lavadocomm ¡ ni de

PES . las células se centrifugarony se descartóel sobrenadante.Sobreel sedimentocelular se

añadierondirectamente50 pl de una dilución ¡/30 de fragmentosF(ab)2de conejo anti-ratón

marcadoscon isotiocianato de fluorescema(Dakopats.Noruega).Tras unanueva incubación

durante30 minutos, las célulasfueron lavadascomo antes.centrifrgadasy resuspendidasen 250

tI dc 1>138. Dichasmuestrasfueron analizadascon un citómnetro de flujo modelo 111>1(25 CS o

EPICS XL (Coulter Científica, Móstoles, España), usando amplificación logarítmica para

detectarfluorescencia.Paradeterminarel blancodel ensayosc utilizó sobrenadantede cultivo

del hibridoma X63 como anticuerpo irrelevante o altermiativamemite se hizo el muarcaje em

ausenciade] p nier anticuerpo.

3.12 Geumeraciónde transfectantes

En la realizaciónde estetrabajose hangeneradotanto célulastransfectadasestablemnente

como células transfectadasde modo transitorio,para ello sc han seguido los procedimientos

descritos(Sambrookel al. 1989;Ausabelel al. ¡993). Las célulastratísfectadasestablemente

Rieron U937. L6E. y L929. Las transfeccionestransitoriascorrespondierona células COS-?.

¡‘ara estastransfeccionesse hanutilizado diferentesvectoresde expresión.conteniendoerm cada

caso los ADNc que codifican para la proteínacompletaen cuestión: El ADNc de endoglina

(isoformas 1. y 8) insertado en el vector pCFXV (Miller et aL 1986). sc utilizó para las

tramislecemonesestables.Para las transfeccionestransitorias,los ADNc se insemtaromm en un sitio

EcoRí del vector pCMVS (Invitrogen, EEUU). El ADNc correspondientea PECAM-l emí el

vector CDM8 (generosamnentecedido por el Dr. Brian Seed,MassachusettsGeneralHospital,

Boston. l1li.tJU), fue utilizado para su transfecciónestable.Los receptores1 y II humanosdel

TGF-[3 donadosen pCMV5 Rieron generosamentecedidospor el 1)r. Joan Massagué(Sloan

KetteringCenter, New York. EEUU). Corno métodode selecciónen las transfeccionesestables

se utilizó el antibiótico 0418 (Neomicina). (Soutliem y Berg 1982), para lo que en dicímas
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transle¡.ciomíes se iimcluyo tal plásmido que ¡)erlnitio la selcecion (le las células transfcctadas

resistentesa diclí o antibiol ico : cl l)l~ smidoutilizado fiue el pSV2Neo

1.0s ¡ rau sléctaiítcsestablesde Eiídoglimma (ambasísofornmas)y PECAM— 1 en libroblastos

¡ .929 Rieronceneradosíor cosratísfecciónde los correspondientesplásmidosx¡ pSV2Neopor el

métododel fósíhio cálcico,sobre1—2 xl0~ células,En la transfeccuommse utilizaron 40 gg totales

de ADN con tina proporcióml de 10/1 para plásmido con ADNc/pSV2Neo. Iras el procesode

tratísfecciómí. las células fueron seleccionadascomí 400pg/ml de 0418 y los clomíes obtenidos

fueron seleccionadosumedianteensayode citometría de flujo. Los transíectantesestablesde

eumdoglinaen célulasU937 se obtuvieronmedianteelectroporaciónutilizando, en estecaso, los

plásmidoslinearizadosmediantedigestióncon BamnH]. La cantidadde ADN utilizada fue de ¡00

pg. para 3x 0 céLulas, Para la eleetroporación.las células(resuspendidasen 400 pl de RPMI)

semezclaroncon el ADN (resuspendidoen lOO 1.d). en cubetasde 2 mmn de un electroporador

ECM 6000 (BlX. EEUU), utilizando las siguientescondicionesexperimentales:¡00 voltios,

2950 microfaradios, 186 ohmios, siendo la duración del pulso de 30 mnilisegundos

aproximadamente.Tras esteproceso,las célulasfueron lavadascon RPMI y puestasen cultivo

en RPM] completo.A las 24 horas.se cambióel medio y se añadió 1.5 mg/ml de G418 para

seleccionarlas célulastransfectadas.La expresiónde endoglina fue determinadamediante umi

ensayode citometria de flujo. En la realizaciómm de estetrabajo se utilizaron mnayoritariamente

poblacionesde clones,aunquealgunosexperimentos(dondese indique) se realizaroncon clones

obtenidosmediantedilución límnite. Los traumsfectantesestablesde Endoglina en células L6E9

fueromm obtenidosmedianteel método de lipofectina (Felgner et al. ¡982). En este caso, sc

utilizaron las condiciommesproporcionadaspor el fabricante(Gibeo),queconsistieronen unezcíar

20 pg totalesde DNA (plásmidode endoglinaen pCEXV sin linearizarjunto con pSV2Neoen

proporción 10/1 respectivamente),con 20 pg de Lipofectina en un volumentotal de 200 ~l dc

l)MEM. Esta mezcla se mantuvo a temperaturaambientedurante20 mimmutos. periodo trasel

cual cl volumen se igualó a 2 ml con DMEN4 y se añadióa los cultivos subeonfluentesde células

5eim placasdc 60 mm de diámetro(aproximadamente3-4 xlO células/placa>.tras 24 horasde

trausfecciómí.las célulasfueron expandidasen proporción [/3 (relación de superficie)y puestas

en cultivo cmi DMEM completo en presenciade 400 pg/ml del antibiótico 0418. Tras la

seleccióncon el aimtibíótico. los cloimes fiueroum catalogadoscomo positivoso negativosmediante

un ensayode citometríade flujo. En todaslas transfeccionesestablesse incluyó ttum control de

célulastrarmsfectadassólo cori el plásmido de resistenciapSV2Neo.
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s t rau síbc.c¡ enes tíaasitorias en células(2<)S— 7 sc icalizaro ti t anibién coím el netotío (le

1 .4)otectítía como sc a cal)a (le descrmbir. excepto que cii estos e!msax&)s se cotraíísléc.tatutu

di snímtas coíimbinacionesde las isotermasde endoglina en cl plásímíidopCM V5 y/o los rece¡ñores

1 ip o ¡ y II lítunanosdcl 161=I~. en dicho plásmido.Coimio control, se incluyeron transfccciones

con el plásuxido sin inserto. Los ensayosde expresión,<en estecasodetecciónde receptores

medianteradiomarcajede afinidad), Rieron realizadosa las 72 ¡moraspos-transfección.

3.13 Ensayosdetroliferación_celular

Células 13937 fueron puestasen ciultivo en medio RPMI completoutilizando placasde

cultivo de 96 pocillosde fondo plano. La concentraciónfue dc 3 x í04 células/pocilloen 100 pl

devolumen. En estosensayoslas célulasfuerontratadasconlas concentraciones~ reactivosque

en cada casose indican. Seis horasantesde la terumíinación del ensayo,se añadióa los cultivos

1 LtCi/pocillo de (31-1)-mnetil-timidina(A.E.: 2 Ci/mmnol;AmerslmaníIbérica, Madrid. España).Las

muestras,por triplicado, fueromm recogidasmediauítemm colectorcelular Skatron (Skatroím, Lier.

Noruega).mezcladascon líquido de centelleoy la cantidadde radiactividadincorporadaen el

AI)N fUe estimadaen un contador1219 Rackbetapara emisión [3(LKB, Bromma. Suecia).

3.14 ~ws~ynsÁeadhesióncélula-célula

1)os tipos diferentesde ensayosde adhesión célula-célula se lían realizado en este

trabajo: Adhesiommeshomotipicasentre células U937 y adimesionesheterotípicasentre células

U937 y fibroblastos ¡.929 tramísfectadoscon PECAM-1. Los primeros se realizaron en las

mismnas coumdicionesde cultivo que se han señaladoen el apartado“Ensayosde Proliferación

Celular”. En cadacaso,los tratamientoscorrespondientesRieron realizadospor triplicado y la

cuantificacióndel porcentajede células agregadas,a diferentestiempos. se realizó mnediante

observacióncon un microscopiode comítrastede fase (Nikomm l)iaphot. Tokio, Japón).El cálculo

dcl porcentajese hizo inediarmteensayociego con tresobservadores.Lasadhesionesheterofilicas

frieron realizadasmnedianteco-cultivo de células U937 y trausfectantesde fibroblastos. Para

ello. 2.SxlO’ fibroblastos(transfeetantescontrol y de PECAM-1) Iberon puestosen cultivo en

placasde 96 pocillosde fondoplano en RPMI completo.A las cuatrohoras(tiempoen el que se

producela adhesiónde los fibroblastosal sustrato).se añadieromm3 x104 células U937. en un

xolumetí final de 200 pl. Estos co-cultivos fueron realizadospor triplicado y en ausenciao

presenciade 500 pM de lGF—[3. durante24 horas.Transcurridoeste tiempo las l)lacasflueron

laxadassuavementecon RPMI, previanmentecalentadoa 37” (2. La estimacióndel número de

células 13937 adheridasa los tramísfectaímtesserealizó mediantedosmétodosdiferentes:En cl
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¡)li tuero. tui a vez laxa(las las placas. las ednlas U~37 setiñeroií coti el anticuerpo03/9 (antí—

(i 1)45 1. 1 vas iii cubacion cotm el anticuemvo durante30 mitmutos a teniperattmra ambiente. los

pocillos limetotí lavadosdosvecescon RPM1 y se realizó utía segutída iticul)acióti en las mismas

cotídiciotmescon Idi de cabra anhi-ratótm acoplada a Dynabeads(Dynal. Oslo. Nortuega). LI

liíndamcmno dc este procesoes aprovecharla refringencia de las bolitas magnéticasy poder

cuamítificar utilii¿ando el microscopiode contrastede fases. La preparaciónde Dynabeadsse usó

a la dilución correspondienteparaañadir2x ¡6’ bolitas/pocillo. Finalizadala segundaitmcubación

sc procedióde nuevoal lavado de las ¡)lacastal y como antesse ha referido. La cuantificación

se realizó contandobolitas/campocmi los triplicados. El segundométodo se realizó mediante

marcajemetabólicode las célulasU937 con (3H)-metil-timídina.Paraello, células(1937 (5 x íO>

células/mi)fueron cultivadasen RPMI completodurante14 horasen presenciade 5 pi(2iltnl del

marcadorradiactivo.Tras esteperíodolas célulasfrieron lavadasdosvecescon RPMI y puestas

a la concentraciónadecuadapara realizar el co-cultivo con los trausfeetantesen las mismas

condicionesque sehan descritoanteriormente.Transcurridas24 horas,las placasfrieron lavadas

de modo similar y el cultivo cotítetmídoctm el pocillo fbe recogidomediammtelisis comí umma solución

0.1 N NaOH -Y 0. 1% SOS. La radiactividadasociadaa los pocillos(por triplicado), fue estimada

comi líquido de centelleoen un contadorparaemisión [3.

3.15 Ensayosde adhesióncélula-sustrato_extracelular

Fmi estetrabajo sebatí realizadodos tipos diferentesde ensayosparamedir la capacidad

de adhesióna sustratode las células: Capacidadde adhesióndirecta al plástico de cultivo, o

capacidadde unión a fibronectina previamenteunida a plástico. En ambasmetodologíasse

utilizaron células U937 transfectadas(control y ambasisoformasde endoglina).por triplicado.

Los ensayosde utíiótm directase realizaron cultivamído 5x ío4 célulaspor pocillo e¡m presenciao

ausenciade 500 pM dc T(il-13 a diferentestiempos. En los ensayosde unión a fibronectina

muda a sustrato,placasde cultivo de 96 pocillos, fueron tratadasco¡m lOO pl de una soluciómí de

tibronectina en PBS durante2 horasa 370 (2, siendo la cantidadtotal de proteínaañadidaal

pocillo de 1 ~ig/cní. ‘Iranseurridoestetiempo los pocillos frieron lavadostresvecescon PBS e

incubadoscotí lOO pl de mía solución 1% de BSA cii 1>135. duranteun periodoadíciommalde 1

hora a 37” C~ entonces,sc lavaronde nuevotresvecescon PES. Las célulasque se añadierona

estospocilloshabíansido tratadasdurante24 horas etm RPMI completo(5 x ¡0~ células/mí). etm

presenciade 500 pM de 1GF-¡3. Tras estetratamie¡mtofrieron recogidasy lavadascon RPMI y
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resuspeumdidas etí RPM 1 . 1 <‘o BSA , 1 OmM 1 lepes pH 7.4 a la misma concelítraciámí y se

a fi adi erotí ¡ (10 tI dc esta suspetísíótí a los pocillos, incul)atmclosedumatite 1 Ii nra a 320 (2

Hm aml)os casos. enninadoslos tiempos(le i,mcuhaciótí el tíiedio de cultivo lime retirado

suavememitey los pocillos laxadosdosvecescon lOO pi de 0.9 mM CaCE.0.5 mM MgCI2 en

¡>88. Las célulasimidas al pocillo fueron lijadasdurantetoda la tiochecoím 1% de Qlutaraldelmído

a temperaturaambiente,lasplacasfueron lavadastres vecescomí PBS y las célulasteñidascon

0. 1% de azul de toluiditía durante2 horasen las mismascondicionesde teníperatura.Una vez

teñidaslas céltilas. los pocillos se lavarotí tres veces de tíuevo y el coloranteasociadoa las

célulasfue extraidocon 100 pl de una solución al 10% de ácidoacético.La absorbanciaen los

pocillos a 628 uím lime estimadamedianteun Multiscan Biocliromatie (Labsysíem.Helsinki,

Finlandia). El porcentaje de células unidas al sustrato se calculó tutilízando un curva de

calíbracío¡m

3.16 Oligonucleátidosanti-semmtido

Fmi este estudio se diseñó tui oligonucícótidode 21 nucleátidoscorrespondientesa la

secuencia anti-sentido qtme flanquea el sitio de iniciaciómi de la traducción del ARNm de

PE(2AM- 1. Como control, se utilizó la secuenciaanti-sentido de la cadena ligera de lgG

Imujimatía. Los oligonucleátidosfueron sintetizadosusandomonómerosmuodilicadoscii fornía de

lbsforotioato (MumTay ¡992), medianteun sintetizadorGeuíeAssemnbler Special (Phannacia).

Las secuenciasde los oligonucleótidosutilizadosRieron:

ánti-sentido PULAM- 1: 5 ‘-CCACCTCGGCTGCATCCTGAG-3. Control: 5’-

A(2C(2(2AGCJ’(2AGC3XiAGCT(2-3.En los estudiosdeinhibición celularrealizadoscon células

U937 los oligonucleótidosse utilizarona ulla concentraciónde 200pM.

3.17 Mazaies.sxtetabólicoscon CSÉMet{Qs

Los marcajesmetabólicoscon (
35S)-Met/Cysfueron utilizados emí dos tipos celulares

difereiítes~ Fibroblastos1.929 y células 11937. Emí los tratísfectamítesL929 el marcajeserealizó

con cultivos comilluemitesde las célulasen frascosde 75 cm2, a los que se les retirá el mnedio.

Iheron lavadoscon Hank’s y despuésseincubarona 370 (2 durante30 minutos en RPMI sin

metionina ni cisteimía (lUN Biomedicals. Barcelona.España).Tras esteperiodo. se retirá el

medio y se añadió de nuevo RPMI sin metionina/cisteinasuplementadocomí ¡0% de FCS

previamentedializado fremíte a 1>88. El marcaje se hizo utilizando lOO íuCi/nml de (~>S)-

metíonina¡cisteimía(Traus ‘>8—label; A.E.: >1000Ci/mmol; ICN Biomedicais)durante 12 horasa

370 (2. Una vez terminadoel petiodo de itmcubaciómí. el medio lime retirado y las célulaslavadas
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con 1>118. levantadasvm tripsinización colectadasmediante centrifugación. Después.las

célulasfrieron lisa(las con tatíípón de lisis y sometidasa iíí¡nunoprecipita cton cotm el Aímí 44G4

dogli¡ia
anti—etu > conio scdescribeen el apartado‘‘limínutí oprecipitactoil

las células tJ937 transfectadaslúeromí sometidasa marcajemetabólico cmi las mismas

condiciotíesque las descritasanteriormente,excepto qt¡e la densidad celular fUe de lxlO~’

células/ml.la coilcentraciónde (~S)-metionina/cisteinafue de 50 ~t(2i/mly el tuarcajese llevó a

caboen ausenciade FCS durante4 horasen las mismascondiciotíes.Lii este caso,se utilizó el

sobrenadatítepara inmunoprecipitarla fibronectinasecretadapor las célulasal medio. 1>ara ello

los transfectantesfrieron tratadosdurante4 horas(coincidiendocon el marcajemetabólico)o 24

horas,(20 horasde tratamnientoen medio RPMI completo+ 4 ¡morasde marcajemetabólico),en

presenciadc 500 pM de TGF-J3. Una vez recogidos~,los sobrenadantesfueron cemítrifugadosa

1 2000xg durante3 mitiutos para eliminar restos celulares ~‘ este nuevo sobrenadantelite

sometido a immmunoprecipitación como se desemibe en el apanado“Inmunoprecipitación”

utilizando Aps antí-fibronectina.Los unmunoprecipitadoslúcron sometidosa electroforesisen

gelesde poliacrilamida en presenciade SDS, en condicionesno reductoras(fibroblastos) o

reductoras(11937).

3.18 MamWwffietabólicq=QmúifP-Ortofosfato

El marcaje metabólico con (~P)-Ortofosfatopara la detección de fosfoproteinasse

realizó en cuatrotipos celularesdiferentes: CélulasU937 (línea parental),cultivos primarios de

célulasendoteliales,transfectantesde endoglinaen célulasL929 y trausfectantesde endoglinaen

U937. 1>ara las célulasadherentes(fibroblastosy endotelio).seutilizaron cultivos comífluentesen

frascosde 75 cnt. Las células ¡1937 fueronmarcadasa una concentraciónde lx 100 células/ml.

En todos los casosseretiró el medio de cultivo y las célulasfrieron lavadascon Hanks.después

sc pusierondc imuevo en cultivo a 370(2 en RPMl libre de fosfatos<lUN Biomedicals)durante30

minutos.A continuación,seretiró dichomedio y seañadiómedio fresco suplementadocon lOoo

de ¡LS. previamentedializado fremíte a solución salina de 0.9% NaCí, y lOO ~tCiml de (32l>)~

Ortofosfato.Las célulasfueron marcadasmetabólicamnentedurante4 horasa 37<’C. Fitíalizado el

marcaje,todas las manipulacionesse realizarona 4c~C: Las célulasfueron colectadasy lisadas

con tampón de lisis celularcmi presenciade inhibidoresdefosf’atasas(lmM Ortovatíadatosódico,

lniM Molibdato sódicoy lmM Fluoruro sódico) Tras la lisis, la fraccióninsoluble lime separada

por centrifugaciójí a 1 2000xg duratute 15 minutos y el sobrenadante sometido a

unnuniopiecipitacióncon anticuerposanti-endoglina(4464y SE II). anti-PECAM-1 (PI?.CAM
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.3 ~ lIC ¡0). ~ ami (1)11c (lIC 1/1). o cotitrol (X63 ). Algtmos ensayoscotí las célttlas 11937

línea paretíta¡ ). así como los transiéctantesde etmdogliíía en 1>929 ~ ti 937. fueron llevadosa

cabo en presenciadc 500 pM de lGF—I&. Para caracterizarla tésíbrilaciónde PECAM— 1. los

tratamietítossupertoresa 4 horasserealízaroií cultivandolascélttlasen RI>MI completoa 5x ¡0>

células/mí,haciendocoincidir las últimas4 ¡morasde tratamieímtocon el marcajeníetabólico.

