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Introduccion

Una de las complicaciones mas frecuentes y general-
mente fatal de la diabetes mellitus es la insuficiencia
renal. Este es un grave problema de salud en México,
pues no so6lo su incidencia va en aumento,* sino que la
poblacién mexicana parece ser particularmente suscep-
tibleaella. Garzay colaboradores han encontrado que en
los pacientes diabéticos tipo Il (no dependientes de
insulina) de origen mexicano, el deterioro de la funcién
renal es mas acelerado que en grupos de diferente origen
étnico.? En la década pasada el entendimiento de la
fisiopatologia de la nefropatia, de etiologia diabética en
particular y de otras etiologias en general, ha revelado
gue uno de los principales mediadores del dafiorenal es
una poderosa citocina llamada Transforming Growth
Factor tipo beta (TGF-[3).5# De ahi que, en principio, un
tratamiento racional de las nefropatias deberia basarse
en inhibidores del TGF-[, los cuales, necesariamente,
resultaran del conocimiento derivado de los mecanismos
de sefalamiento del TGF-[3. Este campo de estudio ha
tenido undesarrollo espectacular enlos Ultimos afios con
el consecuente desarrollo de nuevos conceptos y la
identificacion de moléculas transductoras de sus sefia-
les, las cuales podrian serblancos para unaintervencién
terapéutica anti-TGF-B. En esta parte del simposio
discutiremos conceptos basicos de la biologia del TGF-
B, sus mecanismos fisiopatoldgicos, y los agentes neu-
tralizadores del TGF-3més promisorios para una even-
tual terapia en humanos.

Importanciafuncional y procesamiento del TGF—

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

EITGF-Binhibe ladivision en muchostipos celulares,
incluyendo células de origen epitelial, endotelial y hema-
topoyeético. EITGF-Bactlaenelciclo celular deteniendo
a las células al final de la fase G1. Este efecto lo logra
mediante la represion de c-myc, factor transcripcional
mitogénico, asi como con lainduccion de inhibidores de
las cdks (cyclin dependent kinases), cinasas que junto
con las ciclinas son el motor del ciclo celular. El hecho
de que ciertas deficiencias en la via del TGF-[3 contribu-
yan al desarrollo de tumores malignos, le da el rango de
supresor de tumores.”

EITGF-Btambiénregulalarespuestainmune.EITGF-
B suprime la proliferacion y diferenciacién de célulasBy T
in vitro, antagonizando los efectos de citocinas que partici-
pan en inflamacién como son IL-13, TNF-a o IFN-y, y
suprimiendolaexpresiondereceptoresparalL-1pelL-2.En
macrofagos, laproduccién de superéxido y 6xido nitrico es
bloqueadapor TGF-B. Ademas, el TGF-Binhibe laadhesion
de neutréfilos a células endoteliales, por lo tanto limita el
reclutamiento de células inflamatorias en la lesion. La
importancia de estas acciones fue descubierta al bloquear
la expresion delgen para TGF-B1 en el ratdn. Alrededor de

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

correo electrénico: fcasilla@ifisiol.unam.mx

126

Gac Méd Méx Vol. 139 No. 2, 2003



www.imbiomed.com.mx

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

Por otro lado, estudios con ratones transgénicos
knockout para otras isoformas del TGF-3 confirmaron la
relevancia de las mismas enlaregulacién del desarrollo
embrionario. Los ratones carentes del gen de TGF-32
mueren en el Gtero debido a multiples defectos en el
desarrollo cardiaco, pulmonar, craneofacial, de la colum-
na vertebral, de las extremidades, de los ojos, del oido
interno y del aparato urogenital.'! Los ratones knockout
del TGF-B3 tienen paladar hendido y defectos del desa-
rrollo embrionario pulmonar, que sonincompatibles con
lavida.'? Es notable que la carencia de cualquiera de las
tresisoformas del TGF-3sealetal, lo cual demuestraque
a pesar de su estrecha similitud estructural, funcional y
de via de sefializacién, cada isoforma tiene funciones
especificas, no redundantes.

