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tNflODUCCION

1.1. LA FIRROSIS

1.1.1. Deflnicióii

La fibrosis es un procesoreparativonormal que ocurretras el daño tisular. En una

reparaciónnormal., la fibrosis se inicia cuandolos fibroblastosseinfiltran en el áreadañada.

proliferan y sintetizanlos componentesde la matriz conectivatisular. Estarestructuracióndel

tejido da lugar a la cicatrizacióny a una terminaciónordenadade la respuestafibrótica. Sin

embargo,en enfermedadesfibróticas.como la formaciónde queloidescutáneos,esclerodermia

(esclerosissistémicapro~resivat. a cirrosis hepática. la fibrosis pulmonar idiopática, las

enfermedadescrónicasde rechazode injertos. y la esclerodermialocalizada, la fibrosis,

iniciada por causasvariadas v muchasdesconocidastodavía) no acabade forma ordenada

y resultaen el desplazamientodel tejido funcional normalpor unacantidadexcesivade matriz

tisular conectiva,produciendola disfunción del tejido x’ del órgano (Berman& Duncan.

1989v

1.1.2. Etiolo2ía de la fibrosis hepát¡ca

La fibrosis hepáticapuede desencadenarsecomo consecuenciade una inflamación

crónicadel hígado.Su etiología es muy diversa:tóxica. viral, inmunológica o parasitariay,

menosfrecuentemente,puedetenerun origen metabólicoo congénito.

El hecho predominantede esta fibrosis es el depósito excesivo de biomatriz

intercelular, que normalmenteestá presenteen pequeñascantidades:en el hígado fibrótico

aparecenlos siguientescambios:

- las moléculasde matriz extracelularse incrementande 3 a 6 veces;

- entreestasmoléculas,colágenos.proteoglicanosy glicoproteinasestructuralesse elevande

forma desproporcionada:

- hay cambiosen la microcomposiciónde algunasde estasmoléculasde t’onna específica.

Porejemplo,varía el gradode hidroxilaciónde las cadenasa de los colágenosy el número

-2-



INTRODUCciON

y gradode sulfataciónde los glicosaminoglicanospresentesen los proteoglicanos;

- existeunaredistribucióntopográficade la matrizextracelulardandolugara unadeposición

subendotelialtempranae importantedel tejido conectivo en el espaciode Disse (fibrosis

perisinusoidal)y en otraszonas(fibrosis periportal. difusa y local) (Gressner,1991).

Y FIBRONECTINA HEPARAS SELFATO

— ] rI~MINNA CWSDROITIN

— E NDE LINA CONDROITIN
O— SULFATO

—E -SIDOGENO I3ERMATAN SULFATO

rTENASL!NA

VII: ‘—OSTFONECTTNA

Composición de la matriz extracelular del hígado (Gressner, 1991).

El mecanismode acumulaciónde las fraccionesmayoritariasde estamatriz implica

la activaciónde su biosíntesisde novoen célulashepáticas(VanZantennet aL, 1988). Parece

que la fibrosis perisinusoidales la que produce las mayoresconsecuenciasclínicas de la

fibrosis (Gressner.1991): bloqucalas funcionessistémicasde los hepatocitosy de las células

no parenquimatosasmedianteel desarrollode barrerasde difusión, aumentandola resistencia

vascularintrahepáticae interfiriendo la hemodinámicaportal. Las consecuenciasclínicas de

este procesoson el síndromede hipertensiónportal. la ascitis, la insuficiencia hepatocelular

E £457’N A
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INTRODUCCION

y la propiaprogresividadde la hepatopatía

En las enfermedadescrónicasactivasdel hígadoen las que no hay necrosis,el mayor

depósito de colágeno no se produce cerca del centro del lóbulo, sino en la periferia,

empezandopor áreasportalesen estrechocontactocon células inflamatorias.El colágeno

formadoy el infiltrado celular,que destruyeel lóbulo hepático,constituyenel llamadosepta

temprano(Hassan el aL. 1989).

El hígado normal contiene niveles pequeñosde colágeno 1, III, IV, V y VI

fundamentalmente,aunquese piensaque también puedeestarpresenteminoritariamenteel

tipo VIII (Kittelbergerci aL. 1990). Los tipos 1 y III estánpresentesaproximadamenteen la

misma cantidad.y constituyenel 0.5-2%del total de proteínasdel hígado.