3.19Análisis de Ibsfopeiptidos

Células 1929 transfectadascon cada isoforma de endoglina fueron inetabólicamente

marcadascotí (3>P)-Ortofosfato.sometidasa inmunoprecipitacióncon el Am 44G4 y ¡a proteína

radiomarcadalite separadamedianteelectroforesisen un gel del 6% de acrilanmida. lina vez

localizadaslas bandas colTespondientesmediante autotTadiografia,éstas fueron cortadasy

eluidasdel gel (Boley ci a/. ¡991). Digestionesproteolíticasde los eluidosse llevaron a cabo.

primerocon la eímdoproteasaGlu-(2 de StaphvlococeusaureusVS (EC 3.4.21,19:Boelírimíger

Manheim. Barcelona,España)en 0. ¡ M NH
4H(203, a pH 7.4 durantetoda la noche a 370(2.

seguida de incubación con la endoproteasa específica de prolina de frlavobacterium

meningosept¡cuni(E(2 3 4.2 1.26; ICN Biomedicals)en tampónfosfato 0.1 M, pH 7.0 durante3

horasa 300(2. Los fosfopéptidosobtenidosfueron separadosmedianteelectroforesisen capafina

en ¡0 g/l de (NI-LhC03 a pH 8.9 duramíte 30 minutos a 1000 voltios (Bolev el cl. 1991). [os

péptidos radiomarcadosfrieron detectadosmedianteun l>hosphorlmager41 OA utilizando el

“software’ lmageQuant.

3.20 Análisis de fosfoaminoácidos

Células L929 tratufectadascon la isoforma larga de endoglina fi.terotm marcadas

metabólicatnentecon (
2P)-Ortofosfatoy sometidasa inmunoprecipitacióny electroforesisen las

mismascondicionesdescritasen al apartadoanterior, Unavez desarrolladala electroforesis.las

muestrasfrieron sometidasa electrotransferencia(ver apaitado‘Transferenciade l>roteinas e

lnmumiodetecciómi~),títilizando una membranade nylon (i-lybond-N: Arnershani bítermiational).

tina vez detectadala batidacorrespondienteen la metnbranade nylom¡ medianteautorradiogralia.

éstafue cortaday directamentedigeridaen 200 pl de 6M 1-1(21 a ¡1W’ (2 durammte4 horas,los

fosfoaminoácidosfrieron analizados medianteelectroforesisbidimensional emm capafina (Boley

eta!. 1991).

3.21 irausferenciadeproteimiase inmunodeteecton

La tratisfereticia de proteínasdesde el gel de acrilamida hasta las membranasde

tíitrocelulosa (0.22¡ttn: Millipore). se llevó a caboa 300 milianiperios,durante75 minutosa 40
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( cii cubetasdíseña(las al efecto. La electrotransíercuiciase realizo etí tamnpótm (le tiatisferetícia

cotupuesto¡)OV tanípomm de electtoforesis(le protelíias.20% metaiíol pII 8. lina vez realizadala

tmaumsferetmcía.las proteitias fttcrotí detectadasen la membratíamediantetinción con el colorante

Rojo ¡‘oncean. 1211 filtro tite posteriormetitedesteñidocon soluciómí de ácido acético al 5% y

lavado repetidasvecescon agua.Entonces,se procedióal bloqueo del filtro paraevitar mitones

imies¡)ecilicasdurantela iiímnuímodetecciótm,mediantetratamientode la membranadttratíte ¡ hora a

temperaturaambientecoíí leche desnatadaen polvo al 5% en l>BS. iras este bloqueo. se

procedióa la incubacióncomí el coiTespondienteAm. Paraello, seutilizó sobrenadamítede cultivo

del hibtidoma comTespondientediluido al 50<’~ en la soluciómí de lecheen PBS, o bien dilución

1/1000 de fluido ascítico en la misma solución. La incubación se llevó a cabo en bolsas de

plástico.diseñadasacordesal tamañodel filtro, durantetoda la nochea temperaturaambiente

con agitaciómí. Iras esteproceso.la membranafue lavadacon PBS durantecincominutoscuatro

vecesy entoncesse procedió a la incubaciómícon el segundoanticuerpo: Inmunoglobulinade

cabra ammti-inmtnmoglobulina de ratón acopladaa peroxidasa(Dakopats)a dilución 1/1000 en

solución de leclie-PBS. ¡rasumía incubaciónadicionalduramíte 1 hora a temperaturaamnbieimte.se

procedió de nuevo a lavar las membranascomo se ha descritomás arriba. Las muestrasque

procedían de ensayosde marcajecon biotina. imimumioprecipitación y electroféresisfrieron

tratadasde modo idéntico al descrito,exceptoque la reacciónde reconocimientoespecíficose

realizó mediante itícubación de la membrana eoíí 2 pg/ml de estreptavidinaacoplada a

peroxidasa<Pierce)en las mismascondicionesde la incubacióncon el segundoanticuerpode la

mntunnodetección.En amboscasoslas bandasespecíficasfueron reconocidasinediatíteun ensayo

de quimnioluminiscenciautilizando un “kit” comercial(Amersham).

3.22 Ensayos_deasociaciónal citoe.~qxj~kto

listos etmsayosfueron realizadosparademostrarla asociaciónde PECAM- 1 a la fracciótí

insoluble celttlar. Paraello 11937 <línea parental) lime puestaen cultivo en ausenciao presencia

de 500 pM de TGF-j3 a una demísidadde 5x10> células/mí,Algutios ensayosse llevaron a cabo

ademásen presenciade 20 pM de citocalasina.Tras el tratamiento,las célulasfueron colectadas

y lavadas con PBS. La separación de las fracciones celulares soluble e insoluble fueron

basicamenterealizadascomo describenNewmanel al.( 1992). con algunasmodificaciones.titía

ez colectadaslas célulasfrieron lisadasen 400 jis de 1% Tritón X- lOO. ¡00 mM MES, 0.5 mM

MgCl9, ¡mM PMSF. lmM NaF, lmM Na2MoO4, ¡mM Na3VO4. 2mM EGIA, pH 6.7 (tampón

de citoesqueleto>.duramíte 5 minutos a 40(2~ Las muestrasflíeromí entoncescentrifugadasa
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15. 00O~ clti rante 1 5 mnintttos a 40(2 etí tttía ttltracentíifitga It 1 00 l3eekmatí. con un rotor ¡LA

1 00.2 ( Hecluiíatm lii strumeumts Inc. Palo Alto. FE.1111). liste procesocondttjo a la obtenciónde

las fíaccíotmessol¡tble ( sobiemia dante)e imlsolul)le (sedimímcnto). La fiacciótí insoluble tite lavada

suavemetitetresvecescon tampónde citoesqueletounediatmtepipeteo. resuspendidascmi 200 pl

del mismo tampón e incubadascon 200 U de UNasatipo 1 <AH.: 2000 U/mg: Boerlminger-

Mannlmeim). duratíte ¡0 nmitíutos a 370 U. A continuación,se añadiótampón de carga de

clectroforesis<2x) y las muestrasse sonicaronduratíte3 tuinutos a 40(2~ Lasfraccionessolubles

fiteromi níezcíadasdirectamemítecon 1 volumen del mismotampónde carga.Entonces,tanto las

fraccionessolublescomo insolublesfrieron Itervidasy sometidasa electroforesisen gelesdel 6%

de acrilamida en coímdicioímcsno reductoras.Una vez realizadala electroforesis.las muestras

fueron clectrotransferidasa membranasde nitrocelulosa y se llevó a cabo un ensayo de

mnniunodeteccióncon el Am 1-1(2 ¡/6, tal y como se describeen la sección“Electrotransferenciae

Ininumiodetecciónde l>rotetnas -

3.23 Determinaciómí_deactividadPK(2

CélulasU937 (4x10”) fueron colectadastras el tratamientocon 500 pM TGF-f3 durante

los tiemposindicados,lavadasdosvecescon PBSy wia vezresuspendidas.mantenidasen hielo.

en 200 pl de tamnpóti TEM (2OmM Tris-H(2l. pH 7.5, 0.5 mM EDIA. 0.5 mM EGTA, ¡0 mM

13-mercaptoetanol.25 pg/mnl de leupeptina y 25 ~tg/ml de aprotinina). Se obtuvieron

homogeneizadosdeestascélulasmedianteaspiracióny expulsióncotí tina jeríngaa travésde una

aguja de diámetro 25. Los homogeneizadosfueron centrifugadospmimero a 1 OOOxg durante5

minutosa 40(2 parasedimentarlos núcleosy grandesrestoscelulares,y despuésa 100.OOOxg en

una ultracentrifliga TL-l00 (Beckman) durante 30 minutos a 40 (2. De esta manera, se

obtuvierondos fracciones,sedimentoy sobrenadante,que se utilizaron como fuente para las

medidasde PKC asociadaa membranay a citosol. Los extractosde membramiase prepararon

resusl)endiendocl sedimetito en 50 itís de tampón TEM, en hielo. 50 p.g de proteína total

(estimada mediante ensayo colomimnetrico realizado en paralelo con el “kit” Protein assax

reagent:f3io-Rad). tanto de la fracción citosólica como de membrana,fueron utilizadospara

medir actividad PKC. basandonosen el método descritopor Vasudael al. (¡990). utilizando

paraello un “kit’ comercialpara medir dicha actividad (Gibeo). Los extractosproteicosfueron

itícubados durante 5 minutos a 300 (2 comí micelas mixtas formadaspor 0.28 mg/ml de

tbsfatidilserina. lmM del ésterde forbol PMA y 0.3% de Tritón X- ¡00, [y-¿l>)JATP (20-25

mCiIml: 3000 Ci/mmol; Amnerslíam). y 50 mM de péptido con secuenciaespecíficade sustrato
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a ma la ¡)roteína quinasa (. obtenidaa paiti r (le proteína b~sica de mielin a. ti na vez llevada a

cabo la reacciótí las muestrasfiteromí secadascmi filtros de fésfofocelulosa(Millipore) y lavadas

cotí ácido ortofosfótico al 1%. la camítidad de radiactividad incorporadaemí los j)éptidOs fine

cuatítilicadamediantecotítajepor centelleocmi un contadorpararadiación13 (LKB). Las tnedidas

fueron realizadaspor triplicado y los valoresnetos de actividad se obtuvieron restandoa la

actividad de cada muestrael valor obtenido al realizar el ensayo en ausenciade la mezcla de

105101i1)idos.

3.24 Ensayosde mareQjg~1eafinidad de los receptoresdel IGf~b

Los marcajesde afinidad de los receptoresdel TGF-f3, fueron realizadoscon células

t3937. L6F y (205-7. todasellastranfectadascon ambasisofoimasde endoglina,y en el caso

de COS-?.cotransfectadasademáscon los receptores1 y 11 humanosdel TGF-[3. En todos los

casosse stgumó la metodologíadescritaporMassagué(1987),comí algunasmodificaciones.En el

casode las célulasU937. estosensayosserealizaroncon un máximo de 5x10< células/mi, en un

volumen total máximo de 2 ml. En el casode las célulasL6E9 y (205-7 los ensayosse realizaron

comí cultivos confluentesen placasde cultivo de 60 mm de diámetro(entre 1,5-2 x10
6 células

totales). En todos los casos, se retiró el medio de cultivo y las células fueron lavadascon

Hamíks. A partir de estepunto, todas las mamiipulacionesserealizarona 40C. lina vez lavadas.

las células fueron puestasen tampón 1-lepes duranteal menos45 minutos. Transcurridoeste

tiempo se cambió por el mismo tampón frescosuplementadocon 0.1% BSA (tatupónde unión

de la citoqttina a susreceptores).Una vez equilibradaslas célulasen dicho tampón, se añadió

(t:sl)..~l.(iF..p (Amerslmam; actividad específica 1200-2000 Ci/mmol) a las concentraciones

imidicadasen cada caso. Emí algunosensayos,junto a la citoquina radiomarcada.se añadióun

exceso de 50 veces en concentraciónde la citoquina no marcada, para demostrarpor

competiciónla especificidadde los receptoresdetectados.Las célulasfueron entoncesincubadas

dtírammtc 4 horas cotí agitación en presenciade la citoquina radiomarcada.Transcurridoeste

tiempo las célulasfueron lavadastresvecescon tampón Hepes,bien porcentíifitgacióna 600x~

dt¡raííte3 minutos,bieíí medianteaspiracióndel sobrenadanteen el caso de célulasadherentes.

Lina vez lavadas,las célulasfueromí puestasde nuevo en tampón Hepes(en el mismo volumen

qtie el dc pattida).. y la citoquina fue unida covalentementea sus receptoresmedianteel agente

de entrecrttzamientodisuccinimidil suberato(DSS: herce)a comicentración0.3 mM durante15

nímnutoscmi agitaciómí. Lima vez realizadoel entreenizamiemito,seprocedióa laxar las células4

vecescotí tampón Hepescomo atítes se ha indicado. Las células L937 fueromí directamente
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lisa(las en tantpo¡t de lisis. mtcntrasque a las célulasadímerepítesse les anadio tampon 1<) mM

1 ris—l-lCl. 15<) mííM N aC¡ y ¡mM El) lA, pH 7.4, durante 1 0 miii utos para facilitar que sc

despegaran:lítíalmetíte fueron recogidasmedianteraspadosuave de las l)lacascotí utí rasl)ador

dc teflótí y cetítriliígaciótí a óOOxg durante3 mnimíntos. Umía vez colectadas,las células úiemot¡

mesuspendidasen mampótí de lisis en umí volumen (le ¡00 pl. ¡ ~alisis celtílar se realizó dttranteun

l)eriodo de 45 minutos con agitación, despuésdel cual las muestras fiíeromí sometidasa

centrifugación a 1 2.OOOxg durante ¡5 minutos. La fracción soluble fue utilizada para su

posterioranálisis,bienpor imimunoprecipitaciómí, bien de los extractostotalessegúmíse indica en

cada caso. Las mmímunoprccipitacionesfueron realizadassegmní se índica etí el apartado

“lnmumlopreci;)itacion‘1 Para analizar los extractostotales, las muestras fueron diluidas con

tampónde cargade muestra(óx> en condicionesno reductoras.salvo indicación.Tras la adición

del tampón de carga. las muestras fueron líemvidas durante ~ minutos y sometidas a

electroforesis.que en estecasose realizó utilizando gelesde acrilamnidaal 7.5%. del6xl6y

0. ¡5 cm de tamaño:el desaiTollo se realizó en 4-5 horasa 40 mA. El restode las condiciones

exl)elmmentalesfiterotí similaresa las descritasemí el apartado“Electrotóresisde proteínas”.Las

bandasmarcadasfueron detectadasmedianteun Phosphorlmager41 OA y el paqueteinformático

lmnageQuant(MolecularDxííamnics).

3.25 Ensay~sde_deoadaeióndelj§h -TQfJ3

Los ensayosde degradaciónde (‘2>1)-TGF-fl fueron básicamenterealizadoscomo

describen (Frolik el al. ¡984) con células 13937 transfectadascon ambas isoformas de

endoglimia. Las células fueron recogidasde cultivo, lavadascotí Hanks y resuspendidasen

DMEM suplementadocon 25 mM Hepesy 0.1% de BSA, pH 7.4 donde Rieron incubadas

durante45 niintttos a 37<’C. Una vezequilibradasen dicho medio, las célulasRieron lavadasy

resuspemídidasen medio fresco a umía concentraciónde 5x ¡0’ células/ml. domide fueron

iticubadasdurante1 hora a 370(2 en presenciade ¡00 pM de (‘2~l)-TGE- 13 Irasla unión de la

cito(¡uitía a sus receptores,las células fueron colectadasrímediatíte centrifugacióny lavadas

cuatroveces comí medio fresco a 4O(2~ Ahcuotas de 2.5 x ¡0 células en 0.5 ml. hmeromí

transferidasa tubosnuevosy reincttbadasen medio frescopor períodosadicionalesde 30, 60

y 90 minutosa 370 (2 Como control, una alícitota lime mantenidaen hielo hastacl final del

emísayo (consideradacomo tietnpo=0). Al final de cada período de incubación, las células

Iheron reco¿idasmediatíte centrifugacióna 600xg durantetres ;nn¡títos. lrmrtíediata¡mmente,el

sobrenadantelime retiradoy se le añadióácidotricloroacéticoal 10% (comícentraciómmfinal> para
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precipitar las ¡)iotcitías. Estasmuestrasfi¡erotí niantenidasetí hielo dttratmte 30 minutos y mía

vez realizada la precipitaciotí, se separo la lracciomi soluble de la insoluble mediante

cetitrifligación a l 2000xg durante lO minutos a 40(2 Para cada tiempo de incubación los

ensayosfuemomí realizadospor triplicado y la radiactividadasociadaa las células, a la fracción

soluble y a la fracción insoluble fíe medida medianteun contador ¡282 CompugainmaCS

(L.KB, Bronmma. Sttecia) de radiación y. La radiactividad total presenteen cada muestra

(radiactividaden las células~+radiactividaden cadafraccióndel sobrenadante),fríe considerada

lOOOo y a partir de estosvaloressehizo el cálculo porcentualde la radiactividadasociadaa la

fracción solubleen tricloroacético. l>ara el cálculo del nivel relativo de unión de la citoquina a

las células, la radiactividad asociadaa las células tomadascomo control (tiemnpo~0), se le

asmgnó el valor arbitrario lOO. La cantidadde cisoquinaunida a lx 10” célulasfne calculada a

partir de la radiactividad asociadadirectamentea una alícuota lOO pM de (‘1)-TGF-j3.
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4.1 Efecto del i’GF-f~ en2)roliferacióncelular~gre~aciówyfrnp~ipode las células11937

l’GF-9 esun inhibidor de la proliferación de muchostipos celulares(Massagué1990;

Robertsy Sponm 1990). De acuerdocon estosantecedentes,el tratamientode las células11937

con dicha citoquina. mostraroninhibición de la proliferación (Fig. 10 A), produciéndosela

detencióndel ciclo en la faseGI. El ináximo efecto con el TGF-13 se obteníatras 48 horasde

tratamientoy un efecto similar fue observadocon el GM-(2SF,mientrasque los tratamientos

con 11-3 o M-CSEno ejercenun efecto detectablesobrela proliferacióncelular. Como control

en estosensayosse incluyó el PMA, el cual esun agenteprototípicoutilizado en el estudiode

la diferenciaciónmnacrofágica.y por tanto inhibidor del crecimiento,en estetipo celular. Al

mismo tiempo que se produceesteefecto inhibidor de prohiferaciónsobrelas células,pudimos

comprobarque los tratamientoscon TGF-j3 inducíanla formaciónde agregadoscelulares(Ng.

10 B). Estudioscinéticosdemostraronque esteefectoafectabaprácticamenteal ¡00% de las

célulasy alcanzabala saturaciónaproximadamentea las 24 horasde tratamiento(Fig. 10 Q.

Estefenómenode agregacióncelularrequenala presenciade cationesdivalentesen el medio,

ya que era inhibido en presenciade un agentequelantecomo el EDTA; metabolismocelular

activo, ya que no sc producíaa 40(2: y la integridad del citoesqueleto,ya que la presenciade

inhibidores de la polimerización de filamentos de actina (citocalasinaB), daba lugar a su

inhibición (Fig. lO D).