El TGF- controla la produccion de los componentes
de lamatriz extracelular, laremodela, y alterala adhesion
celulary, en consecuencia la interaccion entre las célu-
las.® Este factor incrementa la sintesis y depésito de
componentes extracelulares tales como fibronectina,
proteoglicanosy algunas formas de colagena. Ademas,
la sintesis de inhibidores de enzimas de degradacién
tales como el inhibidor del activador del plasminégenoy
el inhibidor tisular de metaloproteasas se incrementa,
mientras que la expresion de proteasas tales como la
colagenasay el activador del plasminégeno se disminu-
ye por accién del TGF-3. Este aumento en la sintesis de
inhibidores y disminucién en la sintesis de proteasas
conduce alaacumulacién netade proteinas de matriz, la
cual es indispensable para el proceso de reparacién
tisular. La liberacién plaquetaria de TGF-3 en el sitio de
una herida inicia una cascada de eventos que incluyen
reclutamiento de células, formacion de nuevos vasos
sanguineos y sintesis de matriz para dar soporte a la
herida.® El TGF-B también es un factor quimiotactico y
activador de macréfagos y fibroblastos. Estas activida-
des son benéficas y de duracion limitada dentro del
contexto de la reparacion de heridas. Sin embargo, en
algunas ocasiones existe unincremento incontrolado en
la produccion y/o activacion del TGF-f3, lo que lleva a la
produccién excesiva de tejido conectivo. Este fenéme-
no, que ha sido llamado "el lado oscuro del TGF-p" se
presentaenunavariedad de enfermedades como cirrosis
hepética, fibrosis pulmonar idiopatica, escleroderma,
glomerulonefritis, ciertas formas de artritis reumatoide,
esquistosomiasis y vitreoretinopatia proliferativa. Estas
enfermedades se caracterizan porinflamacién crénicay
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acumulacién patoldgica de matriz, que algunas veces
esta acompafada por cicatrizacion.'®4

Todas las isoformas del TGF-3 son sintetizadas como
precursores diméricosy secretados al medio extracelular
como formas inactivas, los pro-TGF-f3. A partir de estos
precursores se originan las formas maduras, activas del
factor que también son diméricas.'>!¢ El precursor del
TGF-1 es de 390 aminoacidos y son los 112 residuos
localizados en el extremo carboxilo-terminal los que cons-
tituyen laforma madura. Los residuos restantes, localiza-
dos en la porcién amino-terminal, constituyen el llamado
péptido asociado de latencia o simplemente LAP, por sus
siglas eninglés (latency associated peptide). Como parte
de su procesode secrecion, el pro-TGF-f sufre protedlisis,
mediada por endopeptidasas comolafurina, lacualrompe
el enlace peptidico entre el factor maduroy el LAP. EILAP
tiene un papel importante para mediar el plegamiento
correcto y la dimerizacion de las regiones maduras, y es
necesario para un procesamiento postraduccional eficien-
te. El TGF-P3 procesado es secretado como un complejo
latente formado por la asociacion no covalente entre el
LAP y la regiéon madura de la molécula. En el complejo
latente el TGF-B carece de actividad, presumiblemente
porgue su asociacién con el LAP le impide unirse a su
receptor. Este complejo latente puede ser secretado o
almacenado en los granulos plaquetarios que son el
reservoriomas grande de TGF-3en el organismo. Paraque
el TGF-P3 se active es indispensable que se disocie del
LAP, este proceso puede lograrse in vitro por medios
fisicos como cambios de temperatura o de pH, lo que
indica la naturaleza no covalente de la unién LAP-TGF-[3.
Sin embargo, in vivo el proceso de activacion del TGF-3
es muchomas complejoy alin no entendido completamen-
te. Un mecanismo propuesto para explicar laactivacionin
vivo del TGF-B involucra la accién de la plasmina en
colaboracion con el receptor de lamanosa-6-fosfatoy una
actividad de transglutaminasa, en un proceso que requiere
devarias estirpes celulares También se hapropuesto que
latrombospondina-1(TSP-1), unaglicoproteinade matriz
extracelular, participa en la activaciéon in vivo del TGF-3.16
Estudios con animales sugieren que el TGF-3 esliberado
del complejo LAP-TGF-(3 por la TSP-1.17 Se ha sugerido
guelaTSP-1seunealcomplejo LAP-TGF- cambiandole
suconformaciény permitiendo que el TGF-3se unaconsu
receptor. Para que esto ocurra es indispensable la unién
especificaentre TSP-1y LAP, lacual es mediada por dos
péptidos cortos localizados en cada una de estas protei-
nas, las secuencias KRFK, . enla TPS-1y LSKL_, enla
LAP.38 Cabe resaltar que el péptido KRFK es suficiente
paraactivar al TGF-3, mientras que el péptido LSKL puede
bloquear su activacion, tanto la mediada por la TSP-1
completa como la inducida por el péptido KRFK. La
integrina av6 es otra proteinacapaz de activaral TGF-1,
gracias a su union con el LAP, la cual no libera al TGF-3
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del complejo LAP-TGF-3, pero le permite unirse a su
receptor.®

