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Introduccion

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

TGFj

Lageneracion delasefial: los receptores

El TGF- es un factor polipeptidico dimérico que se une
con alta afinidad a diversas proteinas membranales. Sin
embargo, sélo dos de ellas, el receptor tipo | y el tipo Il,
son indispensables para transmitir al interior celular la
sefial del TGF-3, de ahi que se les considera como los
auténticos "receptores de sefialamiento"”. Otras dos gli-
coproteinastransmembranales, el betaglicanoylaendo-
glina, se consideran "co-receptores" del TGF-3, pues
aunque nosonrequeridas paralageneracionde su sefial,
son capaces de modularla al controlar la interaccion del
factor con los receptores de sefialamiento.®

Los receptores tipo | y Il del TGF-3 son proteinas con
un pase transmembranal cuyas porciones extracelulares
unenalfactory susregiones intracelulares son cinasasde
proteinas que fosforilan residuos serina y treonina. Esta
especificidad es una de las diferencias notables con
respecto a los receptores de factores mitogénicos como
el EGF (Epidermal Growth Factor) o el NGF (Neural Growth
Factor), los cuales al unir a sus ligandos forman homodi-
meros activos cuyas cinasas fosforilan residuos tirosina
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en sus sustratos. Otra diferencia es la forma asimétricay
direccional como los receptores del TGF-§3 forman un
complejo activo. La union del TGF-§3 al receptor tipo I
induce la formacién de un complejo con el receptor tipo |,
receptor que es incapaz de unir por si mismo al ligando.
Esta asociacion permite que la cinasa del receptor tipo I,
la cual es constitutivamente activa, fosforile unaimportan-
teregionreguladora exclusivadelreceptortipol, laregion
GS, llamadaasi por su alto contenido de glicinasy serinas.
Lafosforilacion de GSresultaenlaactivacionde su cinasa
yenlapropagacion de lasefial del TGF-B.%° Lafosforilacion
de los residuos Thr,®%, Ser,'7, Ser,*®y Ser'® de la region
GS del receptor tipo | del TGF-B induce un cambio
conformacional de la cinasa que favorece la union y
fosforilacién especifica de sus sustratos fisiolégicos y
simultdneamente favorece la separacion de una proteina
inhibitoria del TGF-[3, lainmunofilinaFKBP12.*LaFKBP12
se une a la regién GS en su estado desfosforilado y
mantiene a la cinasa en una conformacion incapaz de
actividad catalitica. La fosforilacion de la regién GS no
séloimpide la unién de FKBP12, sino que crea un sitio de
union para los sustratos de la cinasa del receptor, por
ejemplo la proteina Smad?2. En este complejo el extremo
carboxilo de Smad2, en donde residen las serinas por
fosforilar, quedaorientado hacia el sitio activo de la cinasa.
Estos hallazgos indican que a nivel molecular, el proceso
de "activacion” de la cinasa del receptor tipo | consiste en
la conversion de la regién GS de un sitio de union de un
inhibidor en un eficiente sitio reclutador de su sustrato.*