Muchasmóleculasestánimplicadasflincionainíenteen fenómenosde adhesióncélula-

célula y son expresadas de forma constitutiva en la superficie de las células U93’7. Sin

embargo, esta línea celular crece en suspensióny los fenómenosde agregación son

prácticamenteinexistentesen ausenciade estimulos.Aparentementenosencontrábamosante

mía situación de activaciónde algCm receptorde membrana,y porello, procedimosa detectar

los posiblescambiosde expresiónde algunosde ellosmedianteensayosde citometriade flujo

(Hg. II A). Célulasno tratadasy tratadasdurante24 horascon TGF-fl mostrabanunosniveles

de expresiónsimilaresde las integrinasleucocitarias[32:LFA-1, Mac-1. pl50,95 y la propia

cadena común f32; respecto a las integrinas del grupo [31 (VLAs), encontramosuna

disminución de expresiónde la cadena04 y aumentode 0.5, resultadosde acuerdocon los

reportadospor otros autores (Bauvois el al. 1992); no pudimos detectarvamiaciomies

significativasen la cadenacomún ¡3]. Respectoa móleculasdel grupo (2AM (Celí Adlíesion

Molecules)detectamoscambios,con disminuciónde expresiónen menibranade 1(2AM- 1 y un

64



Resultados

fiteite aumentode expresión de PU AM- 1. En relaciómí con este aumento, se deniostro

mediante estudios cinéticos, que la aparición de los agregadossc correlacionabacomí el

aumentodc expresiónen membranade dichapínteitía < Hg. 1 1 H ). y que el análisisdel ARN

corroboraba la regt¡lacíon tramí scrípcional dc su expresiótí pudiéndose detectam los dos

tratíscritos especiticosde 3 4 y 3.7 kb correspondientesa l’L+CAM— 1 (Hg II (2). listos

resultadosparecíaníndicat que el aumentode exl)resiónde PLCAM— 1 podría estat implicado

en el p¡ocesode adhesióncelular itiducido po~ I( ji— ¡3.
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Fi~. lO Efectos del TGF-j3 en células U937.
1 ulílbición de prol iteración U937 ( 3x lo células/pocillo) fttemon t tatadas con TGF—p t St)O ptvi y GM -(SP

lOO ti/tul •>, II..— .3 II) tíg1tnl y M—CSP (50 11/tul y PM A <lO ng/ml> y la prol iferactón fime. esí imada mediante
captación de ‘II -Tinuiditía a los tiempos indicados Se representa la tnedia /- DEI de triplicados.
B. TCF-¡ indnce aglegaciones homotipicas. U937 ftteron incubadas en ausencta Control o en presemicíade
500 pM de TGE—J3 TCE-j5 . Tras 24 horas en cultivo, las células fueron fotografiadas en tui microscopio de
contraste dc lhses
( Estudios cinéticos de la agregación inducida po’ TGE—¡t en las células L~3/.
D Reqtíerttnientos de la agregactón celular, las célitias fiteron incubadas cotí TGF-I) tanto a 4” cohmio a U” C
en presencia de 1 tnM E{[)TA o 20 ~M de citocalasina 5.
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Fig. II Efectodel TGF-~ cii la expresión de moléculas de adhesión.
A. Análisis por citonmetria de flujo. U937 fueron tratadas durante 24 horas con TGF-~ (500 pM) y la
reactividad de los Anis TSI/1l (anti-LFA-l1, TSI/18 (anti-CDIS). TS2/16 (anti-(2029). RRI/ 1 (anti-ICAM-
1), Bear 1 (anti-Mac-l, CDIII,), HCIIl (anti-p150,95 CDI lc). F0212 (anti-CD7I\ PiD6 (anti-VLA-5, cadena
a, CD49e), l-tPl/7 (anti-VLA4 cadenaa, CD49d) y lIC 1/6 (anti-PECAM-I) secomparéentrecélulastratadasy
no tratadas. Se representala medía de intensidad de fluorescenciamixedida en escala logaritrimica de un
experimento representativo.
8. TGF-p induce la expresión de PECAM-I. U937 fueron incubadas con TGF43 y a los tiempos indicadosse
estimé el porcentaje de células agregadas y la fluorescencia específica. El incremento de fluorescencia se
calculé por sustracción de la media de intensidad de las células tratadas de la media de las células no tratadas.
5e representa la imiedia +1- DE de un experimento por triplicado.
(7. U937 fueron tratadas corno en el panel 8 y los niveles de los transcritos específicos de PE(2AM-l fueron
detectados mediante hibridación con una sotída específica. Conmo control de carga se incluye la Unción con
bromuro de etidio de los ARN ribosómicos.

t2Ip~pjicaciónde PECAM-l en las agregacioneshomotí icasinducidasporTGLJ3

ParademostrarquerealmentePECAM- 1 estabaimplicado en el fenómenode adhesión

celular, realizamos experimentos de inhibición mediante anticuerpos monoclonales y

policlonales. Las integrinas LFA-l (Rothlein y Springer 1986>, VLA-4 (Campaneroet al.

1990), y VLA-5 (Caixia eta!. 1991)son moléculasque previamentehabíansido implicadasen

agregacioneshomotípicas y se conocían anticuerpos que podían bien inducir dichas

agregacioneso inhibirías (Hg. 12 A). El Am TS2/16 (anti-CD29) inhibe las adhesionesvía

VLA-4, inducidasporel el Am HP 1/7. Sin embargo,TS2/16no inhibía las inducidasporTGF-

¡3 (panel a). l>or otra parte,péptidossintéticoscon la secuenciaRGD inhibían las adhesiones

inducidaspor el Am Pl DÓ a travésde VLA-5, pero no inhibían las adhesionesmediadaspor cl

TGF-f3 (panel b). Además. Amns dirigidos contra CDI 8 (cadena ¡32 de las integrinas

leucocitarias).y contra(2D54 (ICAM- 1) inhibían las adhesionesmediadaspor LFA- 1 ¡1(2AM- 1

producidastras el tratamientode 13937 con PMA; de nuevo, estosAmns no teníanefectosobre

las adhesionesinducidasporel TGF-¡3 (panele). Sin embargo,la presenciaen los cultivos de

sueropoliclonal anti-PECA.M-1 inhibía dichasagregaciones<panele). Estos resultadosfueron

III ¿MIt (1 (RAS>
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coiToboradosmediatíte estudioscinéticos realizadoscomí Amns anti-PECAM-1, etí los cuales

los Ams IIEC-75. S(il 34. 6118. NIH3 1-2 y MB35 inhibían las agregacionesimíducidaspor

lGF-¡3 (Fig. 12 B). Estosresultadosimplicabandirectamentea PECAM- 1 en lasagregaciones.

Como ensayo adicional. pudimos inhibir las agregacioties homotipicas al añadir

oligommucleótidosantisentidoespecíficosde PECAM-l a las células 13937 tratadascon TGF-j3

(Fig. ¡2 C); este resultado,comprobadomediantemarcaje de superficie y análisis por

citometríade flujo (Fig. ¡2 D), demostrabaque el aumentode expresiónen membranade la

proteínaera necesarioparael fenómenode adhesión.

Por otra parte,y para demostrarla especificidad,realizamosensayosde cocultivo de

transfectantesde PECAM-l en fibroblastosde ratón, con células 13937 en presenciade la

citoquina. En estascomídicioneslas 13937 seuníana los fibroblastosPECAM-l+, sin embargo.

mio se producía unión apreciable cuando las células no fúcron tratadascon TGF-13. Un

resultadoadiciomtaldemostrabala necesidadde implicar a la proteínaen ambostipos celulares,

ya que el tratamientoindividual de U937 con la citoquina durante 24 horasy posterior

incubacióncon los transfectamíttessin tratarno permitíaobtenerresultadosrelevantesen cuanto

a la unión heterotípicaentrelas células(Fig. 13).

4.3 Víasde señalizaciónimplicadasen las adhesiones•

El tratamientode líneascelularesmonocíticascon activadoresde la proteínaquinasaC,

talescomo el PMA, inducenel aumentode expresiónen membranade PECAM- 1 (Cabañaset

aL 1989; Goldberger et al 1994b). Con este precedente,quisimos analizar la posible

implicación de estaactividadquinasaen el aumentode expresiónde PECAM- 1 observadoen

presenciade TGF-f3 (Fig. 14 A). El tratamientode 13937 con TGF-13 demostróun aumentode

dichaactividaden el cítosol pero no en la membrana(al contrariode lo queocurrecon el éster

de forbol). enlas primerashorasde tratamiento,alcanzandoel valormaximo aproximádamente

a las 6 horas, para posterionnentedisminuir hasta los niveles basales.Este aumentode la

actividadPKC, lije corroboradomedianteanálisisde ARN de los mensajeroscorrespondientes

a los protoortcogenesc-fos y c-jun, que fonnan el factor de transcripciónAP- 1 (Distel y

Spiegelman1990; Vogt y Bos 1990)y queesinducidopor dichaactividadquinasa(Fig. 14 B).

Al mismo tiempo,pudimosdetectaruna disminuciónde los tránseritosespecíficosde c-rnyc, lo

que estáde acuerdocon la pérdidade la capacidadproliferativa de las célulasy con el hecho

de que c-nzye es una diamía etí la vía de señalizaciónde TGF-[3. como previamentese había

reportadoparaotrostipos celulares(l>ietenpol e/al 1990a).
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ñg. 12 Análisis de las moléculas de adhesión implicadas en la agregación inducida por TGF-~
A. U937 fueron tratadas con 500 pM de TGF-p, 10 ng/ml de PMA o con los Am inductores de agregactén.
HPI/7 (anti-VLA-4) o PtD6 (anti-VLA-5), en ausencia o presencia de inhibidores especificos de cada
agregación. Se representa la media 4-!- DE de un experimento por triplicado. Tras 24 horas etí cultivo, el
porcentaje de agregación fue estimado en los pocillos, a. TS2/16 (anti-CD29) inhibe las agregaciones inducidas
por HPI/7. pero no las del TGF-13. b. El péptido GRGDSPC (0.5 mg/ml) inhibe las agregaciones inducidas por
PIIJÓ pero no las del TGF-IY cTS 1/18 (anti-CDI8) o RRI/l (anti-CD54) inhiben las agregaciones inducidas
por PMA pero no las de TGF-9. d. Aps anti-PECAM-l inhiben las agregaciones inducidas por TGF43, corno
control el suero preinmune no tenía efecto en la agregación (el suero anti-PECAM-l y el control fueron usados
a dilución 1/100).
13. Anis anti-PECAM-l inhiben las agregaciones inducidas por TGF-p El Am D3/9 anti-CD45) fue nado
cotimo control negativo.
(7. Oligonucleétidos antisentido especificos para PECA.M- 1 inhiben las agregaciones inducidas por el
tratamiento con TGF-I3 a los tiempos indicados. La flecha y línea discontinua representan el efecto de retirar
del cultivo los oligonucleótidos antisentido, realizados en ensayos paralelos.
D. Efecto de los oligonucleótidos antisentido sobre la expresión de PECAM-I en tnetnbrana evaluada mediante
Unción con el Atmí HG 1/6 y análisis por citonmetría de flujo. Células U937 fueron incubadas en ausencia (U) o
presencia de 500 pM de TGF-¡3 (Ti. a su vez etí ausencia (conttol) o presencia del correspondiente
oligonucleótido antisenlido
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Hg. 13 Adhesión de las células U937 a tratísfectatítes de PECAM-l
A F¡broblastos de ratoil transtectados con el ADNc de PECAM-l <PECAM ¡ o transfectaímtes control
CONTROL> fitetotí teñidos con cl Am HCI/u y amíalizadospor citoíuett ¡a de [luto

13 y ( Á~dhesíon de las cél tílas LO 7 cocultivadas con los trausfectantes. tanto etí auseucta cotno cii presetícia
de ~O0 pM de TC FIl drtíanw 24 horas, Una vez traímscttrrido este tiempo las placas fueron lavadas con RPM 1 e
ucubadas cois el Aiim Di/O (ant i—t§’D45 ). etílonces se lavarotí de nuevo y se realió tina segunda incttbacíóuí cotí

igC de cabra ano—ratón acoplada a bolitas magnéticas Las celítías fuerotí visualizadas por ummícuoscopta de
contraste de fases 13 y en lles calmípos al azar se contó el número de bol itas/campo ((1 Se representa la medía

Y- DE de un e~peritumento por triplicado.
D. Pí mmismo ensayo que e 13 pero est i rimado rnediaímie t narcaje adiadi yo. LO;] ~tiarcadas cotí < IR) Ti títIdi tía
6ó 004 ¡Y- . 34 1 c pum en S.. 1 0 células/pocillo) Fueron coculí ivadas como se lía especificado ;mtíteriortnente.

Tras 24 horas cts etíltivo. las lMacas Fuerotí lavadas con RPM 1 y la radtacl ivídad que quedaba en los pocillos
Fíe estimada mcd ¡ ame u rl con adoí de cetítel leo. 5e representa la inedia . DE de u u etísayo por t rtplícado
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la expresioím cii supeilicie de PECAM-1 se correlacionabacon la actividad PKC.

pttesto que la presenciade imílílbidores, al menosparcialmemmteespecíficosde 1>KC, ¡1-7 y

estaurosporina(Hidaka eta!. ¡984; Tamnaokiel al. 1986), reducela expresiónde PECAM-l

inducidapor el TGF-13 (Fig. 14 C). Comno control, la expresiónde PECAM- ¡ inducidapor el

activador de PKC, [‘MA. Etc reducida en presencia de estos inhibidores. Además,

estaurospomimíay H-7 también inhibieron la expresiónde PECAM- 1 en células U937 sin

estimular,sugiriendola implicación de PKC emí la expresiónbasalde PECAM-1. En conjunto,

estosresultadosimplicabana la actividadquinasaen el aumentode expresiónde PECAN]- 1 en

la membrana,y. junto con los resultadosobtenidoscon los oligonucícótidosantisentido,los

cualesdemostrabanla necesidaddel aumemítode expresiónparaquelas agregacionescelulares

ocumrieran. sugeríanque el bloqueo de la actividad PKC imn¡ediria la formación de dichos

agregados.Paracomprobarestahipótesis,realizamoslos ensayosde agregaciónemm presencia

de los inhibidores de la PKC, pudiendo comprobarque efectivamnentelas agregaciones

quedabanbloqueadasal tratar las célulascon TGF-fl en presenciade dichos inhibidores (Fig.

140).

Una vez comprobadoque el aumentode expresiónde PECAM- 1 en la membranaera

necesarmoetm mmuestromodelo parapoderparticiparen el fenómenode adhesión,analmzamossm

éste era el único requerimientoparatal función cuandolas célulaserantratadascon TGF-f3, o

porel contrario,estabaimplicadaalgunavía másde señalizaciónde la citoquina. Con estefin,

células(J937fuerontratadasdurante24 horascon TGF-13. Al final de esteperíodo,las células

tiieromí lavadasvariasvecescon RPMI y fueron puestasen cultivo en ausenciadel factor cii

medio completo(Fig. 15). En estosemmsayos,se añadieronAps anti-TGF-j3 en algunospocillos

y en otros se añadieronAps utilizadoscomo control. Las célulasfueron puestasen cultivo en

condicionesnormales(370C. atmósferahúmeday 5% dc CO
2) y a diferentestietuposseestimó

el porcentajede agregaciónpresenteen cadauno de los pocillos hastaun periodoadicionalde

24 horas.En los pocillos dondesehabíaañadidoel policlonal neutralizantede la citoquina, se

produjo inhibición de la agregación,mientras que no hubo efecto dondese utilizaron los

anticuerposcontrol (Fig. 15 A). Tras el segundoperíodode 24 horas, serecogieroncélulas

quehabíammsido tratadasexactamenteigual y en paralelocoim los ensayosdondese estimabael

porcentajede agregaciómm.y frieron analizadaspor citometriade flujo paraevaluarla expresión

de PII.CAM- 1 en membrana(Hg 15 B). El resultadode esteatmálisisdemostrabaque el nivel de

l>ECAM- 1 era equivalente emí todaslas células que habíansido tratadas con a citoquina.
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Fig. 14 Implicación de la PKC en las agregaciones inducidas por TGF4~.
A. células U937 fueron tratadas con 500 pMTGF-p y a los tiempos indicados los valores netos de la actividad
PKG, tanto en forma soluble como asociada a membrana, fueron estimados utilizando un péptido sintético
como sustrato. Se representa la media ±/- DE de los valores obtenidos mediante triplicados. Coimso control
positivo sc incluyó el tratatniento durante 30 minutos con PMA a lO ng/mnl, encontrando unos valores de it
pmol/miíúmg de proteina en la fraccción de membrana, y un descenso de Imasta 8 pmol/min/mg de proteiíma en
la fracción citosólica.
E Análisis de transcritos específicos. mediante electroforesis, transferencia e hibridación del ARN con sondas
especificas de c~mve. c-Jhv y c-/un tras el tratamiento de U937 dttrante los tiempos indicados con TGF-¡3.
(7. U937 fueron incubadas en atísencia (U) o en presencia dc TGF-p sólo (T) ó TOE-fi tuás estaurosporína
<T(ST)) En experinmentos control. U937 fuerotí incitbadas en ausencia (U) o presencia de PMA sólo (T). o
PMA más estaurosporina {T(ST)}. La expresión de PECAM-l en membrana fue estitm3ada con el Am HG 1/6
mediante análisis por citometria de flujo. Resultados a¡málogos fueron obtenidos con el inhibidor H-7.
D Estaurosporina inhibe la agregación celular inducida por TGF-f3. U937 fueron incubadas con TOE-fi erm
ausencia (-) o presencia de estaurosporina (±)y a las 24 horas se estiímió el porcentaje de agregación en los
pocillos. Se representa la media +-/- DE de un experimento por triplicado.

Resultados

D

80

60

40

O

O

Co

o

20

-. +ST

71



Resultados

inclt¡idas las que desdeel comienzo del ensayoestuvmerorm en presemíciadel TGE-I~ (a estas

células íío se les cambió cl medio durante las 48 horas totales del experimento). El

sobremiadantede estas células fue recogido y añadidosobre células frescas, realizando un

eímsayode i¡mhibición de l)roliferación (Fig. ¡5 C). Se obtuvo un efecto de inhibición que era

mediadoporT(iF-13. ya que. los sobrenadantesque conteníanlos anticuewosbloqueantesno

ejerciantal efecto;etm esteermsayose incluyó de nuevo como control positivo PMA. De esta

mnanerademostramosque existía un rnecanmsmoautocrinode producciónde TGF-(3 y queéste

mostrabaactividadbiológica al ser secretadopor las células. El hecho de que cl policlonal

neutralizantedel TOE-f3 inhibiera la agregaciónpero no se produjera, emm paralelo, umía

dismninuciómm del nivel relativo de expresiónde PECAM- 1 en membrana,nos indujo a pensar

que estaproteimmapodriamiecesitaralgunamodificaciónpos-traduccionalparaserfUncional.

Las propiedadesfinmcionales de PECAM-l como molécula de adhesión,han sido

potencialmnenterelacionadascon su capacidadpara ser fosforiladaen el dominio citoplásmico

y su asoctacioncon los componentesdel citoesqueleto(Newmanel al. ¡992; Zehnderel al.

1992). En este semmtido, es importanterecordarque los ensayosde agregaciónde nuestro

sistemaeran inhibidos en presenciade citocalasinaB. Para comprobarla posiblefosforilación

en el dominio citoplásmicode PECAM- 1 cii nitestro sistema,realizamosensayosde marcaje

metabólicocon (>2P)-Ortofosfatoa diferentestiempos de tratamientocon la citoquina, para

despuésamíalizar niediante inmunoprecipitacióny electroforesisla mnarca asociadaa dicha

molécula. Estosestudioscinéticos(Fig. 16 A). demostrarommla fosforilación de PECAM-1 a

tiempostardíos<no se detectóbandamarcadatrascuatrohorasde tratamiento),pero un hecho

importante era que la fosforilación de PECAM-1 seguía aproximadamentela cinética de

agregacióncelular. Decidimos comprobarentonces,si esta fosfoillación podría implicar de

alguna fbnrma el anclaje de PECAM- 1 al citoesqueleto.Para ello, realizamosensayosde

transferenciae inmnuiíodcteeción,comí las fracciones soluble e insoluble de los extractos

celularesobtenidoscomno se describeen la sección“Materialesy métodos”. Estos ensayos

fueron realizadostras 24 horas de tratamiento con la citoquina, (tiempo en el cual la

agregacióny fosforilacióneranevidentes),y como control seincluyeron tantocélulassin tratar

como células tratadascon la citoquina y citocalasinaB (Fig. ¡6 B). Tras 24 horas de

tratamieímto,PECAM- ¡ pudo ser detectadoemm la fraccióninsoluble celular. Además,a pesarde

que el inhibidor de la polimerizaciónde actina inhuibía las agregaciones,como antes se ha
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mencionado,no era capazde inhibir el anclaje de la glicoprotcína a la fracción insoluble,

sugiriendola implicación de otroscomponentesdel citoesqueletoetm el anclajedc PECAM- 1.
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flg. 15 Efecto de la neutralización del TGF-j3 sobre la agregación celular. Células U937 fueron incubadas
en ausencta o presencia de 500 pM TGF-p (TOFÍ Tras 24 horas en cultivo (ver flecha), el tuedio fue
descartado y las células fueron lavadas tres veces con RPMI. Tras los lavados, las células se pusieron de nuevo
en cultivo en nmedio fresco (TOE retirado). Además de retirar el TGE-13 de los cultivos, anticuerpos policlonales
bloqueantes de la uniótí de la citoquitía a sus receptores (TOE retirado + ¡jol anti-TGF) o anticuerpos control, y
TOE retirado 4- pol control), fueron añadidos a los cultivos. A los tiempos indicados el porcentaje de células
agregadas (lic estrmado (A), y tras un periodo adicional de 24 horas (48 horas desde el comienzo del ensayo), el
nivel de expresión de PECAM-l en imíembrana fue analizado por citometria de flujo (B) En este momento el
sobrenadante de las células fue recogido y añadido a células frescas. Tras 36 horas en cultivo se realizó un
ensayo de proliferación celular, para medir la capacidad inhibidora que liaNa en los sobrenadantes ((7). El

PMA fue incluido como un control positivo en las células frescas. Se representa la media i-/- DE de un ensayo
por triplicado
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Fig. 16 Efecto del TGF-~ sobre la fosforilación y asociación al citoesqueleto de PECAM-l
A. Fosfonlación de PEGAM-l. Células U937 fueron incubadas con 500 pM TGF-~ durante los tiempos
indicados y tuarcadas metabólicamente con (32P)-ortofosfato. Las células fueron lisadas y los extractos solubles
sometidos a inmunoprecipitación con el Am PECAMI.3 (anti-PECAM-l) o con un Am irrelevante de la misma
subclase (C). Los ínmuímoprecipitados fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilarnida y las bandas
marcadas detectadas ímiediante un Phosphorlmager 410.
E Asociación de PECAM-l con el citoesqueleto. Células U937 fueron incubadas emm ausencia (control) o
presencia de TGF-¡~ sólo, o TGF-13 más 20 pM citocalasina E durante 24 horas. Las células fueron usadas y
ultracentrifugadas. Las fracciones soluble (5) e insoluble (1) fueron sometidas a electroforesis seguida de
electrotransferencia e inmimunodetección con el Am HG 1/6 (anti-PECAM-l).