Unavezliberado, el TGF-Btiene unavidamediacorta,
puede unirse a otras proteinas como laa-macroglobulina
yladecorina, las cuales inhiben su actividad, o a acarrea-
dores como la albuminay las IgGs, que no interfieren con
su actividad. Los complejos TGF-B2-a-macroglobulina
son atrapadosy probablemente catabolizados en el higa-
do. EITGF-Bactivo puede ser degradado por proteasasy
elastasas en el sitio de la inflamacion o puede ser
excretado enlaorina.?’ Otras proteinas que unen al TGF-
B incluyen al biglicano, al precursor B-amiloide y a la a-
fetoproteina, estas uniones podrian alterar la disponibili-
dad del TGF-f paraunirse asureceptor; sinembargo, ain
se desconoce su relevancia biologica.

Via de transduccion del TGF-f3

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

Fisiopatologiadel TGF-B en la nefropatia

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

Elhecho de que el dafio renal (morfoldgico, bioquimi-
coyfuncional) puede ser prevenido porlaadministracion
de anticuerpos neutralizantes del TGF-f3 es una pieza
clave delaevidenciaexperimental queindica que el TGF-
B es el mediador fisiopatoldgico de la nefropatia diabéti-
ca.’38 Esto dltimo indica que el TGF-f3 es causa y no
consecuencia de la nefropatia. Finalmente, el hecho de
que en los pacientes diabéticos haya un aumento de la
produccién renal de TGF-By en sus niveles circulantes,
sugiere que los mismos mecanismos fisiopatolégicos
operanenlaenfermedad humana.3*3%

Inhibidores del TGF-

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

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

Otra proteina recombinante capaz de unir y neutrali-
zaral TGF-Beslaproteinaquimérica TBRII-Fc que resulta
de fusionar el dominio extracelular del receptor tipo Il y el
dominio Fc de lainmunoglobulina G. Laforma soluble del
receptor tipo Il, es decir, su ectodominio es capaz de unir
al TGF-P pero tiene una afinidad 10 veces menor que el
receptor de membrana, probablemente porque el receptor
tipo Il soluble es una molécula monoméricay el receptor
de membrana es un homodimero al igual que el TGF-B.*
En la quimera TBRII-Fc, gracias a su fusion con la region
Fc de las IgGs, el ectodominio del receptor se presenta
en forma dimérica, y asi incrementa su afinidad por el
ligando. El TBRII-Fc recombinante ha sido efectivo para
disminuir la fibrogénesis experimental inducida por liga-
dura del conducto biliar en ratas, un efecto mediado por
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TGF-B.#2 También se ha demostrado que esta molécula
guiméricaes capaz derevertirlarespuestaantiprolifera-
tiva inducida por TGF-p1 en células Bnul-7 en cultivo, y
de disminuir la produccion de fibronectina EllIA-positiva
inducida por TGF-B1 en cultivos de células renales de
ratas normales.**Empleando un esquemade terapia géni-
ca experimental, el cDNA del TRRII-Fc se inyecto en el
musculo esquelético de ratas nefriticas. Este tratamiento
produce suficiente proteina quimérica para suprimir la
expresion de proteinas de matriz extracelular como la
fibronectinaylacolagenal enlosrifiones de estas ratas.*®

Otra proteinarecombinante capaz deinhibir los efec-
tos nocivos del exceso de TGF-B in vivo es el péptido
asociado de latencia (LAP). Bottinger y colaboradores
usaronratonestransgénicos que sobreexpresan TGF-31
en higado para demostrar la capacidad anti-TGF-3 del
LAP-B1recombinante. Laadministracion de éste suprimi6
el efecto antiproliferativo que el TGF-P tiene en higado
cuando estos animales se someten a hepatectomia par-
cial, el cual es un modelo experimental bien conocido de
regeneracion hepatica.*