En el hítzado fibrótico ~- cirrótico. el contenidototal en algunos de estos tipos de

colágenosaumentadesproporcionadamente(Rojkind. 1982:Gressner,1991).Además,existen

alteracionesen la síntesis y distribución de otros componentesde matriz extracelular,como

son los proteoglicanos~ glicoproteinas.Por ejemplo, en el hígado normal, la laminina

¿ i coproteínamayoritariade membranasbasales)sedepositaen el espaciode Disse.Cuando

existeun dañohepático.estaglicoproteinaseacumulaentrelos sinusoides,posiblementepara

facilitar a regeneraciónde los bepatocitos(Milani d aL, 1989b).

Sin embargo.todavíano se conocecual es la secuenciade la alteraciónde los distintos

componentesde la matriz extracelularhepática.Martínez-Hernández(1985), en un modelo

de cirrosis inducida con tetraclorurode carbono, indica que la primera modificación se

observaen la distribución y cuantíade fibronectina.y posteriormenteen el colágeno1. Tras

este aumentoen colágeno 1 se incrementaríanlos colágenosIII y IV (Pierceel aL, 1987;

Milani el aL. 1989a) y finalmente la laminina (Martínez-Hernández.1985).

1.1.3. Tipos celulares responsables de la tibrosis heDútka

Las células hepáticasque contribuyen a la producción de colágeno no han sido

identificadasclaramente,aunque practicamentetodos los elementoscelularesdel hígado,
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INTRODUCCION

exceptolos de origen hematológico,estáncapacitadospara ello. EJ lóbulo hepáticocontiene

células parenquimatosas(hepatocitos),y otros tipos de células, como son las células de

Kupffer (de origen hematológico), células endoteliales, lipocitos, fibroblastos y

miotibroblastos.y las célulasde los ductos biliares. Entre todos existeninfluenciasmutuas

que determinanque el comportamientofuncional así como el aspectomorfológico de cada

uno de ellos se modifique cuandose encuentranaisladosde los restantes.

Pc- Célula parenquimatosa
L- Línocito
E- Célula endotel¡al
K- Célula de Kuppfer

Tipos celulares del hígado (Gressuer. 1991).

El potencialde los hepatocitosen la producciónde matriz extracelularesactualmente

motivo de controversia.Altunos autores indican que el hepatocito representala fuente

principal de colágenotanto en el hígado normal como en las enfermedadescrónicasdel

h í~ado (Martínez-Hernández.1985: Chojkier & Filip. 1986: Chojkier el aL. 1988; Hassanel

aL. 1989: Erenner ci aL. 1990). Sin embargo, estas conclusiones (obtenidas por

inmunohistoquimicay por marcajeisotópico dual del colágeno)estánen contradiccióncon

los resultadosobtenidospor técnicasde hibridaciónin situ (Gressner.1991). Se estima que

al menosel 50% de todo el colágenoproducidoen el hígadocirrótico sedebea los lipocitos

SINUSOIDE

g &

-5-



tNTRODUGCION

o a los correspondientesmiofibroblastos(Mak ci aL, 1984; Shiratori el aL, 1986; Milani el

aL. 1990). Es posible que los lipocitos no sólo sean los responsablesdel incrementodel

colá~enoen el daño hepático.sino que tambiénsean los productoresmayoritarios de esta

proteínaen condicionesnormales(Friedmancí aL. 1985; Milani ci aL. 1989a).

Les lipocitos (célulasperisinusoidales.“fat storingcelís”, células de Ito) son células

estrelladasdistribuidas casi homogeneamentepor todas las zonasdel lóbulo hepático.Las

célulasde Ito localizadasen el espaciode Disseo espacioperisinusoidaltienencomo función

el almacénde vitamina A en el hígado,y son tan numerosascomo las células de Kupffer

(Blomhoff & Wake. 1991).