4.4 End.~gIinaestipresenteen la membranade los macrófago~

En nuestrolaboratoriogeneramosAms frentea proteínasde membranacuya expresión

se modificabaduranteel procesode diferencíaciórmmacrofágica.ParaseleccionarestosAiim se

utilizó el modelo de difereremtciaciómíde la línea U937 tratadacon l>MA durante2 días y se

analizó mediantecitoinetria de flujo la reactividad quepresentabanen las célulastratadascon

el ésterde forbol, frentea las no tratadas.Uno de estosAm designadocomo BEl 1. pertenecía

al isotipo lgM y en los ensayosdc unniunoprecipitación,tras marcajede superficiecon <12=1),

reconocía una proteína con un peso molecular aparentedc 180 kDa, formada por dos

monomerosmdénticosde pesoaproximado90 kDa {Fig. ¡7 A). EsteAm mostrabareactividad

no sólo frentea célulasmonocíticasU937, simio tambiénfrentea célulasendoteliales.Tantoel

patrón de reactividaddel Am SF11 como las característicasde su antígenodiana, coincidían
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con los del Am 4404 y su correspondienteantígenodenominadoendoglina(Gongosy IAetarte

¡988. 1990). l>or tatmto. nuestro ¡>rnner objetivo fue demostrarque el Amii SF11 reconocía

endoglinay para ello, utilízamido como referermciael Aiim 4404 se llevó a cabo un marcajede

superficie con <>~i> de células U977 tratadas con PMA y sc hicieron ensayos de

inmutmoprecipitaciótmsecuencialpara comprobarsi ambosrecomiocíatíla nmisnma ptoteína;Estos

etmsayosdemostraronqueel Amn BEl 1 tambiénreconocíaendoglina.(Hg. 17 B).

Identificadala proteínareconocidapor e] BEl 1 procedimosa caracterizarlacomno Luía

glicoproteina asociadaa la diferenciaciónde los macrófagos.Dentro dcl sistema vascular-

lícmatopoyético,su expresiónserestringíaa endotelioy macrófagos,ya que la reactividaddel

anticuerpoera negativacon todaslas célulasde sangreperiférica,tanto no estimuladascomo

estimuladas,exceptoetm el casode los monocitos(flg. 18).

Paraanalizaren detallela expresiónde endoglimia en los macrófagos,realizamostanto

ensayosde citometríade flujo como análisisdel ARN de monocitospurificadosa partir de

sangre periférica y cultivados durante vados días (Hg. 19>. Este método conileva la

diferenciaciónmn vflro de dichascélulas(Zembalay Ashersomi ¡989). demostrandolos estudios

cíneticosque las reactividadesde los Ams BE II y 44G4 eranprácticamenteidénticasy que

aumentabancon el tiempo. desdeprácticamentecero en los monocitosrecién purificados,hasta

llegar al ¡00% de la poblacióna los 7 díasen cultivo alcanzandounamesetaaproximádamente

el día cuatro.Es importantedestacarquela cinéticade expresiónseve sometidaa cambiosque

son muherentesa la metodologíautilizada, ya que se trata de cultivos primarios y existen

muchasvariacionesindividualesrespectoal grado de madurezde los monocitosextraídos

directamentede la sangrey el gradode activación al que se ven sometidostras su puestaen

cultivo. Los resultadosde los ensayosde citometria de flujo fueron corroboradosmediante

análisisdel ARN e hibridaciónde los transcritosespecíficosde endoglina(Fig. 20).

La distribución tisular de endoglina reconocida por el Am BEl 1. fue visualizada

mediamite tinciótm de seccionescongeladasde tejido con el amuicuerpoe inmunoperoxidasao

inmunofosfatasaalcalina (Fig. 21). Los macrófagosintersticialesde la pulpa roja del bazoera;>

claramentepositivos(Fig. 21 A), mientrasque las célulasde Kupffer del higadoerannegativas

<B). Ademásen hígado.nódulo linfático y amígdalala reactividaddel SF11 con las células

endoelialesfue muy alta. y la reactividadcon los ¡nacrófagospresentesen dicimos tejidos tite

negativa. En el hígado la vena central y los sinusoidesmostrabanuna alta reactividad(13);

también las célulasendotelialesde las x’énulasde nódulo linfático y amígdalafueron altamente
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reactivascon dicho Am <C y 1)). En conjunto estos resultadosdemostraronque endogluna

estabapresenteen algunostiposde macrófagostisularesademásdel sistemavascular.
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flg. 17 Auíllisis por inmtinoprecipitación del antígeno reconocido por el Am SE!!. Células 13937 fueron
mr

tratadas cori lO ng/ml de PMA durante 2 días, marcadas en superficie con ( 1). hsadas e ¡urmiunoprecipitadas
con diferentes Anis.
A Análisis níediante electroforesis del antígeno reconocido por SE II en condiciones no reductoras (NR) y
reductoras /R), y de los reconocidos por los Am HG 1/1 <anti-CDI 1 c) y HG 2/6 (anti-CD3 1 PECANl- II en
condictones reductoras.
E Inniunoprecipitaciones secuenciales con los Atns SEI 1 y 4404. Los usados radion3arcados frieron
preaclarados mediante citico inmunoprecipitaciones cotm SE! 1 (panel superior) o 4404 (panel inferior) La calle
1 representa el resultado de la primera inínunoprecipitación. Una vez realizado el preaclaramiento, el Usado
que quedaba fue dividido en tres alícuotas iguales, las cuales fueron de nuevo sometidas a inmunoprecipitaciomi
con los anttcuerpos que se indican (calles 2-4) y posterior electroforesís. El Am HCI/l fue incluido cormio un
control positivo. La banda marcada que precipitaba el 4404 fue más intensa, probablemente debtdo a una
mayor afinidad por el antigeno y/o los problemas derivados de utilizar una lgM como reactivo, en el caso del
SEt ¡

e
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Fig. ¡8 Análisis por citometria de flujo de la expresión de endoglina con el Am SE] 1 en células dc sangre
periférica, cultivos primarios de monocitos y células endoteliales. Los túnneros en la parte superior derecha
indican el porcentaje de células positivas y la barra vertical indica el limite de la fluorescencia especifica
Endoglina no está presente en la membrana de ningún tipo celular de sangre periférica y sólo se expresa tras la
diferenctacton Hz vi/ro de los níonocitos~ también está presente en la membrana de células endoteliales.
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Fig. 19 Análisis por citometría de flujo de la expresión de endoglina en la membrana de monocitos
diferenciados ¿u ‘¿tro.
A. Monocitos purificados de sangre periférica fueron puestos en cultivo durante los tiempos indicados y la
rcacttv¡dad de los Anís SF11, 4404 (ambos anti-endoglx¡ma), HCI/l <anti-CDI lc) y FG2/2 (armo It-
microglobulina) fue estimada mediante citometria de flujo. (El anticuerpo FG2/2 fue utilizado como control
positivo, no variable El control negativo está señalado por la barra vertical. Los números de la parte superror
derecha rmmuestran el porcentaje de células positivas.
13 Cinética de expresión de endoglina detectada con los Ams SF11 y 4404 en monocitos en cultivo.
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4.5 La diferenciaciónde lineasmonocíticasconlievael aumento.4~sNpxesiónde endoglina

Endoglina esdébilmenteexpresadaen la superficie de la linea U9TY. sin embargosu

expresmonaumentatras la diferenciacióna macrófagoinducidapor tratamientocon PMA (Fig.

22 Ay Con fines comparativos,otros antígenosmieloides también fueron medidos: Las

integrinasleucocitariasCDI lc/CDIS y CDI lb/CDI8 tambiénaumentan;por el contrario la

expresióndel receptordc transferrina(CD71)disminuyefuertemente,al mismo tiempo que se

produce una pérdida de la capacidadproliferativa de las células. Los estudios cinéticos

demostraronque el aumento de expresióninducido por el PMA es máximo a los 2 días de

tratamiento,lo que tite corroboradomedianteel análisisdel ARNm específicode endoglina

(Fig. 20).
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Fig. 22 Efecto del tratamiento con PMA sobre la expresión de endoglina. Las células fueron incubadas con
el correspondíe¡mte Ant y la expresión del antígeno correspondiente estimada mediante citometria de flujo. Los
numneros en la parte superior derecha muestran el porcermtaje de células positivas, la linea discontinua lirnita el
valor de fluorescencia del control negativo (X63y
A Céltílas Ut)37 ¡mo tratadas o tratadas con lO ng/ml de PMA durante dos dias fueron incubadas con los Anis
Bear 1 (antí-CDI Ib), HCI/l tanti-COI lc~ Bear 2 (anti-CDI4), FGI/ó (anti-receptor de transferrina) o SE! 1
(anti-endoglina; Las flechas indican el Incremento o disnm¡nuci&m en la fitiorescencia de las células si se

compara con la,s células no tratadas.
6. Reactividad del Am 8H11 con células no tratadas (control) o tratadas con PMA (-FPMA). Las lineas celulares
utilizadas fueron: U937 (pronionocitica), HLÓO (nmielonmonocitica), K562 (eritroblástica), Jurkat (linfoblástica
F) y JY (lirmfoblásitca 13)
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Para comprobarla especificidadde la inducciónpor PMA de la expresiónde endoglina

en el linaje monocito-macrófago,la reactivídad del Am SELI fue analizada mediante

citometríade flujo cii varias lineascelularestantono tratadascomo tratadascon PMA (Fig. 22

B). El resultadoijie negativoen la linea eritroblásticaK562, en la línea línfoblástica13 Ay, y en

la linfocítica U Jurkat. tanto en las célulasno tratadascomo tratadascon el ésterdc forbol.

Sólo las límicas [3937 (prornonocítica) y I-{LÓO (mielomonocítica), con capacidad de

diferenciaciónhaciamacrófagoen presenciade PMA, mostraronun aumentode ex-presiónen

membranatrasel tratamiemmto.

4.6 Caractem~izaciónde dosformasde endoglina

El clonaje inicial de endogflnasehizo a partir de un clon de ADNc al que le faltabala

secuencíacorrespondienteal péptido sedal(Gongosy Letarte 1990).En nuestrolaboratomiosc

conslauiódonar un AI)Nc con la secuencmacompletade endoglina. Para su aislamiento se

utilizó una librería de expresión de células 1-1L60 tratadascon PMA, y entre los clones

obtenidos se idemítificó una mmueva isoforma de la proteína, idéntica en las secuencias

extracelulary transmembramíaa la previamentereportada,peroqueincluía un insertodc 135 pb

en la zona intracelular. Este AI)Nc mínevo conteníasecuenciasconsensode procesamiento

alternativo flamíqueandoel inserto, dentro del cual aparecíaun codón de terminación. La

presenciade este inserto imnplicaria la generaciónde dos ARNm maduros diferentes: El

primero correspondienteal “splicing” del inserto que codificaría para la endogluna con 47

residuosen el dominio citoplásmico,y un segundocorrespondientea una proteínamaduracon

sólo 14 residuos.Posteriormentesedemostró(HelIón el cl. 1993), medianteexperimentosde

PCR,queestanueva forma de la proteínaera expresada,aunqueminoritariamente,en todaslas

células ensayadasque expresabanendoglina cii membrana.La diferenciaen peso de ambas

isoformases aproximadamentede 10 kDa y dadala diferenciaen longitud entre ellas fueron

denominadasL-endoglina(la isoformalargacon 47 residuosen el citoplásmico)y 5-endoglina

(la isoforma corta con sólo 14 residuos).La figura 23 representaesquemnáticamentelos

dorni;mios citoplásmicos de ambas formas así como las homologías de secuenciascon

betaglicano.
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Fig. 23 Anílisis de la región citoplásmica de etídoglina y comparación de secuenc¡as con betaglicano.
A. Diagrama del ADNc que codifica para las dos formas alternativas de endoglina. Sólo se representa la región
correspondiente al 3’ que es la que codifica la región citoplásmica. El ADNc aislado por Bellón et al. (1993)
contiene un inserto de ¡35 pb correspondiente a S-emmdoglina, no presente en la secuencia previamente
reportada de L-endoglina (Gougos y Letarte 1990). La posición de los codones de terinmnaczon está indicada y la
correspondiente secuencia traducida se representa con una línea negra gruesa.
6. Alineación de los dotninios citoplásmicos y transinembrana de S-endoglina con las correspondientes
secuencias de L-endog,lina y el betaglicano humano. Las cajas etigloban secuencias idénticas. Los números
indicam la posición del primer residuo en la secuencia completa. Dos regiones principales de homología fueron
encontradas. La primera (73% de identidad) incluye la secuencia entre los residuos 587-617 de S-endoglina y
L-endoglina y los residuos 780-810 del betaglicano. La segutida región (74% de identidad), comprende la
secuencia 634-660 de L-endoglina y los residuos 823-849 de betaglicano. La región transmembrana de 5-
endoglina se representa en negrita. Los trazos se han insertado para hacer coincidir el alineamiento. Los
asteriscos marcan el ltitm7o residuo de laproteina (Bellón e/al ¡993 Lcr .1 Jmmunol 23 2340-2345)

Los ADNc correspondientesa cadaisofomia fueron clormadosen el vectorde expresión

cucariota pCEXV, y para comprobarque dichas isoformas eran proteínascorrectamente

expresablessegenerarontransfectantesestablescon dichascomistruccionesen fibroblastosde

ratón ¡929 (Hg. 24>. Trasuna primera selecciónde los clonescon el antibiótico 0418. estos

fueron analizadostuediantecitometriade flujo y los positivosfueron amplificados(Fig. 24 A).

Mediante marcajemetabólico con (
33S)-Metionina/Cistcinay postenorín¡nunoprecipitacióim

con cl Am 4404, pudimos detectartas bandascorrespomidientesa Las dos isoformasde la

proteína(Hg. 24 B). El diferentepesomolecularde ambasen los transfectantes(170 para la

forma larga y ¡60 parala forma corta), tambiénsepusode manifiestomedianteclectroforesis
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en condicioímesno reductoras.electrotransferenciae tntnunodetección.En estos etmsavosse

iticluveron extractossolublesde células U937 tratadascon PMA. y el peso molecularde la

bandadetectadacoiticidió con el de la isoforma largatrausfectada.lo quesugeríaqueéstaera

la lbrtna tnayoriuiriametíteexpresadapor dichascélulas(Fig. 24 C). El marcajeradiactivode

superficie con (í2>¡) ímímulmopreci¡)itacióny electroforesisen comdicionestanto no reductoras,

como reductoras,demostróla formación de homodímerosen la mnetnbranaunidos porpuentes

disulfuro intercatemiarios(Hg. 24 1)). Estosenlacesse localizan en la región extracelular,ya

que la ausenciade residuosde cisteinaen el dominio citoplásinico de la fonna coita, no evita

que la ex-presiónde la proteínamaduraseala de wi homodimero(muy probabletuenteen la

isofom-ma largaestoocurrade unaforma similar ya que sólo se encuentrauna cisteitia en dicho

dominio, hg. 23 A). Además del conecto ensamblajede las dos proteinasen las células

transfectadas,éstaseranfuncionalesya queatnbasisoformasteníamm capacidadparautmir TGE-[3

Bellón et al. (¡993).

4.7Ermdoglinaesun fosfonroteina

Betaglicatmo y la forma de endoglina predominantementeexpresadaen los tipos

celularesanalizadoshasta hoy, L-endoglina, compartenuna región de alta hotnologíaen el

dominio citoplásmico.en cuya secuenciael contenidoen serinasy treoninasesmuy alto (40%).

El hecímo de que etmdoglina y betaglicano seanreceptoresdel TGF-13 y que precisamnenteel

mecanismode transmisiónde señalde la citoquina seaa travésde dos Ser/Thrquinasas(los

receptores1 y II), nos imídujo a pensarque el dominio citoplásmico de endoglinapudieseser

fosforilado. El estadode fosforilación de endoglina fue analizado primeramenteutilizando

células endoteliales,las cualestienenun alto grado de expresiónde dicha proteína.Tras el

marcajemetabólico durantecuatrohorascon (32P)-ortofosfato,las células fiierorm lisadasy

sometidasa itiniunoprecipitación(Fig. 25 A). Los dos anticuerpos,8E1 1 y 44G4,precipitaban

especiflcatnentela proteina fosforilada en ausenciade cualquierestímulo, lo quedemostraba

que endoglitia seencontrabafosforiladade forma comistitutiva. Para analizarmnás en detalleel

fenótnenode la fosforilación de endoglinay estudiarsi el nivel de fosforilación variaba entre

amnbasisoformas.utilizamos los trausfectantesde ambasisofonnasgeneradosen fibroblastos

de ratón. El marcajemnetabólico y posterior inmunoprecipitacióncon 4404 demostróque

ambas isofonnas se encontraba;m constitutivamentefosforiladas en los fibroblastos. Sin

embargo.el gradode fosforilaciónde la isoformalargaera unas ocho veces superior al de la
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Hg. 24 Expresión de L-endoglina y S-endoglina en transfectantes L929 de ratón.
A. Análisis por citometria de flujo de la expresión de endoglina utilizando el Am SE II. Corno control negativo.
se incluye la expresión detectada en el transféctante control.
6. Inmunoprecipitación, tras marcaje metabólico con (35S}-n7etionina/cisteina de los transtectantes. con lo:;
Ams 44(34 y HCI/l (incluido como control negativo). Las muestras fueron sometidas a electroforesís en un gel
en gradiente (6-12%) de acrilamida en condiciones no reductoras.
C. Electrotra¡msferencia e inmunodetección con 44(34 de extractos solubles de los transfectantes (Coumtrol, L-
endoglina y S-endoglina). ast como de células [3937 tratadas coím PMA. Los extractos fueron sometidos :3

electroforesis en un gel del 6% en condiciones no reductoras y posteriormente electrotransferidos a ttn.a
tnen7bratma de nitrocelulosa. El Am X63 fue utilizado como control negativo. Este ensayo no es cuantitativo
D. Ininunoprecipitación con el Am 44(34 tras marcaje de superficie con (t25

1) de transfectantes control, L-
endoglina y S-endoglttia. Las nuestras fueron sometidas a electroforesis en un gel del 10% de acrilarnida tanto
en condiciones no reductoras (NR) cono reductoras (R).
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corta. Estosdatossitgertaím la existeímciade más sitios de fosfomilación en la fornma E que en la

5< lo queestabade acuerdocoíi los datos(le sussecuencias:La isofomina L-endoglitmacontiene

etm stt dominio citoplásmico ¡9 residuosde Ser/Thr, mnientrasqite 5-endoglinapresentasólo

dos. Comno control de la expresión de ambas, emi estos ensayosse incluyeron marcajes

mnetabólicos comi (5S)tnetionina/cisteínay posterior imununoprecipitación, en las mismas

condicionesque los mnarcajescon (~2P)-ortofosfato,y las cantidadesdetectadasde ambas

isofonnaseran equivalentes(Fig. 25 13). Para confirmar que las diferenciasen cl grado de

fosforilación sedebíana diferenciasem el númerode sitios, realizamnosanálisisde fosfopéptidos

tras digestiótmcon proteasasespecificaspararesiduosde de glutaminay prolina, encontrando

al rnermostressmtiosdiferermtesen L-endoglinafrentea uno en 5-endoglina(Fig 25 C). Comno la

forma largaesla mayoritariamenteexpresadapor las célulasque son positivasparaendoglina,

se estudió en esta isoforma el tipo de residuosfosforilables.El análisisde fosfoaininoácidos

demostróque endoglinase encontrabafosforiladamayoritariamenteen residuosde serma,en

mucho menor grado en residuosde treonina, y no se detectófosforiiacióxm en residuosde

tirosina (Fig. 25 1)).