En varios modelos la fibrosis inducida por TGF-[3 ha
sido bloqueada porlainyeccion de anticuerpos neutralizan-
tes. Laadministracion de anticuerpos anti-TGF-f3almismo
tiempo que la induccién de glomerulonefritis suprime el
incremento enlaproduccionde matriz extracelulary atenda
draméticamente las manifestaciones histologicas de la
enfermedad.® Enratones condiabetesinducida por estrep-
tozotocina se observa unincremento en la expresion renal
de TGF-[3, coldgena y fibronectina, también se observa
TGF- en orina e hipertrofia renal; la administracién de
anticuerpos neutralizantes anti-TGF-[3 suprime todos es-
tos efectos.® Recientemente, se ha demostrado que la
administracion cronica de anticuerpo monoclonal anti-
TGF-B previene lainsuficienciarenal y glomeruloesclero-
sis en ratones db/db que son un modelo genético de
diabetes tipo 2. En este caso el anticuerpo disminuyd la
concentracionde TGF-B1 enelplasma, evité elincremen-
to de la concentracion de creatinina en el suero y la
expansion de matriz mesangial.®

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

Latecnologia de los acidos nucleicos RNA antisenti-
do se considera una forma efectiva de bloquear o dismi-
nuir la cantidad intracelular o la secrecién de un producto
génico dado. Esto se basa en el hecho de que una
secuencia antisentido puede hibridaraun mRNA especi-
fico evitando su procesamiento y/o traduccién y por lo
tanto laexpresion de la proteina que codifica. Laadminis-
tracion de oligonucleétidos antisentido bloquea la expre-
sién de genes especificos in vitro e in vivo. Se ha
observado que la inhibicion de la expresion del gen de
TGF-B por oligonucledtidos antisentido suprime el desa-
rrollo de glomerulonefritis experimental.*” Ademas, utili-
zando esta metodologiatambién se blogueala expresion
del gen para TGF-[3 en células hepaticas en cultivo. Por
otro lado, el tratamiento con oligonucleétidos de TGF-3
antisentido disminuyd los niveles de TGF-B1 y colagena
tipo | enratas con obstruccién uretral unilateral.*® Recien-
temente se ha observado que la terapia con oligonu-
cleétidos de TGF-1 antisentido en ratones diabéticos
disminuyé la produccion de TGF-1 y la hipertrofia de
células del tubulo proximal inducida por altas concentra-
ciones de glucosa in vitro, y previno parcialmente el
incremento de pesoy la expresion de matriz extracelular.>°

Otras estrategias para la inhibicion terapéutica del
TGF-Bconsisten enadministrarinhibidores intracelulares
de su via de sefialamiento. Para este propoésito se han
usado vectores adenovirales que causan la sobreexpre-
sibn de Smad?7, una proteina Smad inhibitoria (ver la
seccion“Viade Transduccién del TGF-3"). Estos vectores
se han usado con éxito en el tratamiento de la fibrosis
pulmonar experimental ocasionada por bleomicina.>! Ade-
mas de larelativa promiscuidad de expresion en 6rganos
distintos al blanco terapéutico, otras limitantes parael uso
clinico crénico de los vectores adenovirales incluyen su
dificil administracion sistémica y su falta de expresion
sostenida a largo plazo. De ahi que una estrategia alta-
mente promisoriaseadesarrollar moléculas pequefias que
inhibanalas cinasas delos receptores del TGF-3. Algunos
de estos inhibidores en desarrollo ya han demostrado su
tremenda potenciay selectividad en diversos ensayosin
vitro. Laping y colaboradores han ensayado un inhibidor
de la cinasa del receptor tipo I, el compuesto llamado
SB431542, tiene unaalta especificidad contra esta cinasa
al punto de que ha servido para discernir entre los genes
sensibles al TGF-3 que son activados en forma exclusiva
porlaviadelas Smadsylos que pueden ser activados por
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cinasas de la via de sefializacién de otros factores de
crecimiento celular.’ Este tipo de moléculas estan siendo
desarrolladas con gran impetu por las empresas farma-
céuticas debido al éxito clinico que hantenido inhibidores
de otras cinasas de proteinas. Un caso sobresaliente es
el del Gleevec, o compuesto STI-571, un inhibidor espe-
cifico de la cinasa BCR-ABL. Esta cinasa, que es gene-
rada porlafusién fortuitade los genes recombinados en el
cromosoma Filadelfia, eslamedidora del estimulo mitogé-
nico causante de la leucemia mielogénica crénica. El
Gleevecharesultado de gran efectividad para el tratamien-
to de este tipo de leucemia.*®