La propagacion de la sefial: los SMADS

Algunos miembros de una novedosa familiade regulado-
res transcripcionales, las proteinas Smad, son los sus-
tratos fisioldgicos de la cinasa del receptor tipo 1.2
Existen tres variedades estructural y funcionalmente
distintas de Smads. Las que son fosforiladas porlacinasa
de un receptor tipo | se denominan "R-Smads", para
distinguirlos de los Co-Smads y los Smads inhibitorios,
otros miembros de la familiaque no son sustratos de estas
cinasas. El receptor tipo | del TGF-f3 fosforila a Smad2 y/
0 Smad3 en las serinas del motivo Ser-Xxx-Ser que se
localiza en el extremo carboxilo de la proteina. Esta
fosforilaciéninduce laasociacion del R-Smad con Smad4
(con un Co-Smad), dando lugar al complejo Smad2/
Smad4 (o Smad3/Smad4) el cual se trasloca al nucleo
celular en donde interactta con otros reguladores trans-
cripcionales para modular, positiva 0 negativamente, la
expresion de los genes regulados por TGF-[3. Este nove-
doso y sencillo mecanismo de sefialamiento también es
usado por los otros factores celulares que constituyenala
superfamiliadel TGF-[3. Esta superfamiliaincluye factores
de granimportanciabiol6gica como las activinas, los BMP
(Bone Morphogenetic Proteins), el MIH (Mulierian Inhibi-
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tory Hormone), asi como otros factores localizados en
invertebrados como el dpp (decapentaplégico) que es un
importante director del desarrollo enla mosca de la fruta.2
Los receptores tipo | de algunos de ellos, como los de la
activina, también fosforilana Smad2y Smad3, en cambio,
los receptorestipo | de los BMPs fosforilan selectivamen-
te a Smadl, Smad5 y Smad8. No obstante, las formas
fosforiladas de estos R-Smads se asocian con Smad4, el
Unico Co-Smad de mamiferos conocido. Las proteinas
Smads consisten de dos dominios globulares evolutiva y
funcionalmente conservados, los dominios MH1 y MH2
gue se localizan al extremo amino y carboxilo de la
proteina, respectivamente. EI dominio MH1 une DNA
reconociendo secuencias CAGAC, mientras que el domi-
nio MH2 posee la actividad reguladora de la transcripcion.
Los Smads 2y 3 (y posiblemente otros Smads también)
tienen una tendencia intrinseca para localizarse en el
nacleo celular, no obstante, en la célulala mayor parte de
ellos se mantiene en el citoplasma. Esta retencion esta
mediada, en parte, por suasociacion conlaproteina SARA
(Smad Anchor for Receptor Activation), la cual tiene al
menos 3 funciones: mantener alos Smads en el citoplas-
ma, ocluir la sefial de localizacién nuclear presente en el
dominio MH2 de los Smads y facilitar la presentacion de
los Smads alos receptorestipo | activados.**Un efecto de
la fosforilacién de los R-Smads por el receptor tipo | es
disminuir su afinidad por SARA, liberandolos de esta
asociacion, lo cual permite su unidon con Smad4 y el
desenmascaramiento de su sefial de localizacion nuclear,
lo cual resulta en su migracién al nucleo celular.**

Una variante estructuralmente distinta de la familia son
los I-Smads, o Smads inhibitorios (Smad6 y Smad?7), los
cualestienen un dominio MH1 truncado y un dominio MH2
carente del motivo Ser-Xxx-Ser, pero con capacidad para
unirse con los MH2 de los R-Smads. El Smad7 sobre-
expresado portransfeccion, puede formar complejos esta-
bles con los receptores tipo | y Il del TGF-3, pero a
concentraciones fisiolégicas el mecanismo que explica su
efecto inhibitorio del TGF-3 es su capcidad para formar
complejos conlos R-Smads, lo cual resultaenelbloqueode
su fosforilacién por los receptores tipo |.5 La relevancia de
los|-Smads es que pueden serinducidos por TGF-3locual,
en principio, les permitiria establecer asas de retroalimen-
tacién negativa moduladora de las acciones del factor.'

El contexto celular: un mar de colaboradores para
los SMADS

Unade las primeras sorpresas del mecanismo de sefiala-
miento del TGF-[ fue descubrir que s6lo dos receptores
eran suficientes para mediar todas las respuestas celula-
res del factor. Estas respuestas, con su gran pleiotropiay
variabilidad invitaban alaespeculacion sobre un elaborado
y variado sistema de receptores y moléculas transducto-
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ras. Sinembargo, el estudio sistematico de este problema,
iniciado hace més de 12 afios con la creacion de lineas
celulares con receptores mutantes incapaces de respon-
der al TGF-f3'*'y los mas recientes estudios transcripcio-
nales*® confirman que son suficientes dos receptores, 2 R-
Smads y un Co-Smad para dar cuenta de las respuestas
celulares del factor. De ahi que lainterrogante actual sea
explicarcomo el TGF-f3 generatantas respuestas especi-
ficas con tan pocas piezas transduccionales. Esta cues-
tibn se hace adun mas critica cuando se sabe que los
dominios MH1 de los Smads se unen a elementos con
secuencias CAGAC en forma poco selectiva y con baja
afinidad, y que la union con Smad4 poco contribuye a la
especificidad de la respuesta.