Ademásdel almacenamientode estavitamina, los lipocitos hepáticosjueganun papel

importanteen la producciónde distintoscomponentesde matriz extracelular.Las célulasde

Ito en cultivo primario secretancolágenoti PO 1 fundamentalmente(72-86% del colágeno),

siendo el cohkenoel 5% del total de las proteínassintetizadaspor estascélulas (en los

hepatocitossólo esel 0.2%. y en células endotelialesel 1.7%) (Friedmanci aL. 1985). Los

lipocitos tambiénsintetizan,aunqueen menorcantidad.proteoglicanos.fibronectina.laminina.

nidó~eno.etc.

Otra de las funcionesde las célulasde [lo es la modulaciónautocrinay paracrinade

la síntesisde colágeno(y de otrasproteínasde matriz extracelular),mediantela síntesisy la

liberación de factorescomo el TGFa.el TGF~. la IL-6. el IGF-1 y el factor estimulantede

colonias 1 (Gveenwel ci a!. 1991: Gressner.1991).

En e] procesode la fibrosis hepática, las células de Ito se transformana células

transicionaleso miofibrobiastos. caracterizadaspor la deplección de acúmulosgrasos,

dispersiónde la cromatinanuclear, largasextensionescitoplásmicase hipertrofladel retículo

endoplásmicorugoso<Mak ci aL. 1984: Friedman& Arthur. 1989: Friedmanel aL, 1989:

Bachem cl aL. 1992). Esta transformaciónfenotípicaocurre tambiénespontáneamenteen

cultivos celulares y en áreas de necroinflamación(Mak el aL. 1984; Gressner. 1991).

Friedmanci aL (1985) indicanque los lipocitosseríanlos precursoresde las célulasfibroides

-6-



iNTRODUCCION

observadasen el dañohepático,y en la fibrosis hepáticaasociadacon hipervitaminosisA.

t!~ dañado Linfocito

Átx

cZ~ Celuiacle

TGFQ
rGFI3

* TNF«
EGF __

J,X Lipocito
PDGF _____________

~N.ATGFB

it
Factor estimulante ~ IL-6

de COlonias 1 rara

Plaquetas

00
o

Proliferación
¶ranstormac¡ón Miofibroblasto

Colágeno
Proteogí canos
Fibronectina
Lam i n ¡n a
Tonascina
Nidógeno
Glicosaminoglicanos

Funciones del lipocíto (Gressner. 1991V

Las célulasde origen hematológicono sintetizancolágeno.peroliberanvariosfactores

que modulanla actividadde los restanteselementoscelulares.Estees el casode la IL-1 y del

TNFt. que son liberadosprincipalmentepor los macrófagos.del TNFp. que essecretadopor

los linfocitos, del TGFp y del PDGF. que son liberadospor distintas líneascelularesy en

especialpor las plaquetas.Como se ha indicado anteriormente,algunosde estos factores

influyensobrela síntesisde colágenoactuandodirectamentesobreésta,y otrosregulandola

proliferación de las células capacitadaspara esa síntesiso liberando factoresquimiotácticos

o transformadores(Solís-l-Ierruzo. 1988$

Tras la agresióny el dañotisular, seproduceun acúmuloinmediatode plaquetasque

es seguido por un infiltrado inflamatorio. Por orden de aparición, se puede reconocerla

llegadade leucocitospolimorfonucleares.macrófagosinflamatorios, linfocitos, macrófagos

activadosy. finalmente.de fibroblastos(Diegelmanel aL. 1987).

Para poder desarrollaruna terapeúticaracional de la fibrosis. es preciso llegar a

-7-
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conocerlos mecanismosmolecularesy celularesque dan lugar al desarrollobioquímico y

patológico de esta enfermedad.Los resultadosobtenidoshasta ahorano sólo indican que

existeuna gran complejidaden la red de factoresque interaccionan,sino que tambiénexiste

una uniformidad a nivel molecular en las reaccionesfibróticas en los distintos tejidos y

órganos.

1.2. COLAGENO

En los organismos multicelulares, muchos de los elementos estructuralesmás

importantesestánen la matriz extracelular.Los componentesproteicosmás abundantesde

estamatriz sonlos colágenos:estosson,de hecho,las proteínaspresentesen mayorcantidad

en el reino animal. Los colágenosson los elementosestructuralesfibrosos mayoritariosde

cartílago,tendón, piel, hueso,pulmón y vasossanguíneos,y sirven para mantenerunidas a

las células en los distintos tejidos.