4.8 Efecto del TGE-jksobrela fosforilaciónde endoglina

Vamashita et al. (1994) repodaronque la endoglina porcina formaba comnplejos

heteroméricosen células endotelialescon los receptorestipo 1 y II en presenciadel ligando;

complejossimilareshan sido descritosparabetaglicanoen otrostipos celulares(López-Casillas

cf al. 1991). Por otra parte, los receptorestipo 1 y 11 tienen actividadSer/Thrquinasaen sus

dominioscitoplásmicos(Un u al. 1992; Ebnerel al. 1993). Paraanalizarsi la fosforilación de

endoglinapodríamodificarsepor el TGF-~, se realizaronexperimentosde marcajemetabólico

con(32P)-ortofosfatoen presenciadel ligando(Fig. 26 A). El tratamientocon TGF-j3 disminuía

el grado de fosforilación de L-endoglina. Como control, se incluyeron ensayosen paralelo

realizadosmediatitetinción con 44G4y análisispor citomnetriade flujo, para comprobarsi este

descensosc pudiera debera internalización de la proteína(Fig. 26 B). Sin etnbargo,en este

ensayono sc detectócambio en la cantidadde proteínapresenteen la membrana,excluyendo

una intemalizaciónde la proteínacomo responsablede la disminuciónde la fosforilación. Los

efectosinhibitorios del TGF-9 sobre la fosforilacióti de endoglina se observaronen las dos

isofonnastanto en fibroblastosde ratón como de célulasU937 (fig. 27). (La generaciónde

transfectammtesdc endoglitia sobreexpresandolas dos isoformasen célulasU937 serándescritos

en umia secctonposterior).
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endoglinasobreexpresandolas dos isoformasen células U93’7 serándescritosen una sección

posterior).
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F’ig. 25 Posforilación de endoglina.
A. Cultivos primarios de células endoteliaJes humanas fueron mnetabólicamente marcadas con (32P)ortofosfato
durante 4 horas, lisadas y sometidas a inmunoprecipitación con los Amns HCI/1, BEl 1 y 44(34. (l-ICI/l fue
utilizado como control negativo) Las tnuestras fueron somettdas a electroforesis y las bandas marcadas fueron
detectadas mediante autorradiografia.
E Fibroblastos L920 de ratón transfectados con ambas isoformas fueron metabólicamente marcados con
(3:ip)ortofosfato o con (35S)metionina/cisteina durante 4 horas, usados e inmunoprecipitados con el Am 44(34
Las bandas de ¡76 y ¡60 kW cotrespondetm a L-ettdoglina y S-endoglina, respectivamente.
CAnálisis de fosfopéptidos de las dos isoformas de endoglina. L-endoglina y S-endoglina fueron
tnrnunoprecipitadas de los transfectantes marcados con (32P)ortofosfato y las bandas especificas fueron
dtgeridas con endoproteinasa (3!u-C de Al aureus y con endopeptidasa específica de Prolina de 1<
tfl«nrtigo.StpÑc~irn. Los fosfopéptidos fueron separados por electroforesis de alto voltaje en capa fina. El origen
de aplicación de la muestra y los péptidos obtenidos están indicados pot triangulos rellenos y yacios,
respectivamente
O, Aimálisis de fosfoamntnoác¡dos a partir de inmunoprecipitados de los transfectantes de L-endoglina marcados

con (3P)ortofosfato. 5< fosfoserina~ T, fosfotreonina~ Y, fosfottrosmna.

1

•1~ 1
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Hg. 26 Efecto del TGF-~ sobre la fosfotilacióndeendoglina.
A. Fibroblastos L929 de ratón transfectados con L-endoglina fueron metabólicainente marcados durante cuatro
horas con (

32P)-ortofosfato en ausencia o en presencia de 500 pM TGF-j3. Las células fueron lisadas,
inmunoprecipitadas con 44(34 y sometidas a electroforesis. Las bandas fueron detectadas mediante
autorradiografia y cuantificadas mediante densitómetria. Los valores fueron representados como porcentaje
respecto a los valores obtenidos en ausencia de tratamiento. Los resultados representan la media ti- DE de tres
experimentos
IB. Análisis por citometría de flujo de la expresión en membrana de L-endoglina en dichos transfectantes. Las
células fueron no tratadas(control) o tratadas durante cuatro horas con TGF-p (500pM), entonces fueron
teñidas mediante inmunofluorescencia indirecta con 44(34 y analizadas por citometria de flujo. Como control
negativo, se incluye la tinción con transfectantes control. Los números en la esquina superior derecha
representan la media de intensidad de fluorescencia en los transfectantes de endoglina. La línea vertical limita
la fluorescetmcia especifica.
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Fíg. 27 Efectodel TGF-~ sobre la fosforilac¡ón de ambasisoformasde endoglina.
A. Fibroblastos L929 de ratón transfectados, control o con cada isoforma de endoglina, fueron marcados
metabólicamente durante 4 líoras con (32P)-ortofosfato en ausencia o presencia de 500 pM de T(3F-p en las
mtsnmas condiciones que las descritas en la fig. 26. Los extractos celulares fueron sometidos a
íntnunoprecipitación con el Am 44(34 y posteriormente analizados mediante electroforesis en condiciones no
reductoras en un gel de poliacrilamida del 6%.
B, Células U937 transfectadas con cada isoforma de endoglina fueron marcadas metabólicamente en las
condiciones antes descritas. Los extractos celulares fueron sometidos a inniunoprecipitación con los Am 44G4 o
HCI/l, este último utilizado como control. Los inníunoprecipitados fueron sometidos a electroforesis en
condiciones no reductoras en un gel de poliacrilamida del 7,5%.
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4.9 TGF-~5 regplala eypxesiónde endo2linaen célulasmonocíticas

Dadoque endoglinaesun receptordel TGF-j3 era de interésanalizarsi su expresión

podríasermodificadaen presenciade la citoquina. Los nivelesde expresiónde endoglina en la

superficie de las células U937 es baja, sin embargo,despuésdel tratamientocon TGF-j3. la

expresiónde la proteínaaumentabasiguiendouna cinética más lenta que la descrita para

PFCAM- 1, alcanzándoseuna inducción de 3-4vecestras 3 dias de tratamiento(Fig. 28 A).

Esteresultadofine confirmadosobremonocitosde sangreperiféricapuestosen cultivo. En este

sistemaexperimentalsedemostróque la cinéticade aparición de la proteínaen membranaera

aceleradatras la adición de TGF-p exógeno,consiguiendoun aumentode 4-5 vecessobreel

nmvel basalde expresióntras sólo 24 horasen cultivo (Fig. 28 B). Este efecto reguladorse

pudo comprobarque actuabaaumentandola transcripcióndel ARNm de endoglinaen ambos

sistemas(Fig. 28 C). Assoianel aL (1987)repodaronque los macrófagostienenla capacidad

de sintetizar TGF4I de forma autocrina,y por ello decidimoscomprobarsi el aumentode

expresiónde endoglinaque observamosduranteel procesode diferenciación¡u vitro podría

responderdirectamentea la producciónendógenade la citoquina.Paraello realizamoscultivos

de monocitospurificadosenpresenciade anticuerposbloqueantesde la unión del TGF-~ a sus

receptoresy pudimoscomprobarque la expresiónde la proteína en membranaera inhibida

<Fig. 28 D).

Fmi colaboracióticon el grupode Michelle Letarte(Hospital for Sick Children, Toronto,

Canada>.se comprobó que el efecto sobre la expresiónde endoglina en las células U937

tratadascon T(iF-13 sepodía generalizaral restode los receptoresde la citoquina, asi como a

la síntesis endógenadel propio TGF-~, tal y como demostraronlos ensayosde PCR

cuantitativaque estegrupollevó a cabocon estascélulas(datosno mostrados).Este resultado

corroborabalos que previamentese habíanobtenido al estudiar la regulación funcional de

PFCAM-l (Hg. ¡5).

‘¡‘odos estosdatos,junto comi otrosexperimentosllevadosa caboen nuestrolaboratorio

indicabamt que el TGF-j3 inducía muchasrespuestasen las células [3937 y por tanto estas

célulasconstituíanun buemi modelo paraestudiarla señalizaciónde dicho factor. El conjunto de

dichasrespuestasseresumenen la tabla 3. (Losresultadosde adhesióna laminina y colágeno,

obtenidosen nuestro laboratorio, no se muestranen esta memoria, los de fibronectimia se

presentanen la sección4. ¡0)

87



Resultados

A c
MONOCflOS U937

T C F ‘i

<4Sbrl Tiempo(horas) 0 12 12 0 24 48 72

V ¡ TGF-13 — — + — i- + +

‘JI
O
o
9’

— • — • • • — ENDOGLINA

.~.1t..
2 3

II) lE) lo
tNT FLUORESCENCIA

»
B o

o

it

0)2 241w

24 br (+TGF-,5¡)
o
o -~
9’

o
z

.7 tn

¡0~

u
mieinpo en cultivo (horas)

TGF-g (500 pM)

í~ ‘9 control <loo gg/mI>

tg Y Anti-TGF-J3 (pg/nxl)

¡NT. FLUORESCENCIA

28 fi

+

¡0 50 ¡00 —

Fig. 28 Efecto del TGF-~ sobre la expresión de endoglina en células monocíticas.
A. Análisis por citometria de flujo de células 13937. Las células fueron no tratadas (c) o tratadas con 500 pM de
TGF-p durantelos tiempos indicados y la reactividad del Am BEl 1 fue estimada mediante citometría de flujo.
La línea vertical representa el limite del control negativo del ensayo medido con utm anticuerpo irrelevante.
IB. Análisis por citometria de flujo de la expresión de endoglina en monocitos de sangre periférica puestos en
cultivo Las condiciones usadas fueron similares a las descritas en (A>.
C. Detección de los transcritos de endoglina en células monociticas. Monocitos y células 13937 fueron
tucubados en ausencia o presencia de 500 pM TOE-IB durante los tiempos indicados. Los tránscritos especificos
de endoglina fueron detectados usando una sonda especificas como control de carga se incluye la tinciótí cori
bromuro de etidio del ARNr 28S.
D. Efecto del TOE-lB producido de forma autocrina sobre la expresión de endoglina por los monocitos.
Monocitos de sangre periférica fueron puestos en cultivo en presencia de anticuerpos bloqueantes de la unión
del TOF-[1 a sus receptores. anticuerpos control o TGF-9 añadido exógenamente. A los tiempos indicados, la
expres¡on en membrana de endoglina fue esijínada nmediarmte citoruetría de flujo con el Am 44(34. En la figura
se representa la media -t/- DE de tres experimentos diferentes.
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FUNCION U937

PROT._DE_ADUESION ______________ _______

Integritia cx4

Integrina a5

¡ Integrina ¡31

Integrina ¡32

PECAM-I

presente

presente

presetmte

presente

presente

Resultados

U937 (±TGF-~)

ICAM-1 presente dismninuye

Agregación NO Sí (mediadaporPECAM-1)

ADRESION A MATRIZ

fibronectina NO Sí

lamí nhíma NO SI

coligeno 1 NO Sí

sustrato NO SI

SEÑALIZACLON

c-tnvc fuertemente expresado fuerte disminución

e-los expresión débil aumenta

e -jun expresión débil aumenta

Proliferacion SI tnhibición

PKC (membrana) existe nivel basal no varta

PKC (citosálica> existe nivel basal aumenta
II y endoglina, balos niveles de

Receptores de TGF-J3 betaglicano todos aumentan

,Síntesis de TGF-g NO SI

Proteinas de matriz NO 1 Eíbronectxna
¡ extracelular

Lotras vías no caracterizadas NO Sí (actividad quinasa de PECAM-l)

distmiinuye

aumenta

no varia

no varía

aumenta

Tabla 3. Respuestas nmediadas por TGF-~1 en la línea celular U937
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Una vez comprobadoel efecto reguladorque el TGE-13 ejerce sobrc endoglina. se

ahordó la caracterizaciómífinmciotmal de estereceptordesdedospuntosde vmsta. Poruna parte.

demnostrandoque endoglinaesun receptorfuncional de la citoquinaen cl linaje macrofágico.y

por otra, averiguandocual es la función quecomnoreceptorpodía teneren las respuestasantes

memiciomiadas.Para comprobarel pmimer punto, se realizaronensayosde marcajede afinidad

con (t251).TGF.13 en dos de las situacionesen que habíamoscomprobadoel aumento de

expresión de la proteína en membrana (Fig. 29): Macrófagos obtenidos mediante

diferenciación¡u viho de monocitosde sangreperiférica (Rg. 29 C) y células U937 tras

tratamiento durammte 48 horas con PMA (Fig. 29 D). El segundoobjetivo fue abordado

mnediaímtela generaciónde transfectantesemi U937 que sobreexpresaranambasisoformasde

endoglirma: en la figura 30 se presentanlos resultadosconcernientesa la caracterizaciónde

dichos transfectantes(fig. 30 A. B) y un ensayocuantitativo medianteinmumodetecciónque

pretendereflejar el gradode expresiónen membranade la proteínaen las células 13937, (no

tratadaso tratadascon TGF-f3 y PMA), y en los transfectantesgeneradosde ambasisoformas

de emmdoglina (hg. 30 C).

Para demostrarla capacidadfuncional de endoglinacomo receptordel TGF-.j3 en el

linaje macrofágico se realizaron ensayosde unión de la citoquina marcada con (t25~>

entrecruzamientocovalentey posterioranálisismnedianteelectroforesisde los receptores.En

primer lugar. se caracterizaronlos receptorespresentesen las células U937 (Fig. 29 A, B).

Como control de especificidad.se Uevarona caboensayosdondesehabíaincluido un exceso

de 50 vecesla citoquinano marcada(Fig. 29 A), y medianteinmunoprecipitaciónespecíficase

identificaron los receptores1 y II. Paraello, seutilizaromí anticuerpospoliclonalescomerciales,

dirigidos contrauna secuenciaespecíficadel dominio citoplásmicodel receptor11 (Fig. 29 B).

Esta imímmmoprecipitacióndio como resultadotresbamidasprincipales:Unabatida bien definida

con un pesomolecularde aproximádamente70 ¡(da <receptor1), una bandadifusa con un peso

entre 100-120Kda (receptor¡1) yuna bandaanchaen la zonasuperiorde los gelescon peso>

¡ 70 Kda (correspondientea betaglicanoy endoglina,y homo- o hetero-ohigómerosformados

entretodos los receptorescomo consecuenciadel entrecruzamientocovalente(Fig. 29 B, calle

1). La especificidad de las bandas radiomarcadas se demostró realizando la

inmunoprecipitaciónen presenciadeun excesodel péptido con la secuenciareconocidapor los

anmicuerpos(Hg. 29 13. calle 2).
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Los experimentosde marcajede afinidad en macrófagosy U937 tratadascomm PMA

derriostraronla presenciade etmdoglinacomouna bandaradiomarcadacon un pesoaparentede

200 kDa. cotTespondientea la proteínamnás la citoquina ummida. En los extractostotalesdicha

bandaeraespecialmenteapreciableen el casode las U937tratadascon el ésterde forbol, y en

ambos casos. cl complejo citoquina más receptor pudieron ser inmnunoprecipitados

específicamentecon el Am 44G4. Expemimentossituilaresfueron realizadoscon U937 tratadas

durantetres días cotm el 1GF-[3 a tres concentracionesdiferentes,demostrandoun aumnento

generalizadodc la unión de la citoquina a todos sus receptores(datosno mostrados);este

resultadocorroborabael aumentode expresióndetectadomediantePCRtanto de endoglina

comobetaglicanoy de los receptores1 y II trasel tratamientocon la citoquina.

Fig. 29 Caracterización de los receptoresdel TGF-I3 en células U937 y detección de endoglina expresada
por los macrófagos y U937 tratadas con PMA mediante marcaje de afinidad. (Se mtmestra en pag. 92)
A. Marcaje de afinidad con (¡25 l)-TGF-p de sus receptores específicos en células U937. Células U937 fuerotm
incubadas con 250 pM de (1251)-TGF-p , solo (-) o en presencia de un exceso de 50 veces de la citoquina no
marcada, seguido de uniótm covalente con el agente químico DSS. Los lisados celulares fueron analizados
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y las bandas detectadas mediante un Phospborlmager.
E. Marcaje de afinidad e intuunoprecipitación. Transfectantes control fueron marcados como en A, y los lisados
celulares sometidos a inmunoprecipitación cotm Aps de conejo anti-receptor II (calles 1-4). Calle 1: La
irm¡miunoprecipitación da lugar a una batida difusa con un peso mmíolecular aparente entre 100-120 kDa
correspondiente al receptor 11, una banda clara con peso de 70 Kda correspondiente al receptor 1 y una amplia
banda de peso >170 kda correpondiente a betaglicano y endoglina (poco expresados en estas células), y tm1uy
probablemente oligónmeros de los receptores. Calle 2: La misma que la calle 1 pero realizando la
intr¡unoprecípitaciótm en presencia de utm exceso del péptido que contiene la secuencia contra la que están
dirigidos los Aps anti-receptor II.
C. Monocitos de sangre periférica fueron purificados y puestos en cultmvo durante 4 dias, tras este periodo se
realizaron ensayos de marcaje de afinidad con (‘251)-TGF-¡3 a una concentraciótí de 250 pM, solo, o en
presencia de ttn exceso dc 50 veces de la citoquina no marcada. Tras el muarcaje. la citoquina fue unida
covalentemetíte a sus receptores con DSS. Extractos totales de las células o los inmunoprecipitados del Am
4404 fueron analizados muediante electroforesis en condiciones no reductoras. Las bandas radiomarcadas
fueron detectadas mediante un Fhosphorlmager.
D. Experimento similar al descrito en E realizado con células U937 tmo tratadas o tratadas durante 48 horas con
PMA (la exposición de la figura está atenuada para poder distinguir los receptores en las células tratadas)
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Fig. 30 Caracterizaciónde los transfectantes de endoglina en células 1.1937,
A. Análisis por citometria de flujo de la expresión emm membrana de ambas isoformas de endoglina. Las células
fueron tetudas mediante inmunofluorescencia indirecta con el Atn 4404 La expresión de la proteína en
metnbrana del transfectante control también se tnuestra.
B. Análisis mediante inmunoprecipitación con el km 4404 tras marcaje de superficie con biotina de los
transfectantes, control y de ambas isoformas de endoglina, en células 12937. Tras la mnmunoprecipítación, las
muestras fueron sormtetidas a electroforesis en gel de poliacrilanmida en condiciones no reductoras, transferidas a
filtros de nitrocelulosa y las bandas biotinadas detectadas mediante incubación con streptavidina-peroxidasa
seguida de un ensayo de quirmiiolumintscencta.
C Análisis cuantitativo mediante electroforesis en condiciones no reductoras, electrotransferencia e
inmunodetección con el Aiim 4404 de lisados celulares de 12937 (línea parental). 12937 tratadas con 500 pM de
TGF-f3 durante 72 horas, 12937 tratadas con PMA durante 48 horas y los transfectantes de ambas ¡soformas
generados en dichas células
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4.10 nálisisdel papeldeend,qgliuaen la señalizaciónde] TGF-f3

Umia xe¡ caracterizadoslos transfectantes.se procedió a la realización de ensayos

funcionales para estudiar el papel que pudiera desemupedarla proteína en las respuestas

celularesal TGF-[3. En l)rimer lugar, se analizó la proliferación celular, una de las actividades

celularesque era inhibida en células control; sin embargo,los transfectantesde endoglinano

mostrahamiinhibición o esta era menorcuandoerantratadosa tres concentracionesdiferentes

de TGF-131 durante24 horas(Fíg. 3 lA). Cuando los trausfectanteseran tratadoscon las

mtsmasconcentracionesde TGF-j32, utilizado como control, sí se podíaobsemvarel efectode

inhibición de proliferación.La isoforma¡32 fue ensayadaporqueendoglinasólo uneTGF-131 y

[33,lo quedeínostrabaque el efectofimncional que encontrábamosse debíaespecíficamentea la

presenciade eimdoglimma en la membrana.Este comportamientodescartacualquierproblema

inespecífico de pérdida de respuestapor parte de las células, como consecuenciade la

transfección.Además, los niveles de tránseritosde c-rnyc, disminuidos en respuestaa la

citoquina.y la pérdidade capacidadproliferante,tío eran alteradostras el tratamiemítoen los

transfectantesde la isoférma larga, mientras que eran sólo l)arcialtnentedisminuidosemí la

isoforma corta. Es importantedestacarque los niveles basalesde expresiónde c-myc eran

prácticamnemmteel doble en los transfectantesde endoglinaque en el transfectamítecontrol (Fig.