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

Ademas de los receptores tipo | y Il, existen otros
receptores accesorios del TGF-f3, el betaglicano y la
endoglina.?! Elbetaglicano se expresa en células mesen-
guimales, epiteliales, neuronalesy otrostipos celulares de
tejido fetal y adulto. Sin embargo, no esta presente en
células como mioblastos, endotelios y células hematopo-
yéticas que también tienen la capacidad de responder al
TGF-B, lo cual sugiere que no participan directamente en
la transduccion del TGF-3, de ahi su clasificacion como
accesorio. Un término mas apropiado para este tipo de
moléculas es el de co-receptores, pues se unen TGF-3
con alta afinidad regulando el acceso del TGF-$3 a los
receptores |y Il y con ello modulan o aun determinan su
efecto celular.?! De hecho, el betaglicano fue el primer co-
receptor cuya actividad se demostré en lineas celulares
en cultivo y para el cual se propuso un mecanismo
bioquimico especifico.5*% El betaglicano, también cono-
cido como el receptor tipo Il del TGF-3, es una glicopro-
teina membranal sintetizada a partir de un precursor de
853 aminoacidos con un gran dominio extracelular, una
regiontransmembranal y una pequefa cola citoplasmica
de 43 aminoacidos rica en serinas y treoninas, la cual
carece de motivos estructurales que indiquen alguna
accién obvia en la via de sefialamiento del TGF(.% El
dominio extracelular contiene sitios potenciales de N-
glicosilacién y dos residuos serina (Ser’®y Ser> en el
betaglicano de ratén) en donde se unen glicosaminoglica-
nos (GAG) del tipo de los sulfatos de heparano y con-
droitina.’” Debido a estas cadenas de GAGs, el betaglica-
notiene unamovilidad electroforética heterogéneaenun
rangode 280a330kDa. EITGF-Bse une endosdominios
separados de la porcién extracelular de la proteina
medular y para esta unién no requiere GAGs.%85° Es
interesante mencionar que las cadenas de heparan sul-
fato del betaglicano pueden unir al FGF (factor de creci-
miento fibroblastico), una propiedad cuya relevancia
fisiolégica aun se desconoce.®°

Alafechalas funciones mejor conocidas del betagli-
cano son las relacionadas con actividad de co-receptor,
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es decir, con su capacidad de modular la interaccién de
sus ligandos con los receptores de sefialamiento. El
casodel betaglicano es particularmente interesante pues
noséloregulaal TGF-f3, sinotambiénalas activinasylas
inhibinas, otros miembros de la superfamilia de factores
del TGF-B.5*Una propiedad sorprendente del betaglicano
es que puede establecer complejos dependientes de
ligando con receptores tipo Il del TGF-B y de la activina.
Estos complejos regulan laasociacion de los receptores
Iy len complejos activos de sefialamiento y por lo tanto,
modulan la actividad biolégica de los ligandos. Por
ejemplo, elcomplejo ternario compuesto por betaglicano,
receptor Il del TGF-By TGF-[3 es un intermediario que
promueve laformacion de un complejo activo de sefiala-
miento compuesto por TGF-By sus receptores | y 11.545°
En cambio, el complejo ternario compuesto por betagli-
cano, receptor |l de activina y la inhibina es un interme-
diario inactivo que impide la formacién del complejo
formado por la activina y sus receptores tipo | y 1.8
Aungue existen aun ciertos criterios insatisfechos, este
mecanismo es el que mejor explica los efectos antagé-
nicos de las inhibinas sobre los efectos de las activinas®
y esto situaria al betaglicano como el receptor funcional
de las inhibinas.

Vilchis-Landeros MM, y cols.

Otro aspecto notable del betaglicano es que, debido
ala existencia de una forma soluble del receptor, puede
ejercer efectos opuestos a los del TGF-p. La forma
soluble del betaglicano se encuentra normalmente en
sueroy matrices extracelulares y se produce a partir del
corte proteolitico (shedding) aun no bien caracterizado,
de la porcién extracelular del receptor membranal.56:58.63.64
La versiébn recombinante del betaglicano soluble es
inhibitoria del TGF.%8%5Estos hallazgos sugieren que el
betaglicano sirve como uninterruptor que puede prender
o apagar los efectos del TGF-[3: la forma membranal los
incrementa, mientras que la forma soluble los inhibe.%
Por extension, los mecanismos que puedan regular el
shedding de betaglicano también podrian regularin vivo
los efectos del TGF-[3, de ahi la importancia de estudiar
tales mecanismos (Figura 1).