Una primera respuesta vino del descubrimiento de
gue OAZ (Olf-Associated Zinc Finger), un factor trans-
cripcional con motivos estructurales del tipo de los dedos
de zinc es un mediador especifico de linaje celular, de
algunas respuestas de BMP. Las células P19, derivadas
de un carcinoma embrionario, responden al BMP con la
activaciontranscripcional del gen Vent2, ungenregulador
deldesarrollo que en Xenopus sp. suprime laneurogeniza-
ciény causa la ventralizaciéon del mesodermo, respuesta
tipica al BMP en los embriones de esta especie. En
cambio, lalinea embrionaria mioblastica C2C12, esinca-
pazde dicharespuestaapesardetenerunjuego funcional
de los receptores y los R-Smads requeridos para otras
respuesta al BMP. Mediante un analisis detallado de los
elementos de respuesta al BMP en el promotor de Vent2,
Hata et al. identificaron que lasecuenciaTGGAGC, vecina
a la secuencia CAGAC, es indispensable para la activa-
cion de Vent2 por BMP. Usando este par de elementos
clonaron el factor transcripcional OAZ que se asocia con
Smad1l/Smad4 formando un complejo multiproteico que
se une optimamente alos elementos CAGACyYy TGGAGC
para mediar una completa estimulacién de Vent2 por
BMP en las células P19.2® Como era de esperarse, la
expresion de OAZ en células C2C12 les restituia esta
respuesta. Otro aspecto relevante del trabajo de Hata et
al. fue la determinacién que las porciones de OAZ
responsables de las respuestas de BMP (los dedos de
zinc 9-1 9, de un total de 30) estaban separadas de las
regiones de OAZ previamente identificadas como media-
doras de la activacidn transcripcional de otros genes no
relacionados con BMP. OAZ ya era conocido como un
activador de genes del epitelio olfatorio y de linfocitos B
durante el desarrollo embrionario, acciones mediadas por
su asociacion con el factor transcripcional OIf/EBF y su
unién aelementos de respuestaatravés delosdedos de
zinc 2-8. Estos hallazgos demostraron que un mismo co-
factor transcripcional puede ser multifuncional y que
dependiendo de su unién con otros coactivadores se
determinala especificidad de surespuesta. Enelcasode
OAZ, si se une con los Smads actla sobre genes con
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elementos de respuesta a BMP y si se une con OIf/fEBF
lo hace sobre genes propios dellinaje linfoide u olfatorio.