14H). Aunqueel transfectantede la isoformacortamostrabaunapequeñapérdidade expresión

del proto-oncogen.trasseis horasde tratamiento,susniveleseran superioresa los basalesdel

trausfectantecontrol. En conjunto, estos datos demostrabanqite la sobreexpresiónde

endoglina en membrana afectaba a la señalización de la citoquina, y en concreto, la

proliferación seveíaafectadaen la regulaciónde la expresiónde c-Ínyc.

Uno de los efectos más significativos, observadosen las células U937 tras el

tratamnientocon TGF-9, esla formaciónde agregadoscelulares,y la regulaciónfuncional de la

proteímma de adhesión PECAM-1. De acuerdocon los resultadosmostradosen secciones

anteriores,la glicoproteina PECAM-l se encuentrasometidaa mnma doble regulación en este

sistemaexperimental:El aumentode expresiónemí membranay la fosforilación a tiemposmás

tardíos; ambosson necesariospara que el fenómenode agregacióntenga lugar. Cuando se

aiializo estefenómenoerm los transfectantesde endoglina,mio sepudo observarla formación de

agregadoscelularesen presenciade la citoquina(Fig. 32 A): esto nos llevó a plantearnossi la

expresít5tm
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Resultados

directamnenteal sustrato de cultivo ( no mostrado).La apariciónde esta mnorfologia ésta muy

ligada a la capacidadde síntesisde componentesde la matrizextracelular,de los que el TGE-[3

es utí potente inductor, así como de la regulación de los receptoresde adhesióna dichos

conm¡)onentes emí el memubrana celular. Cuando se analizaron estas propiedadesen los

tramísfectantesde endoglina.estosmostrabanun comportamientodiferentea los transfectantes

control o la línea parentaL adquiriet¡do en mucha menor proporción el fenotipo antes

menejoimado.Con estasobservacionesserealizarontrestipos de ensayosdirigidosa conocerel

grado de respuestaque los trausfectantestenian en relación a su capacidadde adhesión.En

primer lugar. la síntesisde fibronectinaesun marcadorde la respuestacelular al TGF-j3 tal y

como reportaron Ignotz y Massagué(1986). Por tanto, se llevaron a cabo marcajes

metabólicoscon (‘5S)-tnetionina/cisteínaa diferentes tiempos, y se realizaronensayosde

iiímnunoprecipitaciónespecíficade la fibronectinapresenteen el sobrenadantede las células

(Fig. 33 A). Los transfectantescontrol mostrabanuna débil respuestaa las 4 horas de

tratamiento,mientrasque a las 24 horas el efecto sobrela síntesisya era importante. Sin

emnbargo,los transfectantesde endoglinano mostrabanel mismo efecto.Estadisminuciónen la

capacidadde respuestade las célulaspodríaexplicar la no aparición del fenotipo“extendido”

que se observabaen los transfectantescontrol. Un segundotipo de ensayosestabadimigido a

comprobarla capacidadde adhesióndirectaal sustratode cultivo, lo queindirectamenteestá

en relación con la capacidadde síntesis de componentesde la matriz extracelulary la

activaciónde los receptorescelularesde estoscomponentes.Paraello, serealizaroncultivos de

célulasU937 en ausenciao presenciade la cítoquina y se valoró el porcentajede célulasque

quedaban directamente adheridasal plástico de cultivo (Fig. 33 B). De nuevo, el

comportamientodelos transfectantesde endoglinaera diferenteal de los transfectantescontrol

y el aumentode la capacidadadhesivade las célulasestabainhibido enrespuestaal TGF-I3. Por

último, se realizaronensayosde adhesióndirectaa fibronectina,previamentefijada al sustrato.

quedemostrarondenuevo quela capacidadde adhesiónde los transfectantesde endoglinaera

menor que la de los transfectantescontrol o la línea parental (Fig. 33 C). Es importante

destacaren estepuntoque el aumentode expresiónen membranadel receptorde fibronectina.

la integrinacís9t, tambiénocurría en los transfectantesde endoglina,por lo que la regulación

finíciotmal de dicho receptordebeestarsometidaa algúntipo de modificación pos-traduccional,

en los transfectantescontrol y la línea parental.pero no en los trausfectantesde endoglinaemm

respuestaa la citoquitma.
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Hg. 33 Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la síntesis de fibronectina y la regulación de sus
receptores en membrana.
A. Efecto sobre la sintesis de fibronectina: Transfectantes control y de ambas isoformnas de endoglina fueron
incubados con 500 pM de TGF-p durante los tiempos indicados y marcados níetabólicainente con
<5S)metionina/cisteína durante 4 horas. En el caso del tratamiento durante 4 horas, éste coincidió con el
marcaje. En el caso del tratamiento durante 24 horas, las células fueron pretratadas durante 20 horas seguido de
las 4 horas adicionales de níarcaje en presencia de la citoquina. Los sobrenadantes de las células fimerotí
sometidos a inmunoprecipitación con Aps de conejo anti-fibronectina. Los productos de la inumunoprecipitación
fueron entonces sometidos a electroforesis en condiciones reductoras y las bandas detectadas en un
Phosphorl tnager.
E. Efecto sobre la adímesón drecta a sustrato de cultivo. Los transfectantes fueron tratados con 500 pM de
TGF-{3 en placas de 96 pocillos sobre superficie no cubierta con ningún componente de la matriz extracelular.
A los tienipos mndicados el medio de cultivo fue retirado y los pocillos lavados dos veces. Las células adheridas
fueron fijadas con glutaraldehido al 1% durante toda la nocíme y después de lavar fueron teñidas con azul de
tolttdina al 0.1%. Tras los lavados correspondientes, el colorante asociado a las células fue extraido con ácido
acético al 10%. La densidad óptica en los pocillos fue medida a 628 un con un Multiscan Eiocliromatic. La
gráfica representa la nedia +/- DE de un experimento representativo por triplicado.
C. Efecto sobre la adhesión a superficie de cultivo cubierta con fibronectina. Los transfectantes fueron tratados
con 500 pM TGF-[3. Tras 24 horas en cultivo, las célttlas fueron lavadas y resuspendidas en RPMI con 1% de
ESA y 10 nM HEPES e incubadas en placas de 96 pocillos, sobre los cuales se babia fijado fibronectina. Tras
1 hora de incubación a 37 0C, las placas fueron lavadas, fijadas y teñidas como se describe em el apanado E
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Otros dos efectosde la células U937 en respuestaal TGF-13 eran el aumento de

expresiónen membraimade todossusreceptores(tipo 1 y II, betaglicanoy endoglina),asícomo

la sítítesisdel propio lGF-fl. Respectoa estosefectos,se pudo demostrarmuedianteamiálisis

por PCR cuantitativa,en colaboracióncon el grupode Michelle Letartequeno habíainhibición

de nimmgttna de las dos respuestastras 3 días de tratamientocon la citoquina (datos no

mostrados).

4.11 La_sobreypresiónde endoglinano aumentala degradacióndel 1’GF-

timía vezdemostradoel efectoreguladorque endoglinatieneen las respuestascelulares

al TGF-[3. se caracterizóestefenómenodesde el punto de vista bioquímico. Una de las

posiblesexplicacionesa los efectosnegativosque se observabanen los transfectantes,podrían

sustentarseetm que la l)iesenciade endoglina estuviera facilitando una tasa más rápida de

degradacióndela citoquimía en dichascélulas. Los receptoresdel TGF-13 sufren internalización

y el factor esdegradadotras la unión a la membrana(Frolik et al. 1984; Massagué¡987), y

este etéctopodría estarmnodiflcadopor la sobreexpresiónde etidoglina. La contribuciónde

endoglinapodría serposible,bien por un mecanismodirecto tras la unión de la citoquina, o

bien por un niecamsmno indirecto por el cual endoglina facilitara la internalización y

degradaciónde los receptoresseñalizadoresuna vezhubierantumido el factor. De estemuodo.

emidoglina actuaría bien como un secuestradordel TGF-9 en membrana,o bien tras la

asociacióna los receptoresseñalizadoresen presenciade la citoquina(Vamashitaet al. ¡994)

facilitaría su inteníalización, Por una u otra vía, la cantidad de complejos seflalizadores

(receptores1 y 11) efectivos podrían disminuir y esto explicaría porqué algunas de las

respuestascelulares,soninhibidasen los transfectantes.

Para comprobaresta hipótesisse realizaronensayosde unión y degradaciónde la

citoquina unida a las células (Fig. 34). La realización de estos ensayosse llevaron a cabo

básicamentecomo describen Frolik el al? (1984). Como se puede comprobar, no se

encontrarondiferenciassignificativasentrelos tramisfectamítescontrol y los de ambasisoformas

de endoglina. Estos ensayosdescartabanque el mecanismode actuación de endoglina se

restringieraa la degradacióndel factor y apuntabanhacia la existenciade un mecanismomás

fumo de regulaciómídel accesode la citoquinaa los receptoresseñalizadores,y/o la existenciade

algúnefectopos-señalización(vía abajorespectoal complejo 1, II) modificadopor la presencia

de endoglina.
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Hg. 34 Degradación del ‘~1-TGF-j3 unido a los transfectantesde células U937. Trausfectantescontrol
(Control), sobreexpresando L-endogjina (L-Endo) y 5-endoglina (S-Endo) fueron incubados durante 1 hora a
37 0C con ‘251-TGF-jS a una concentración 100 pM en IJMiEM 0.1% de ESA y 25 mnM HEPES. Tras el marc~je
de afinidad, las células fueron lavadas varias veces con medio fresco y alícuotas de 2,5 x 106 células fueron
reincubadas a 37 0C durante los períodos indicados. Al final de cada intervalo, las células fueron recogidas por
centrifugación y los sobrenadantes colectados, Dichos sobrenadantes fueron precipitados con ácido
tmicloroacético al 10% (concentración final) en hielo. La radiactividad asociada a las células, asi como la
asociada a las fracciones nsoiuble y soluble del sobrenadante fue medida en un contador gamtna. Los
porcentajes fueron calculados como se describe en la sección “Materiales y ínétodo<’ En la gxáfica se
representa la media ±/-DE de un experimento por triplicado.

4.12 Endoglinafacilita la unión delTGF-[3 a susreceptoresseñalizadores

Para estudiarel efectoque endoglinaestabaejerciendosobrela unión del ligando a los

receptoresseñalizadores,se realizaronensayosde unión a diferentesconcentracionesde la

citoquina marcada con (25J), entrecruzamientocovalente y postermor analisis mnediante
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[Estos ensayosdemostraronque a concentracionescrecientesde la citoquina se

producía un desplazamientode la unión del ligando a los receptoresseñalizadores,en

particular al receptor1 (Ng. 35 A). Este efecto era más evidenteen el transfectantede la

isoformna corta y los emísayos de inmunoprecipitacióm con anticuerpos anti-endoglina

demostrabanque en los trausfectantesde ambasisoformas se coprecipitabandos bandas

conespondientesa los receptores1 y 11. El análisisdensitométricode la bandacorrespondiente

al receptor1 en cadauno de los transfectantesestárepresentadoen la Figura 19 B. Tal como

se deducede dicha figura, endoglinaescapazde aumentarla unión del TGF-~ al receptor1,

dosvecesen el casode la isoforma L y cuatrovecesen el de la isofomía S, a la concentración

másalta del ensayo,250 pM de TGF-J3. Estudiosde PCR realizadosen colaboracióncon el

grupo de Michelle Letarte demnostraronque la sobreexpresiónde endoglina emí dichos

imausfectamitesno alterabala expresióndel restode los receptoresdel TGF-j3, descartandoque

el aumento de citoquina unida se pudiera deber a alteracionesen dichos niveles (datos no

mostrados).

4.13 Endoglinanecesitala presenciadelreceptorII paraunir el TGF-j3

Estosresultadossugeríanque endoglina pudieraestarasociándose y presentandoel

ligando directameímteal receptor 1. Además, pese a la alta expresión en membrammade la

endoglina,su contribucióncomo tal receptoren el total de la citoquina unida a las célulasmio

era nmuy importante.El efecto realmenteapreciable,tal como se puedecomprobaren la fig. 19

era queendoglinaactuabacomo un presentadordel ligando al receptor1. másque actuarcomo

un receptorestático.El hechode que la cantidadde TGF-j3 unido a endoglinano estuvieraen

relación directa con su expresiónen membrana,más bien sugería que existiera un factor

limitante en la capacidadde unión del ligando, estefactor podría ser alguno de los otros

receptores.Para analizareste punto se realizaron ensayosde expresióntransitoria en células

COS-7. tnediantecotransfecciónde combimíaciommesendoglina/receptor¡ y endoglimmareceptor

II seguidospor ensayosde unión y entrecruzamiento covalente(Fig.36). El panelA muestra

los controlesde nuestrosensayosdonde se puedecomprobarque, tal como se ha descrito

(Wranael al, ¡992), el receptor1 no une la citoquinaen ausenciadel receptorII; éstepor su

parteesindependiente,desdeel punto de vistade la unión del ligando, de la presenciadel 1; y

por último, el receptor II presenta la citoquina al receptor 1. Cuando se realizaron

cotransfecciomíesdel receptor1 y endoglina,se pudo comprobarque mmi el receptor 1 unía el

ligando ni endoglinatampoco. Siim embargoal realizarlas cotransfeccionesdel receptor II y
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endoglina, ambos unian el TGF-fl (Fig. 36 panel B). El panel C muestra una

mmunoprecipitación con el Am 44G4 tras un marcaje de superficie con biotina, de las mismas

célulasqueel panelB (realizadoenparalelo),dondesedemuestrala presenciade endoglinaen

la superficie dc las célulastanto cuando secotransfectócon el receptor 1, como con el II.
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Fig. 36 Unión del TGF-~ a células COS-7 trausfectadas con RL, Ru y endoglina
A. Células COS-7 fueron transfectadas de forma transitoria con el vector de expresión pCMV5 conteniendo los
ADNc que codifican para los receptores 1 y II, L-Endoglina y S-Endoglina. A las 72 horas de realizar la
transfeccton con las construcciones indicadas, las células frieron marcadas con (‘231)-TGF-43 a una
concentración de 250 pM y el ligando fue unido a sus receptores con DSS. Los lisados celulares fueron
sometidos a inmunoprecipitación con al Am 44G4 donde se indica. La separación de los receptores
radiomarcados se realizó mediante electroforesis en condiciones no reductoras y las bandas detectadas con un
Plmosphorlmager. Las posiciones de los receptores 1 y II así conmo las de endoglina están indicadas.
B. Marcaje de superficie con biotina e inmunoprecipitación de células COS-7 transfectadas con las
combinaciones que se indican. Tras Ja inmunoprecipitación, las muestras fueron somnetidas a electroforesis en
condiciones no reductoras, transferencia a nitrocelulosa y ambas isoformas de endoglina detectadas mediante
estreptavidina-peroxidasa y ensayo de quimioluminiscencia. Este ensayo sirve de control al mostrado en A
respecto a la presencia de endoglina en la superficie de las células transfectadas
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1 os restiltadosobtenidosmediantetransfeccióntransitonaen celulas COS—7 fuetotí

corroboradosmediante la generación de transíectantesestablesde ambas isoforinas de

endoghmmaen mioblastosde rata LúEm (Eig.37). Se eligió estetipo celular porqueestascélulas

tío expresanni beíaÉlican() ni etídoglina y sítvierou como modelo de estudiode (a humciotí de

hetaglicanou íediamtte la ~eímetaciómíde tratísfectantesde dicha molécula (1 opez—Casillasvi al

1903).
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Discusion

En este trabajo se han estudiado algunos de los efectosque el TGF-13 induceen células

monocíticas. empleandocomo modelo la línea tJ937 (Sundstróm y Nilsson 1976). p~

constituir un sistema experimentalampliamenteutilizado para analizar la diferenciación

macrofágica. Awíque no se han presentadoresultadosformalmenterelacionadoscon el

procesode diferenciación, si se han estudiadoalgunaspropiedadesfuncionales que son

reguladasdurantedichoproceso.Por otraparte, la líneacelula U937 conservala capacidadde

respuestaal ‘1’GF-13, capacidadausenteen muchostipos celularescomo consecuenciade su

origen transformado(Kimchi el aL 1988: Roberts y Spom 1990; Filmus el aL 1992:

Markowitze/al. 1995).

A continuación,se discutiránlos trespuntosalrededorde los cualesgiran los resultados

obtenidos:

- Regulaciónfuncional de PECAM.-l porel TGF-fl

- Regulaciónde la expresióny fosforilación de endoglina

- Papelde endoglinaen las respuestascelularesmediadasporel TGF-13.

5.1 Regulaciónfuncional de PECAM-l porel TGF-fl

El presenteestudiodemuestraque el TGF-j3 inducela formaciónde agregadosen las

células1J937y que en dicho procesoparticipaPECAM-1, lo que nosha permitido utilizar las

célulasU937 corno un modeloparael estudiode la activaciónbu vi/ro de PECAM- 1 en células

monocíticas.La figura 38 resumede forma esquemáticalos resultadosobtenidosrespectoa la

regulaciónde PECAM-1. El TGE-~ejercesusefectosde dosformasdiferentes(víasay b). En

primerlugar, la citoquinaregulatranscripcionabnentela expresiónen membranadePECAM-1.

Esteefectoesmuy probablementemediadoporla PKC, ya que la presenciade inhibidoresde

dichaactividad reducenel aumento de expresiónde dichamolécula.Otra serie de evidencias

exl)enmentalestambiénapoyanque la expresiónde PECAM- l en membranasea dependiente

de la actividadPKC. Así, el tratamientode las célulascon estaurosporinao II-Y en ausenciade

otro estímulo. disminuye los nivelesbasalesde expresiónde la proteína.Por otra parte, el

aumentode expresiónde PECAM-1 asociadoa la diferenciaciónde lineasmieloidesha sido

descritoen las lineascelulareshumanas13937, FILÓO y 1-JEL (Cabañasel aL 1989;Goldberger

el al. 1 994b). Entreotros, el agenteinductorutilizado en dichosestudiosesel PMA. potente

activadorde la PKCtanto ja vivo como ¡a vi1ro (Exton 1990),habiéndosereportado además,

la necesidadde una actividadsostenidade esta quinasa en la diferenciaciónhacia macrófago
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TRATADAS CON TGF-$

RECEPTORES DEL TCF-p
TIPO [Y II

SEJUrI{R QIJINASAS

AGREGACION

I>ECAIVI-l EN MEMBRANA

COMPONENIE A.SOCIADOP
AL CITOESQUELEIT>

-4 ULLAMENTOS DE ACIJNA

OTROSCOMPONFYTES
DEI. CITOESQUELETO

Figura 38. Regulaciónfuncional de PECAM-1 por TGF-¡3. a) TGF-3 se une a los receptores seilalizadores
en la membrana de la célula, lo que conduce a la activación de alguna isoforma citosólica de la PKC, el
aumento de esta actividad quinasa es responsable del aumento de la tasa de transcripción y expresión en
mentrana de PECAM-L b} TGF-I3 activa otra quinasa, de naturaleza desconocida hasta el momento, la cual
fosforila a PECAM- 1, promoviendo en este estado su asociaciónal citoesqueletoUna vez ocurridos estos
eventos, PECAM-• 1 adquiereuna conformación activa desde el punto de vista de la adhesión, uniéndose a su
receptor en otra célula. En la figura hemds representado un modelo de uniónhomofilico (interacción PECAM-
PECAM). c) El TGE-p añadidoexógenarnente induce la síntesis de forma autocrinade más TGF-p , lo que
permite una amplificación de los procesos a y U.

de la línea celular HLÓO (Aiharaelal. 1991).Se conocenal menosdiezisoformasde PKC con

diferentespatronesde expresióntisular y requerimientospara su activación(Nishizuka 1992).