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

Garrone.1991).

1.2.1. Estructura

La familia de los colágenosenglobaa una seriede proteínascon unascaracterísticas

comunes:

- todas ellas presentandominios o regiones de triple hélice, combinadasde diferentes

manerascon regionesglobularesamplias o con regionesno helicoidales;

- presentanunasínusisintracelularcompleja,y posteriormentesonsecretadas.En el espacio

extracelularse modifican. se agreganlas moléculas,y se forma una estructuraespecializada.

La agregacionsuponela estabilizacion.

Las fibras del colágenoestánconstituidaspor trescadenaspolipeptídicasa dispuestas

en paraleloy enrolladasentresí helicoidalmente.La adopciónde estadisposiciónesposible

debidoa quecadaterceraminoácido,en cadaunade las cadenas,correspondea unamolécula

-8-
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de glicina, y ésta,por su pequeñotamaño,se sitúa en el lugar donde las tres cadenasse

cruzan. El porcentajede este aminoácidoesde aproximadamenteun 30% (se han descrito

colágenoscon un porcentajemenor, pero también en éstoseselevado);aparecepor tanto la

repeticióndel triplete Gli-X-Y. Los otros dos aminoácidos(X e Y) son variados,pero son

frecuenteslos residuosde prolina, hidroxiprolina(con un porcentajeque varíaentre un 20 y

un 25%), alaninay lisina. La hidroxilación tantode prolina comode lisina es importantepara

la estabilizaciónde la triple hélice.E] contenidoen aminoácidosaromáticoses muy bajo: la

tirosina y la fenilalanina aparecenen las regionesglobulares,y el triptófano y la cistina

prácticamenteno aparecen.

Entre los grupos-NH2 de la £zlicina de una cadena~‘ los -OH de la hidroxiprolinade

las cadenasrestantesseestablecenpuentesde hidrógenoque refuerzanlas unionesentreellas

y dan estabilidada la molécula.

P roc o‘age na

1 2nn, N-ace,’igItÉcossnbda

000-
NH ~

Vi’ PÁpí’do - Co4ágena 300 nr,, Péptido

N-tMn,,nal C.,ennnal

• GJscuna Y

— — — — —
— — — — — —
— — — — — — —
— —

uuIuIuIIIuIIIuIIuI

Esírucíura de la molécula de colágeno(SOIIS-HerrUZo, ¡988).
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Las cadenaslateralesde los aminoácidosque forman cadapropéptidode colágeno

estánsiempreorientadashaciael exterior de la molécula.Esta asociaciónse producesin la

presenciade ningún factor ajeno al propio colágeno.Esto sedebea que, cada234aay de

forma alternativa,apareceuno con y otro sin cargaeléctrica.Esto determinaque la cargade

la moléculacambieperiódicamentecada234aa(67nm). Graciasa las fuerzasque generaesta

diversidadeléctrica e hidrofóbica, las moléculasde colágeno se unen en paralelo, pero

desplazadas.unarespectoa su vecina, la mismadistanciaperiódicade 67nm. En estaposición

se estableceel mayor númeroposible de unioneselectrostáticas.

La molécula sintetizada por las células presentaen ambos extremos (amino y

carboxilo) regionesterminalesdenominadaspropéptidosde extensióno porcionesglobulares.

A la triple hélice antesdescrita tianqueadapor los propéptidosterminalesse le denomina

procolágeno.En estas regionesterminaleslas tres cadenaspermanecenindependientes,no

forman hélice. El propéptidocarboxiterminales completamenteno helicoidal y posee una

extensión de N-acetilglicosamina:el aminoterminal es. en casi toda su extensión, no

helicoidal, pero poseeun pequeñofragmentode l2nm en el que las tres cadenasseenrollan

de forma semejantea como ocurre en la porción central. En cadapropéptidohay, además.

puentesdisulfuro que unenpor algunospuntosa una misma cadena.En el C-terminal,estos

puentestambiénunencadenasdistintas.