Hoy en dia es claro que los complejos R-Smad-Co-
Smad funcionan casi siempre en colaboracién con otros
reguladores transcripcionales, reconociendo combina-
ciones especificas de elementos de respuesta en los
promotores de sus genes blanco. En general, se puede
hablar de varias categorias de colaboradores de los
Smads. En una categoria se encuentran aquellos que
carecen de actividad transcripcional propia y funcionan
exclusivamente como adaptadores con capacidad de
unién al DNA, como el OAZy en otra los que ademas de
unir secuencias especificas de DNA pueden activar o
reprimir la transcripcion de los genes blanco.” Ejemplos
de estasegunda categoriason JUNB, TFE3, CBFA/AML
yLEF1/TCF,los cuales,ademas de cooperarenlaviade
los Smads, también transducen sefales extracelulares
distintas a las del TGF-[3, lo cual abre la posibilidad de
integrar respuestas celulares complejas en funcién de
los diversos estimulos que recibe la célula. La activacién
de la transcripcién por estos complejos involucra a
acetilasas de histonas como p300 y CPB que son
atraidas al complejo a través de contactos con los
Smads. De manera sobresaliente, los Smads también
pueden asociarse conrepresores transcripcionales, por
ejemplo las proteinas TGIF, SKI y SnoN, que tienen la
capacidad de unirse a desacetilasas de histonas, enzi-
mas cuyo efecto conduce a la condensacion de la
cromatinay de ahialarepresiéntranscripcional del DNA
condensado. Un caso de especial relevancia es el de
TGIF (TG3 interacting factor), pues mutaciones que
afectanladosis génicade TGIF causanlaholoprosence-
falia (HPE) en humanos. La HPE es un defecto genético
gue ocurre en 1 de cada 10,000 nacimientos y se
caracteriza por la bifurcacién incompleta de la parte
anterior del tubo neural, dando lugar a malformaciones
craneoencefalicas como la ciclopiay a ventriculos cere-
brales fusionados.?’ TGIF es una proteina de vida media
corta que se une a Smad2 compitiendo con el co-
activador p300, de maneratal que laabundanciarelativa
de TGIF y p300 podria, en principio, determinar la
naturalezade algunasrespuestas celulares al TGF-B3. Es
interesante hacer notar que EGF, a través de la via de
Ras, ocasiona la fosforilacion de TGIF, lo cual resultaen
la estabilizacién y un aumento en la vida media de la
proteina, favoreciendo sus efectos represivos sobre la
via de las Smads.?* Estos hallazgos revelan al TGIF
como un importante punto de contacto (“cross-talk") y
regulacién de dos vias de sefialamiento antagénicas.
Unaconclusion de los ejemplos descritos anteriormente
es que el llamado contexto celular, definido como la
manera sui generis en que las células responden al ser
estimuladas con TGF-3, consiste y tiene su sustento
material en los distintos y practicamente infinitos equi-
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pos de colaboradores transcripcionales con que el niicleo
de cada céluladalabienvenidaal complejo R-Smad-Co-
Smad. De ahi que hoy en dia, al hablar de las acciones
del TGF-3 sea més pertinente preguntarse ¢,qué hace la
célulacon lasefialdel TGF-B? envez de ¢, qué le hace el
TGF-Balacélula?

Larespuestaanti-mitogénicadel TGF-p.

Una de las cosas que las células de origen epitelial,
endotelial, hematopoyético, neuraly algunas mesenquima-
tosas, hacen al recibir la sefial de TGF-3 es dejar de
proliferar. Sindudauno de los aspectos masimportantes de
la biologia del TGF-B es su capacidad para detener la
division celular, pues la pérdida de dicha capacidad
contribuye al fenotipo canceroso. De hecho, Smad4, la
Co-Smad indispensable en la via del TGF-p, fue identifi-
cada independientemente como el DPC4 (Deleted in
Pancreatic Carcinoma locus 4), un gen causante de
cancer de pancreas, lo cual indica la relevancia que el
TGF-Btiene en el control de la proliferacién celular.?
Las células de mamiferos llevan a cabo su division
celular en una serie de etapas o fases que constituyen el
llamado ciclo celular.z A nivel molecular, los engranajes
gue muevenal ciclo celular sonlos complejos entre untipo
de cinasas de proteinas, las cdks, (cyclin-dependent
kinases)y sus subunidadesreguladoras, lasciclinas.* Un
evento clave para la proliferacion celular es el paso de la
fase G1 alafase S del ciclo, pues representa el compro-
miso de la célula paraembarcarse enunanuevarondade
divisién. Elavance através de latransicion G1/Srequiere
de la actividad de los complejos ciclina D-cdk4, ciclina D-
cdk6, ciclina E-cdk2 y ciclina A-cdk2.% La actividad de
estos complejos se necesita para fosforilar diversos
mediadores de la progresion del ciclo celular, tales como
la proteina Rb, el producto del gene del retinoblastoma.
Varios mecanismos regulan la actividad cinasa de estos
complejos ciclina-cdk: la presencia o ausencia de la
ciclina, el nivel y tipo de fosforilacion de la cdk y su
asociacion con proteinas inhibidoras de la cinasa, tales
como pl5, p21y p27. EITGF-B detiene el ciclo celular en
la fase G1 a través de dos mecanismos: regulando la
expresion de genes responsables de la inhibicion de las
cdks y disminuyendo la expresion de c-myc, un factor
transcripcional proto-oncogénico (Figura 2).
EITGF-Bincrementalaexpresiénde los genesde p15
y p21 y reprime la expresion del gen cdc25A, el cual
codificaunafosfatasa de tirosinas que remueve unfosfato
inhibitorio de las cdks.® Ademas, el incremento en los
niveles de p15 mediado por el TGF-Btiene uninteresante
efecto colateral que refuerzalainhibicion de los complejos
ciclina-cdk, asegurando con ello la detencion del ciclo
celular. Laproteinap27, a pesar de seruninhibidor de las
cdks, se acumula en los complejos ciclina D-cdk4/6, sin
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que esto detengael ciclo celular. De hecho se piensa que,
debidoalamaneraenque selesune, p27 puede estabilizar
los complejos ciclina D-cdk4/6 en las células en prolifera-
cion. Cuando TGF-Bincrementala expresion de p15 este
inhibidor desplaza a p27 de los complejos ciclina D-cdk4/
6 quedando en libertad para unirse al complejo ciclina E-
cdk2, en donde tiene plena actividad inhibitoria de la cdk.
De estamanera, alaumentar unasolaclase de inhibidor de
las cdks, el TGF-f inhibe a dos clases de ciclinas-cdks
requeridas para la transicion G1/S.