En estesentido,sehan reportadocuatroisoformasde estaquinasa,a y [3(mayoritaria),s y (

(minoritarias)en monocitoshumanos,siendo sólo la isoforma a translocadaa membranatras

lo?
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la ac1ivaci~n con el ésterde forbol (Changy Beezhold 1993). En células13937también se ha

descritola presenciade la isoforma~ la cualno estrauslocadaa la membranatrassu activación

(Ways etaL 1992). El ‘lGF-[3 induceun aumentode la actividadPKC en la fracción citosólica

de las células 1)937, aunqueestánpor determinarcual puedaser la isoforma(s)implicada en

este proceso.No obstante,cabria esperaruna alta especificidad de dicha fonna ya que, el

procesode diferenciaciónde dichascélulas esmuy dependientede la activación de la PKC

(Alliara eta!. 1991)y porel contrario,el IGF-j3 no esun agentediferenciadorperse de dichas

células; dicho factor sólo actúa potenciandolos efectosque ejercen otros estímuloscomo

TNFct o la vitamina D3 (De BenedettielaL 1990;TestaelaL 1993).La activaciónde la PKC

por el TGF-f3 ha sido demostradaademás,en otros tipos celulares(Chakrabartyel aL 1992;

Halsteadeu’ aL 1995). Por otra parte,tambiénseha descritola regulaciónde la expresiónde

otros dos miembrosde la superfamiliade las inmunoglobulinasestrueturalmenterelacionados

con PECAM- 1, el antígenocarcinoembrionario(CEA) y la moléculade adhesiónpresenteen

neuronas(N-CAM) (Chakrabartyel aL 1992;Roubin el aL 1990), así como la regulación por

otro miembrode la superfarniliadel TGF-[3, la proteínaOP-1, de la moléculaN-CAM (Perides

e/aL 1993).

PECAM-l ha sido implicada en fenómenosde adhesióncelular en varios sistemas

experimentales(datosrevisadosse encuentranen DeLisserel al. 1 994b). Dadasu distribución

tan amplia dentro del sistemavascular,asícomo la alta representaciónque estaproteínatiene

en célulasendoteliales<se han calculado1x106 moléculasen membrana,Newman 1994), es

lógico suponerque su función se encuentreregulada más allá de la mera presenciaen

superficie. De hecho,nuestrosresultadosindicanque otrasseñalesintracelularesinducidaspor

el TGF-¡3 actúan sobrePECAM-1. La presenciade anticuerposbloqueantesde la citoquina

tiene como resultadola inhibición de la agregación,a pesar del aumento de expresiónen

membrana de la proteína. Este resultado indica que el alto nivel de expresión no es el

responsabledel fenómenode agregación,lo que porotra partepodriajustificar la ausenciade

agregacionesespontáneasentreleucocitos,plaquetasy endotelio,si se aceptaun mecanismo

homofihico de interacciónentremoléculasde PECAM-1. Es razonablesuponerqueel TGF-<3

regule las propiedadesadhesivasde esta proteína a travésde su fosforilación y posterior

asociaciónal citoesqueleto:un modelo similar ha sido propuestoen plaquetaspor Newman el

aL (1992). Aunque la actividad quinasaresponsablede la fosforilación de PECAM-l no ha

sido identificada en nuestro sistema experimental, en otros modelos se ha propuesto la
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implicación de PIKC, sin excluir la participación de otras quinasas(Newman el cd. 1992:

Zehnderel aL ¡992). la inducción por el TGF-[3 de la PKC no se correlaciona,ni con la

fonnación dc los agregadoscelulares (fig. 10 C), iii con la cinética de fosforilación de la

proteína(fig. 16 A). lo quesugierela existenciade otra actividad quinasacomo responsablede

la fosforilación de PECAM-1. En estepunto, caberecordarque el complejo señalizadordel

iGF-f3 fonnadopor los receptores1 y II ejercenactividad Ser/Thr quinasaen sus dominios

citoplásmicos(Wranael aL 1994), y porello, esrazonableespecularque la actividadde ambos

receptores,bien directamente,o bien indirectamentea través de otra quinasa(s)sean los

responsablesde esta fosforilación. Los estudioscinéticos de fosforilación tambiénadmiten la

posibilidad de que dichaquinasanecesitesersintetizadade novo como una de las respuestas

celularesinducidaspoi el factor. Un dato adicional debe ser tenido en cuentarespectoa la

quinasaresponsablede la fosforilación de PECAiM-1, la existenciade formasalternativasde la

proteína expresandodiferentes dominios citoplásmicos puede ser la determinantede la

regulación funcional de la proteínaporpartedel TGF-f3; en estesentidoseha reportadoun

pal)el importantedel dominio citoplásmicode PECAM- 1 en la flincionalidad de la proteína

(DeLisserel aL 1994a;Baldwin elaL 1994).

La implicación de los componentesdel citoesqueleto(utilizando este término en el

sentido más amplio e incluyendo filamentos de actina y filamentos intermedios), en el

fenómenode agregaciónes patenteen cuanto que la presenciade citocalasinaE inhibe la

formación de dichosagregados.Esteresultadoindica que los filamentosde actina intervienen

en la reorganizaciónen membranaa que PECAM-1 seve sometido durante la agregación

celular (Newmanel aL 1992). Sin embargo,los experimentosde asociaciónal citoesqueleto

demostraronquela citocalasinaE no inhibe la unión de la proteínaa dichoscomponentes(Fig.

16 E). En conjunto, estosdatos sugierenque la participación de los filamentosde actina no

implican su interacción directa con PECAM-1. más bien indican que estos facilitan el

agrupamiento de la molécula en los puntos de contacto célula-célula. Este modelo es

compatiblecon la existenciade otros componentesque actuaríancomo puenteentrelos del

citoesqueletoy los de membrana,y/o la existencia de otra proteína relacionadacon los

filamentos(Bretscher1991).

Los experimentoscinéticosdemuestranque la activaciónde PECAM- 1 en las células

13937tiene lugar en horas(hg. 1 C). Sin embargo,la adhesión/transmigraciónde los monocitos

a través de la barrera endotelial ocurre en minutos (Muller el aL 1993). Dos posibles
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explicacionespodríanaclararestadiscrepancia.Por una parte,la línea celular 13937 representa

un estadoinmaduro de diferenciaciónrespectoa los monocitosde sangreperiférica, lo que

podría explicar la falta dc algún componentecelular. En segundolugar, otras moléculas

presentesen la superficieendotelial,y posiblementeausentesen las célulasmonocíticasestán

implicadas en el fenómenode adhesiónltransmigración;en la actualidad se admite que la

extravasaciones tui fenómenocomplejo, que puedeser dividido en al menostres etapas:

interacción inicial de los leucocitos con el endotelio activado (roliing), activación de los

leucocitosy adhesiónlirme” a la célula endotelial,y finalmente, la extravasacióna los tejidos

circundantes(Butcher 1991; Shimizu el aL 1992; Springer 1994). En este último paso

(extravasación).escuandoPECÁM- 1 pareceejercersuspropiedadesadhesivas(Muller et al.

1993).

Los resultadosde los experimentoscon transfectantesde la molécula indican que el

mecanismode interacciónes de tipo homofilico (flg. 13). Además,la necesidadde realizarlos

ensayosutilizando co-cultivosde célulasU937 y trausfectantesapuntanhacia la necesidadde

activarPECAM-l a “amboslados”. Se ha reportadoque transfectantesde PECAM-l se unen

heterofilicamentea travésde glicosaminoglicanosa célulasno trausfectadas(I)eLisserel al.

1993). En dicho trabajo. la presenciade heparinabloqueabala agregacióncelular: en nuestro

sistema la presenciade heparina no ejercía ningún efecto sobre los agregadosde 13937

(resultadosno mostrados). No obstante, no se puede excluir la participación de otras

moléculasde adhesiónen las agregacionescelularesinducidaspor el TGF-[3; sepodríapensar

en un modelo cooperativoen que existiera un primer “disparador” de la adhesión,el cual

facilitaría la participación de PECAM-1. Sin embargo, los resultadosparecen excluir la

participaciónde las integrinasLFA-l, VLA-4 y VLA-5 previamenteimplicadasen fenómenos

de adhesiónhornotipica <Rothlein el aL 1986; Campaneroel aL 1990; Caixia el aL 1991

respectivamente),lo queno implica la participaciónde otrasintegrinasno analizadas,

La agregacióncelular inducida por el TGF-fl es compatible con el aumento de

expresión que el factor ejerce sobre sí mismo (McCartney-Francisel aL 1990) y con la

actividadquimiotácticaqueinduceen célulasmonocíticas(Wahlel aL 1987).Desdeestepunto

de vista, se ha reportadoque las célulasde Kupffer migranen respuestaal factor y participan

en la formación de granulonias hepáticos inducidos por componentesde las paredes

bacterianas(Kossmannel aL 1992). El TGF-[3 es un potente inductor de los procesosde

reparacióntisular. y dichosprocesosconllevan la creaciónde un microambienteque facilita
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la adhesióncelular. [)esdeestel)uIlto de vista, hay que destacarque en los lugaresdonde se

producecl daño tistílar tiene lugar la activación plaquetaria,procesoque conlíeva. tanto el

aumento de expresión en membranade PECAM- 1, a consecuenciade la fusión con la

membranal)lasmñtica de los gránulosa donde dicha proteína se encuentra(Cramerel al.

1994), como la liberación del TGF-[3 contenido en dichos gránulos; lo que en conjunto

contribuye a la creación del ambiente antes mencionado.Tomando este modelo como

referencia, y teniendo en cuenta que tras la activación de las plaquetas PECAM-1 es

fosforilado, se asocia al citoesqueletoy se localiza en los puntos de contacto célula-célula

(Ncwman el al. 1992). es razonableespecularcon la posibilidad de que la activación dc

PIiCAM- 1 en la membranade la plaquetapudieraocurrir trasla liberacióndel TGF-[3 durante

la degranulación.contribuyendoasíal procesode agregacion.

5.2 Regukpióndelacxpresiónyfosforilaciónde endoglina

Esta glicoproteina tite originalmentedescrita en la membranade células endoteliales

(Ciougosy Letarte 1988a, 1990). Los resultadosde estetrabajo indican que dentro de las

célulassanguíneassu expresiónestáasociadaal linaje monocítico y que las líneasmieloides

diferenciadashacia macrófagosconfirman dicha asociación.Las tincionesde cortesde tejido

demuestranla presenciade endoglinasólo en ciertaspoblacionesde macrófagos¡u vivo, lo que

probablementeseaun reflejo de la heterogeneidadde estetipo celular(lxwis y McGee 1992).

Dichosresultadosestánde acuerdocon los reportadospor O’ Connelí el aL (1992), en los

cualesse demuestrala presenciade la proteínaen ¡nacrófagosalveolaresy peritoneales.En

conjunto, todosestosresultadossugierenque endoglinaconstituyeun marcadorasociadoa la

maduraciónde los macrófagos.Esteprocesoconlíevamuchoscambiostanto fenotípicoscomo

funcionales(Zembala y Asherson 1989), y probablementeendoglinajuege un papel como

receptor del ‘l’GF-9 modulandorespuestasespecíficasdurante la maduración de estetipo

celular,

El hechode que la expresiónde endoglinaen membranaseainducidaporel PMA en las

célulasU937y HL6O. sugiereunaregulacióndependientede la PKC. Por otraparte,el TGF-[3

ejerceun efectopositivo sobrela expresiónde endoglinatanto en la línea celular U937 como

en monocitosde sangreperiférica.De acuerdocon estosresultados,dosposiblesmecanismos

podrían explicar la regulación de endoglina por dicha quinasa. El primero, supondría la

activación directade la PKC. y seproducidaen células13937trasel tratamientocon el ésterde

forbol. y en monocitostras la activación de la quinasaque induce la adhesióna fibronectina
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(Cliang et aL 1993). En este punto es necesarioseñalar,que el método de purificación de

monocitosutilizado en estetrabajose fundamentaen la adhesiónque estosexperimentansobre

la fibronectina del plasína,l)reviamellte fijada al sustratode cultivo (Freundlichy Avdalovic

1983). III segundomecanismosena indirecto,y se producidacomo consecuenciadel TGF-j3

producidopor las célulastras la activación de la PKC. Se ha descritoque los monocitosen

cultivo y las células 13937 tratadascon PMA producenTGF-f3 (Assoianel aL 1987): además

tambiénse ha reportadoque la expresióndel factorpuedeserreguladapor la PKC (Wagery

Assoian1990), En los monocitospurificadosy puestosen cultivo, la presenciade anticuemos

bloqueantesdel TGF-fS inhiben el aumento de expresiónde endoglina (fig. 27 0), lo que

sugieretui mecanismoindirecto a travésdel factor.

La figura 39 representade forma esquemáticala regulación de la expresión de

endoglina durantela maduraciónmacrofágica¡u viíro. Los resultadosde inhibición con los

anticuerposbloqueantesdel TGF-J3 indican que el aumentode expresiónpudieradebersea un

mecanismoautocrinode producciónde la citoquinaporpartede los monocitos.Sin embargo,

este hallazgonecesitauna caracterizaciónmásprecisa;sea cual fuere el origen del TGF-[3

presenteen los cultivos de monocitos,la citoquinaejerceun efectopositivo sobrela expresión

de endoglina tal y como demuestranlos experimentosrealizadosen presenciadel factor

exógeno.La cinéticade esteprocesoconllevaríaqueel TGF-[3 presenteen el mediose unieraa

susreceptoresseñalizadoresen el monocito(receptores1 y II). y entrelas respuestascelulares

inducidasse encontradael aumentode expresiónde endoglina. Esteprocesocoincide en el

tiempo con la maduración o diferenciación monocito-macrófago.Cuando este proceso

concluye,la expresiónde endoglinaes suficientementealta como paraintervenir en funciones

específicasdel macrófagodentro del contexto de las respuestascelulares inducidaspor el

TGF-[3. Utilizando el modelo de las célulasU937 sc analizó el papelde endoglinaen dichas

respuestas.utilizando el mismo mecanismoque el factor induceen las células,aumentandola

expresiónde la proteína.Paraello, segenerarontransfectantesen dichascélulas.

El dominio citoplásmicode la isoformaL-endoglina.mayoritariamenteexpresadaen las

células, se componede 47 residuosy presentaun alto grado de homologíacon betaglicano

(iiougos y Letarte 1990; López-Casillasel aL 1991; Wang el aL 1991: Moren el aL 1992),

existiendoen dicho dominio 19 residuosde Ser/Thr. Por el contrario, la isoforma S-endoglina

no conservadichahomologíay sólo contienedosresiduosde Ser/Thr(Bellón el aL 1993) (fig.
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23). A pesarde estasdiferenciaslas dosproteínasson funcionalesdesdeel punto de vista de la

unión del ligando (Bellón elaL 1993).Dado el alto número de residuosde Ser/Thren la

RECEPTORES Iy II

TOitp
comoafectala presencia de endoglina

a la unión del TGF{I a loe R-I/Ii

MONOCITOIMACROFAGO

ENDOCLINA ES EXPRESADA
EN MEMBRANA

ENDOCLINA ES EXPRESADA
EN MEMBRANA

1
PAPEL DE ENDOCLINA EN LAS RESPUESTAS

INDUCIDAS POR TOE-It

ADI-IES ION
PROLIFERACION

ALMACENAMIENTO Y

DECRADACION DEL TGF.jt

Figura 39. Representación esquemática de la regulación por el TGF-¡3 de la expresión de endoglina y l.a
iníplicación fuíicional que ésta pueda tener en las respuestas ¡uducidas por el factor.
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isoformna larga. se analizó su estado de fosfodíación,encontrándoseque la proteína está

coíístitutivameíite Fosforilada. l)ichos resultados se obtuvieron en tres sistemascelulares

diferentes,célulasendoteliales.transfectantesde fibroblastosy células 13937. Además,estos

experimentosdemostraronquela isoforma8-endoglinatambiénse encuentraconstitutivamente

fosforiladay que el gradode fosforilación de la forma largaesocho vecesmayor que el de la

coita en trausfectantesde fibroblastos, según se deducede los experimentosde marcaje

metabólico realizadosen paralelo con ambasisoformas, lo que está de acuerdo con la

composícíonen Ser/Thrde sus dominioscitoplásmicos.El análisis de fosfopéptidosdeterminó

la existenciade al menostressitiospotencialesde fosforilación en la forma L frentea uno en la

fonna 5. Porotra parte.el análisisde fosfoaminoácidosdio comoresultadoque la fosforilación

de la forma L se producemayoritariamenteen Ser(90%), y minoritariamenteen Thr (10%).

Enningunade las dosisoformasfueron detectadosresiduosde fosfo-Tyrutilizando ensayosde

mmunodetección(datos íio mostrados).Estos resultadoscoinciden con los reportadospor

otros autores(Yamashitael al 1994; Rokhlin cf aL 1995).Ambos gruposhan demostradola

fosforilación de endoglínatanto en célulasendotelialesbovinas, como en una línea celular de

origen linfoblástico B. listos resultadosadquierenimportancia si se tiene en cuenta que por

similitud con betaglicano (López-Casillasel aL 1993), endoglina puede asociarsea los

receptoresseñalizadoresdel TGF-9 en presenciadel ligando (Yamashitael aL 1994), y que

dichos receptoresposeenactividadSer/Tlir quinasa(Laiho el aL 1991; Franzenel aL 1993;

Wranau aL 1992, 1994b). A esterespecto,el estudiode la regulaciónde la fosforilación de

endoglina por el TGE-~, demostró que los niveles de fosfodiación disminuían en ambas

isoformas y en dos sistemasexperimentalesdiferentes, trausfectantesde fibroblastosy de

célulasU937 (fig. 27).

Una ulterior caracterizaciónde la fosforilación de endoglinaesnecesaria,sobretodo

en el sentidode identificar la actividadquinasa(s)que mantienela fosforilación constitutivade

su domiíiio citoplásmico. En estesentido,el receptortipo II del factorpodría actuarcomo tal

quinasa,ya que ejerce dichaactividadindependientementede la presenciadel ligando (Wrana

el aL 1 994b). También, la inhibición de la fosforilación inducidapor el TGF-f3 necesitauna

caracterizaciónmásprofunda;los resultadosobtenidosno aclaransi dichadisminución se debe

a un menornúmerodc moléculasfosforiladas,conservandolos sitios en cadamolécula,o por

el contrario,sedebea una disminuciónen el númerode sitios/moléculaconservandoel núluero

de inoleculasfosfédíadas.De estemodo, se abren dos posibilidadespara la regulación del
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grado de fosforilación de endoglina cuando el factor induce la transducciónde señal: La

inactivación dc la quinasa(s)o la activación de una fosfatasa(s)potencialmenteasociadasal

dominio citoplásínicode la proteína.El complejoequilibrio que se estableceentre quinasasy

fosfatasases hoy aceptadocomométodo deregulaciónde la mayoria de las funcionescelulares

(Hunter a aL 1995). y la regulaciónpor el TGF-f3 de ambostipos de actividadesha sido

reportada(l-lowe el aL 1991: Abrahamel aL 1992; Gruppusoel aL 1991). El conocimientode

los componentesimplicados en la fosforilación de endoglina, ayudarán a eíitender el

mecanismomolecular mediaíite el cual la proteína interviene en las respuestascelulares

inducidaspor el factor.