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

Oy

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

¢, Qué proteasa
es regulada?

Sefal
activa

El betaglicano soluble
neutraliza al TGF-3

¢ Podria explotarse
terapéuticamente?

Sefial
bloqueada

Figura 1. El betaglicano o receptor tipo Il del TGF-3, como un regulador bifuncional del TGF-f.

Gac Méd Méx Vol. 139 No. 2, 2003

131




Losinhibidoresdel TGF-3 como agentesterapéuticos potenciales

propésito, el cDNA silvestre del betaglicano de rata se
modificé para producir una proteina secretoria que contu-
viese el dominio extracelular de receptor.% El betaglicano
soluble recombinante baculoviral (BGSR) se expresa
eficientemente en las células de insecto como una glico-
proteina homodimérica formada por monémeros de 110
kDa, unidos no covalentemente. A diferencia del betagli-
canosoluble presente enlanaturaleza, el BGSR carece de
glicosaminoglicanos y tiene una menor carga de otros
oligosacéridos, lo cual podria favorecer su distribucion
sistémica cuando se administre aanimales de experimen-
tacién. El BGSR, al igual que el betaglicano soluble
natural, tiene una alta afinidad porlas 3isoformas del TGF-
[, con rangos constantes de disociacion (Kd) que van de
3.5nMparael TGF-p1, hastade aproximadamente 0.5nM
para el TGF-B2. Esta selectividad relativa de isoforma
refleja con precision las afinidades selectivas mostradas
por el receptor silvestre.5°%3% Estas constantes indican
también una mayor afinidad del BGSR por el TGF-j,
comparadaconlas de otras proteinas recombinantes que
unen e inhiben al TGF-f. Por ejemplo, las Kds del LAP y
del receptor tipo Il soluble recombinantes por el TGF-31
son de 8 nM y 120 nM respectivamente.* Como era de
esperarse, la mayor afinidad del BGSR por el TGF-f3 se
traduce enunaactividad antagonistaal TGF-Bmucho méas
potente en diversos ensayos in vitro. Por ejemplo, en el
ensayo con un reportero sensible al TGF-f, el llamado
p3TP-lux, el BGSR inhibe la induccion de luciferasa en
células MviLu, las cuales son altamente sensibles al
TGF-B. Esta inhibicion depende de la concentracién de
BGSR afiadido y es al menos 10 veces mayor en contra
el TGF-B2que contrael TGF-B1. Ademas, comparadacon
la potencia que tiene unanticuerpo comercial neutralizador
del TGF-[3, el BGSR tiene una potencia similar contra el
TGF-B1y mayor contra el TGF-p2.%

Ensayos preliminares en nuestro laboratorio, han
mostrado que el BGSR también bloquea el efecto del
TGF-f in vivo en un modelo de glomerulonefritis experi-
mental. En este caso se ha observado la disminucién de
los niveles de los mMRNAs y de proteinas de matriz
extracelular como colagena y fibronectina en el rifidén de
ratas con glomerulonefritis inducida por anticuerpos anti-
timocito.%” Estos datos confirman la actividad in vivo del
BGSR, lo cual lo coloca como un agente anti-TGF-3 muy
promisorio, cuya efectividad y potencia podran ser tan
buenos o0 aun mejores que las de los anticuerpos u otros
agentes neutralizadores descritos y usados in vivo. Un
problema potencial del uso crénico de los anticuerpos anti-
TGF-Bpodriaserlarespuestainmune que se desarrollaria
en su contra, la cual podria afectar al paciente y/o la
potencia del anticuerpo. En principio, es probable que el
BGSR esté exento de estas complicaciones. La existen-
ciade unbetaglicano soluble endégeno o nativo, presupo-
ne unatoleranciainmunoldgica que evitaria las reaccio-
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nes adversas que podrian resultar de la administracién
delaproteinarecombinante. Porlo anterior, esrazonable
concluir que el betaglicano soluble recombinante tiene
propiedades que lo hacen un farmaco potencial para
bloquear la actividad del TGF-3 implicada en un buen
numero de patologias de relevancia humana, tales como
la nefropatia y el cancer.%®
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