Una respuesta generalizada de todas las estirpes
celulares que detienen su proliferacion en presencia de
TGF-Besladisminucionenlaexpresion del protooncoge-
ne c-myc, un factor transcripcional mitogénico. Esta
disminucion es necesaria para estimular laexpresiéon de
p15yp21 mediadapor TGF-B. Laexpresion sostenidade
c-myc en células epiteliales bloquea la activacion trans-
cripcional de p 15 dependiente de TGF- y las hace
refractarias al efecto anti-mitogénico de TGF-3.% Si su
concentracion celular se mantiene por arriba de un
umbral inhibitorio, c-myc se mantiene asociado a Miz-1
(Myc-interacting zinc-finger protein 1), un factor que tiene
la capacidad de unirse el sitio iniciador del promotor del
gen de pl5. Este complejo Myc-Miz reprime en forma
dominante latranscripcion de p15, pues aunque existe un
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Figura 2. Los mecanismos antimitogénicos del TGF-f3.
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elemento clasico de respuesta a Smads (CAGAC) rio
arribaen el promotor de p15, éste esincapaz de abolir la
represion de c-myc. Cuando los niveles de c-myc dismi-
nuyen por debajo del umbral, Miz-1 queda libre y en
capacidad de unirse a un complejo transcripcional de
Smads que se haya ensamblado en elelemento CAGAC,
promoviendo la completa activacion transcripcional de
p15.28 Asipues, Miz-1juega un papeldual enlaexpresion
de p15 (y posiblemente también p21) funcionando como
una base para el reclutamiento de factores activadores
(Smads) orepresores (c-myc) de latranscripcion. Debido
aque larepresibn mediada por c-myc es dominante sobre
la activacién de los Smads, para observar la respuesta
anti-proliferativa completa del TGF-[3, es indispensable
primero reprimir la expresion de c-myc. Es importante
hacer notar que larepresiéntranscripcional de c-myc por
TGF-Btambién estd mediada por la viade las Smads. En
este caso el complejo R-Smad/Co-Smad se asocia con
otras proteinas reguladoras para formar un complejo
inhibitorio de la transcripcién del gen de c-myc.?” Es muy
satisfactorio constatar que aunlo compleja que puedaser
larespuesta anti-proliferativa del TGF-f3, su parte medular
esta mediada por la via canénica de las Smads.

Epilogo

Apesardelabrevedad de estarevision, esperamos haber
compartido con el lector nuestra conviccién de laindiscu-
tible y meritoria prominencia del TGF-3 en la biologiay la
medicina contemporaneas. Hemos dejado fuera de la
discusidn sus importantes funciones como regulador del
desarrollo embrionario, de la reparacion tisular y de la
respuestainmune, algunas de las cuales se discuten mas
ampliamente en otros articulos del presente simposio. No
obstante, confiamos en que los aspectos que hemos
cubierto de sus mecanismos de transduccion daran al
lector herramientas y estimularan su curiosidad para
profundizar en este apasionante y trascendental tema.
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