5.3Pajiel de endoglinaen las respuestascelularesmediadaspor el TGF-3

El sistemade í~eceptoresdel TGE-[3 se componede variasproteínasde membranaentre

lasque se incluyenel recel)tor1 y LI, betaglicanoy endoglina.La asociaciónheteroméricaentre

los receptores1 y II, amboscon actividad Ser/TErquinasa.en presenciadel ligando, así como

la fosforilación del receptor1 por partedel II, se han descritocomo elementosesencialesen el

inicio de las señalesinducidaspor el TGF-j3 (Laiho elaL 1991; Lin el aL 1992; Franzen el aL

1993; Rassingel aL 1994; Wrana el aL 1992, 1994b; Cárcamoel aL ¡994; Koening el aL

1994). Por otra parte, la falta de secuenciasimplicadasen la trausducciónde señal tanto de

betaglicano(López-Casillasel aL 1991; Wang el aL 1991; Moren el aL 1992), como de

endoglina(Gougosy Letarte 1990; Cheifetzel aL 1992; Bellón el aL 1993). ha hecho quese

les considerereceptoresauxiliareso moduladorestantodesdeel punto de vista de la unión del

ligando a los receptoresseñalizadores,como de las respuestascelulares inducidas. Se ha

reportadoquebetaglicanopotenciala unión del factoral complejo seflalizador,aumentandola

capacidadde respuestacelular(López-Casillasel aL 1993; Moustakasel aL 1993);respectoa

endoglinatambiénseha reportadosu capacidadde asociación a dicho complejoen célulasde

endotelio bovino (X’amashita el aL 1994). Sin embargo,el papel que endoglina desempeña

sobrelasrespuestascelularesmediadasporla citoquinano esconocido.

Los resultadosde estetrabajo indican que endoglinaesun receptorfuncional del TGF-

en células monocíticas (flg. 28). La sobreexpresiónde endoglina interfiere con la

señalización del factor, encontrándoseque este efecto es selectivo sobre determinadas

funcionescelulares:Proliferación,agregación,síntesisde fibronectinay de adhesióna sustrato.

Porel contrario,los efectossobrela regulaciónde las integrinasVLA-4 y VLA-5. asícomo de

las moléculasde la familia CAM, PECAM-l y ICAM-l, no se alteran.Los efectosa largo
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plazo,medidossobrela inducción de los receptoreso la exl)resióndel propio factor, tampoco

se modificaí¡. La sobreexpresióíide c-mvcencontradaen los trausfectantesestáde acuerdocon

el efécto inllil)itorio qtíe el ‘¡GF—[3 ejerce sobre la proliferación celular, la iíxhibición de la

expresiónde dicho producto oncogéllicoen respuestaal factor ha sido reportadoen varios

sístemascelulares(Coffeye/aL 1988; Pietenpolet al 1990a).Porotraparte,se ha descritoque

la sobreexpresióndc e-mw bloquea el efecto inhibidor de la citoquina (Alexandrow cl

aL ¡995). Será de interésanalizar la relación que pueda existir entre la sobreexpresiónde

endoglinay los elevadosnivelesbasalesde c-mycen los transfectantes.

El hecho (le que la expresiónde PECAM- 1, y de las integrinas VLA-4 y VLA-5,

principalesreceptoresde fibronectinaen las células(Takadaet al. 1987: Wayneret al. 1989),

se cílcuentrereguladade forma similar en los trausfectantesque eíi la línea parental,apoyala

existenciade mecanismospos-traduccionalesqueregulenla función de dichoscomponentesen

membrana.En estetrabajo, se han presentadoresultadosque demuestranla fosforilación de

PECAM-1. La sobreexpresiónde endoglina inhibe dicha fosforilación, constituyendoun

argumentopara explicarla inhibición de agregaciónen los transfectantes.La inhibición de la

adhesión tanto a fibronectina como al sustratode cultivo, junto al efecto inhibidor sobre la

síntesisde fibronectina. permiten asumir mecanismospos-traduccionalessobre las integrinas

VLA-4 y/o VLA-5. Como control de la especificidad de los efectos encontradosen los

traíisfectantesde eímdoglina, algunosensayosfueron realizadosutilizando la isoforma [32del

TGF-9 (Fig. 31). Dichos experimentosdemostraronque la capacidadde respuestade las

célulasestáconservada,y ademásestáde acuerdocon el hechode que endoglinano une dicha

isoforma(Cheifetzet aL 1992).El hechode quela forma f32 induzcarespuestascelulares,pese

a la sobreexpresiónde endoglina,demuestraque el papelde éstaesmediadopor la presencia

del TGF-J3 1 y por tanto no se trata de un efecto constitutivo. Por otra parte, los resultados

indican que los efectosejercidos por endoglina no se deben a un aumento de la tasa de

degradacióndel Lictor, excluyendoque su función sea la de actuarcomo un secuestradorde la

citoquinaen la membrana.internalizándosetrasla unión y facilitando su degradación.La tabla

4 resumela diferenciade efectos encontradosentrela líneaparentalo el transfectantecontrol

y los transfectantesde ambasisoformasde endoglina.
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U937 (+TG ~I» U937 L-ENDO (±TGF-j3)

/)iscusi&

11937 5-ENDO (+TGF-¡3

)

PROT,_DE_ADHESION

Integrina a4 disminuye disminuye disminuye

líítegrína a5 aumenta aumenta aumenta

¡ Iíitegrina 31 no varía no varía no varía

¡ Integrií¡a ¡32 no varía no varia no varía

¡ PECAN?.-> aumenta aumenta aumenta

ICAM- 1

Agregacion

ADHESION A MATRIZ

disminuye disminuye disíninuye

Sí (mcd por PECAM-l) NO NO

fibronectina SJ NO NO

lamínina SI

colágeno 1 NO

sustrato SI NO NO

SENALIZACION —

c-myc fuerte dismínucion expresiónfuerte disminuciónrelativa

c-fos aumenta

c-juí aumenta

Proliferación inhibición no inhibición no inhibición

PKC (membrana)

PKC (citosólica)

existenivel basal

aumenta

Receptoresde TGF4B todosaumentan todosaumentan todosauínentan

Síntesisde TGE-¡3 SI Sí Sí

Proteínasde matriz Fibronectina NO NO
extracelular

Otrasvías no SI (actividadquinasade NO NO
caracterizadas PEGAM-I)

Tabla 4. Efectos comparativos del TGF-[3 en la línea parental y los trausfectantes de endoglina en las
céltílas 11937
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Los ensayosde niarcajepor afinidad a los receptorespresenteseíi los transfectantes

demuestranque endoglina se asociaal complejo formado poí los receptores1 y II. y que la

union del ligando a dichosreceptoresse ve favorecidapor la sobrecxpresiónen membranade

endoglina.Siíí embargo.los resultadosmostradosen la figura 29 merecenalgunoscomentarios

aclaratorios:

- Pudieraparecerextrañoquela inmnuprecipitacióncon anticuerposanti-RJI, rindan la

mayor parte de la citoquina unida al receptor1 (fig. 29 B calle 1) . En este sentido, es

importanterecordarque ambosreceptoresforman un complejo altamenteestableen presencia

de la citoquina. La estequioínetriay geometríade estecomplejotriple espoco conociday por

lo tanto el que la citoquina quede entrelazadacovalenternentea un receptor u otro va a

dependerínuchode estosparámetros.

- El receptorII no quedaplenamentedefinido en estetipo celularni tampocoen los

macrófagos(fig. 29 A y U). Esteresultado,estáde acuerdocon lo descritopor otrosautores

paradeterminadostipos celularestanto hematopoyéticoscomo de origen transformado(Ohta

el aL 1987: Brandesel aL 1991 a.b; Geiser el aL 1992; Ichijo el aL 1990). El hechode que

determiíiadascélulasexpresenpredominantementeel receptor1, o que expresenun subtipo de

receptorII al que la unión covalentede la citoquina ocurramenoseficientemente,o bien, que

el receptor1 transmita señalesen presenciade un bajo número de receptorestipo II, son

posibilidadesqueschanpropuestoen la literatura<Miyazono etaL >994). Sin embargo.pesea

no poderser plenamenteidentificado,el receptor11 debeestarpresenteen la membranaya que

su presenciaesnecesariaparala unión del ligando al receptor1 (Wranaelal. 1992; 1994b).

- La banda superior (>170 kDa), presenteen las inmunoprecipitacionescon anti-RII

puededebersea asociacionesbetaglicano-RIIy endoglina-RiI (López-Casillasel aL 1993

Yamashita ci aL 1994). ademásde asociacionesoligoméricas causadaspor el agentede

entrecruzanneíito.

- Los pesosínolecularesaparentesde los receptores1 y II en dichascélulas son mas

altos que los descritosen olios sistemascelulares, Sin embargo,tambiénse han reportado

vanacionescomo consecuenciade posiblescambiosen el patrón de glicosilación de dichas

proteínas(Massagué1990).

- Los ensayosde marcajeporafinidad en las célulasU937 tratadascon PMA (Hg. 28

U) pennitenla identificaciónde los receptores1 , II y endoglinacon toda claridadrespectoa

las células no tratadas.Una posible explicación de esteresultadoes que el ésterde forbol
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ejerza un efecto reguladorpositivo sobre los receptores1 y II. de fonna análogaa como lo

hacecon endoglina. l>or otra parte,el PMA inducela expresióndel factor en dichascélulas

(Assoian el aL 1087) y los resultadosde PCR (no mostrados),obtenidoscon estascélulas

demuestranel aumentode expresión de todos los receptorestras el tratamiento con la

citoquina. Poco es sabido sobrela regulaciónde los receptoresdel TGF-f3 y por tanto las

células13937constíuyenun modeloútil parasu estudio.

La imposibilidad de caracterizarcorrectamenteen estetipo celular al receptor 11.

asociadocon endoglina.de forma similar a betaglicano(López-Casillaset al. 1993),mientras

que el receptor1 sí se asociacon endoglina,sugiereun modelo complementarioentre ambas

moléculas. Los resultadosobtenidosen células COS-7, así como los de mioblastos L6E0

demuestranque la asociaciónde endoglina al comp]ejo señalizadorse producea travésdel

receptorII. De acuerdocon el modelo generalde unión del TGF-[3 a susreceptores,el último

eslabón de la cadena de receptoresde membrana es el receptor 1 y es probable que

dependiendodel tipo celularconcreto,la unión del ligandopuedaquedarreflejadacon mayoro

menorclaridadsobreel receptor¡ ó el II. Es de resaltarque el nivel de unión del TGF-f3 a la

endoglinaesmuchomayor en las célulasU937tratadascon PMA queen los transfectantesde

endoglina. sobretodo si se tienen en cuentalos niveles de expresiónde la proteína en cada

caso. De estosresultadossepodría concluir la falta de una relacióndirectaentrela expresión

de endoglina y la cantidadde TGF-13 que ésta une, es decir, no todas las moléculasde

endoglina presentesen la superficie celular son capacesde unir el ligando. Una conclusión

similar se obtuvo a partir de los estudiosde unión de la citoquina a célulasendoteliales,en los

cualesse encontróque de todaslas moléculasde endoglinapresentesen la membranacelular

(lx 10< moléculas/célula),sólo un 1% aproximadamenteparticipabaen la unión al ligando

(Cheifetz el al. 1992). Todos estos datos sugieren que endoglina debe tener algún

requerimientoadicionalparaunir el TGF-[3. Esterequerimientopodría ser la asociacióncon el

rece¡)torII. En esteseíxtido, los resultadosen células COS-7 demuestranque la proteínano

une el factor en ausenciadel receptorII. Si esto suponela formación de un complejo en

presenciadel ligando, cual es el grado de estabilidadde dicho complejo y si esto supone

facilitar la unión del ligando al receptor 1, necesita ser estudiado,En conjunto, Iluestros

resultadosde unión al ligando y los de fiunción se encuentranaparentementeen contradicción.

Los resultadosde unióíi a los receptoresseñalizadoresindican más citoquina unida. sin

embargo, se produceninhibiciones selectivasde determinadasrespuestasinducidaspor el
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factor. l)os modelosse puedenproponerde modo tentativoparaexplicar dicha discrepancia.

asunnen(lola necesariacomprobaciónexpeíimeíitalqueambosnecesitan:

- lindoglina se asociaal receptor11 en presenciadel ligando, estecomplejo a su vez,

facilita la unión del factor al receptor 1. El efecto observadoseria un aumentode ligando

unido. Sin embargo, la presenciade endoglina en el complejo heteromérico de los tres

receptorespodria impedir la fosforilación de un deteíininadonúmerode receptores1 (Hg. 6).

pasoobligadoeíí la transínisiónde la señal<WranaelaL 1994).

2- Endoglina se asociaal receptorII en presenciadel ligando y cambia la afinidad de

éste para presentarel factor a otro miembro de la familia de receptores1 presenteen las

células.De nuevo.el efecto obseívadoseriaun aumentodel ligando unido. pero en estecasoel

receptormayoritariamentemarcadode la figura 35, no corresponderíaal receptor1 del TGF-f3.

senaotro miembro de dicha familia, cuyaunión al factor severíafavorecidapor la presenciade

endoglina.Eíí apoyo de esta hipótesis,ha sido reportadala existenciade reaccionescruzadas

entrelos miembrosde la superfamiliadel TGF-[3 y las de los receptores<Attisano el aL 1993;

Yamashitaet aL 1995),siendodiferenteslas respuestasobtenidaspor diferentesfactoressobre

los mismosreceptores(Attisanoe/al. 1993).

LI análisis comparativo de ambas isoformas de endoglina en nuestro modelo

experiineíítal,demuestraqueno existendiferenciassignificativasfuncionalesentrelas dos. Sin

embargo.dosaspectosmerecenser comentados.La isoforma corta,une y presentael ligando

de forma máseficienteque la larga(hg. 35); porotra parte,la isoforma cortaejerceun efecto

inhibidor sobre las respuestasde la citoquina más leve que la forma larga (fig. 31). Estos

resultadossugierenla intervencióndel dominio citoplásmicoen la función de endoglina.Cabe

recordarque las dos isoforinas de endoglinatienen la capacidadde ser fosforiladas,y dicha

fosforilación estáreguladapor el TGF-f3. portanto, esposibleque ei nivel de fosforilación del

dominio tengacapacidadde regularlaspropiedadesfuncionalesde endoglina.

lomadosen conjunto. todos los resultadosendoglina indican que el TGF-13 tiene la

capacidadde aumentarla expresiónde eí¡doglina, probablementecomo partede un efecto

generalsobretodos susreceptores,y que dicho aumentopudieraestardirigido haciael control

de la amplitud de las respuestasque puedeinducir en las células. Con esta perspectiva,

endogliría constituye cl primer receptor de ínembranadel TGF-J3 que actuaría como un

iííhibidor de determinadasrespuestasinducidaspor el factor. El mecanismomolecularpor el

cual ocunedicho procesono estáaclarado,perolos datossugierenla existenciade un sistema
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muy fino de regulaciónque iíícluiria la relación entre el númerode receptoresde cadatipo

presentesen un momentodeterminadoen la superficiecelular, la posibleasociacióíientreellos

y la regulaciónpos-traduccionala la que puedensersometidosparaejercersu función.
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Conclusiones

1- El fGE-f3 indtíce en las células U937: Inhibición de la proliferación, agregación

celular, adhesióna varioscomponentesde la matriz extracelulary síntesisde fibronectina.

2- El TGF-I~ modula en las células 13937 la expresión y/o firnción de algunas

integrinas,y proteínasde la superfamiliade las inmunoglobulinas.Inducesu propia expresión

asi como la de sustresreceptoresprincipales.

3- Algunasde las vías de señalizaciónintracelularinducidaspor el TGF-I3 en dichas

célulassoíi: Actividad citosólicade PKC, disminuciónde la expresióndel productooncogénico

e-mw.y atímentosde c:fos y c-jun.

4- El fenómenode agregacióncelular inducidoporel TGF-~ en las célulasU937 está

mediado por la proteína PECAM-1. En este modelo experimental, dicha molécula está

reguladatranscripcionaly pos-traduccionalmente.La regulacióntranscripcionalesdependiente

de la actividad PKC. mientras que la regulación pos-traduccional.consistente en la

fosforilación del dominio citoplásmicode la proteína,esdependientede otra actividadquinasa

no identificadahastael momento.

5- El fenómenode agregacióncelularinducidoporel TGF-13 necesitala integridaddel

citoesqueletoy la asociación de PECAM- 1 con sus componentes.Esta interacción, sin

embargo,no es dependientede los filamentos de actina, aunque estos participan en el

f’enóínenode agregación.

6- La interaccióíi celular en este sistema es de tipo homofilico. es decir PECAM-

PECAM, y necesitala presenciade cationesbivalentesen el medio.

7- Endoglina es una proteína cuya expresiónestárestringida al linaje monocitico,

dentro de los tipos celularessanguíneos,de forma asociadaa la diferenciaciónmacrofágica,

constituyendoun receptorfuncional del TGE-~ en dicho linaje. El factortiene la capacidadde

regularsu expresiónduranteel procesode diferenciacióniii vitro. Análogamente,la expresión

de endoglinaaumentatrasel tratamientocon el TGF-J3 en la línea celularU937, siendoel nivel

de regulacióntranscripcionalen amboscasos.

8- Las dos isoformasde endoglinason expresadascorrectamentea partir de los ADNc

correspondientesmedianteexperimentosde transfección.Ambas isoformas se encuentran

constitutivamente fosforiladas en células transfectadas y la isoforma L-endoglina,

mayoritariamenteexpresadapor las células, es fosforilada en residuosde Ser y en mucha
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menor eNtensionen residuosde thr. El TGF-<3 regula el grado de fosforilación de ambas

isoformas,disminuyendoel contenidototal de ortofosfatoincorporadoa dichasproteínas.

9- La sobreexpresiónde ambasisofonnasde endoglina en células 15937 modula las

respuestasinducidasporel TGF-f3. Las dosisoformasinhiben los efectosde la citoquina sobre

la proliferación,adhesión,agregacióny sintesisde fibronectina.El efectosobrela proliferación

va acompañadode la no disminuciónde los nivelesde expresiónde c-rnyc. y el efecto sobrela

agregación se fundameuta en la inhibición de la actividad quinasa responsablede la

fosforilación de PECAM-1. Porotro lado, existenffincionesno modificadasporsu presencia

en la membrana,talescomola regulaciónde los nivelesde expresiónde lasintegrinasVLA-4 y

VLA-5 o los de PECAM-l y ICAM-l. Además,los efectosmedidosa largo plazo sobreel

aumento de sus receptoresy la expresióndel propio TGF-~ tampocoson inhibidos por la

presenciade aínbasisofonnasen la membrana.

10- La inhibición de los efectosmediadospor el TGF-9 en células U937 que

sobrcexpresanambasformasde endoglina,no sedebea un aumentode la tasade degradación

de la citoquina, tal como se podríaesperarsi la funciónde endoglínalitera la de actuarcomo

un receptoren membrana,inductordela degradacióndel factor.

11- La sobrecxpres;onen la membranade las células 13937 de ambasisofonnasde

endoghuía aumenta la unión del ligando a los receptoresseñalizadores;además, existe

asociaciónfisica entreambasisoformasy los receptores1 y II en presenciadel TGE-f3 , ya que

puedensercoprecipitadosmedianteanticuerposanti-endoglina.En estascélulastrausfectantes,

el receptorque másaumentala unión del TGF-I11 esel receptortipo 1, aunqueesnecesariala

presenciadel receptorII parala unión del ligando al receptor1. Ambasisoformasde endoglina

requierenla presenciadelreceptorII paraunir eficientementeel ligandoen la membrana.

¡2- El comportamientode anibasisoformasde endoglinaes similar desdeel punto de

vista de las respuestascelularesmediadaspor el TGF-p, siendo algo menosefectiva en la

inhibición de los efectosla isoforma corta, especialmenteen el caso de la proliferación. Sin

embargo,desdeel puntode vistade la unión del ligando, la isofonnacortaes másefectiva.
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