1.2.2. Clasiflcae¡ón

Existen distintos tipos de colágenos.Los gruposmás importantesson:

* Colágenosfibrilares: a estegrupo pertenecenlos tipos 1, II, III, V y XI. Muestran las

siguientescaracterísticascomunes:

- semejanteruta biosintética:

- similar tamañode las cadenasa (Mr>95.000t

- el dominio de triple hélice es largo e ininterrumpido con una secuenciade

amínoacidosGly-X-Y repetida:

- 10 -
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- forman fibras presentesen numerosostejidos conectivos.

Colágenosno fibrilares: este grupo lo constituyen los tipos IV, VI, VII y VIII. Todos

presentan:

- cadenasa cortas~Mr<95.000);

- interrupcionesen la secuenciarepetidade Glv-X-Y de los dominiosde triple hélice:

- forman hojas que constituyenmembranasbasales.

Colágenosde cadenacorta: son los colágenostipo IX. XII y XIV.

- las cadenasu tienen un tamaño mucho menor que las de los grupos anteriores

(Mr«<95.Ú00):

- son colágenosasociadosa fibras de colágeno1 y II que presentaninterrupcionesen

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

1.2.3. Biosíntes¡s del eola2eno

La síntesisde las cadenasde procolágenose inicia en los ribosomas.Posteriormente

sufren diversoscambios.muchoscuandoaún permanencenunidos a ellos.

Segúnse va sintetizandola cadenapolipeptídicanaciente,va entrandoen el lumendel

retículo endoplásmicorugoso.En esteorgánulo se producela formaciónde algunospuentes

disulfuro. y residuosespecíficosde prolinade las regionesdestinadasa formar la triple hélice

sufrenhidroxilaciónpor la prolil 4-hidroxílasa ‘y la prolil 3-hidroxilasaunidasa membrana.

Tambiénsufrenhidroxilación algunosresiduosde lisina. mediantela lisil hidroxilasa.El ácido

ascórbico o vitamina C es un cofactor esencialde ambas hidroxilasas.En ausenciade

ascorbato.el colágenono se hidroxila suficientementey lis cadenasno puedenformar la

triple hélice estable. impidiéndosepor tanto tambiénsu agregaciónen fibras. Estascadenas

anormalesde procolágenosondegradadasdentro de la célula.

Todavíaen el retículo endoplásmico,el procolágenosufre la adiciónde oligosacáridos

en la región amino terminal, con importanciaen la posteriorsecreciónde la molécula.

En el aparatode Golgi se produce la adición de galactosaa algunos residuosde

— 11—
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hidroxilisina. mediante la galactosil hidroxilisil transferasa,y de glucosa a la galactosa

anteriormenteunida,medianteglucosiltransferasas.Además,seforman puentesdisulfuro inter

e intracatenarios.que contribuyen a la estabilizaciónde la asociaciónde las tres cadenas

anterior a la formación de la triple hélice.

Finalmente,la conversiónde procolá~enoa tropocolágeno(unidadestructuralde la

mayoría de los colágenosfibrilares formada por tres cadenasenrolladas helicoidalmente

alrededorde un eje central) y el ensamblajedel tropocolágenopara formar las fibras de

colágenotienen lugar tras la secreciónen reaccionescatalizadasporenzimasextracelulares.

Paralelamente,o poco despuesde la exocitosis. las moléculasde procolágenosufrenla rotura

proteolítica que elimina los segmentosN-terminal y C-terminal. Estas reaccionesson

independientesy estáncatalizadaspordistintasenzimasdenominadasprocolágenopeptidasas.

En muchoscasos,primero se rompe el extremo N-terminal (cuandoel procolágenosalede

la célula>. ~< mástarde el C-terminal.Una vez en el espacioextracelular.las moléculasde

tropocolágenose agregan.formándoselas fibras de colágeno.

Es muy probableque en el depósitode las moléculasde colágenoy en el crecimiento

de las fibras participenotros elementosde la matriz extracelular,talescomo la fibronectina

(Kieinmanci aL. 1981).que se une a las fibras de colágeno.y algunostipos de proteoglicanos

que recubrenlas fibras y detienensu crecimiento.Como ya se ha indicado, en el daño

hepáticoexperimental inducido por tetraclorurode carbono,se puede comprobarque el

depósitode colágenotipo 1 vaprecedidopor el depósitode fibronectina(Martínez-Hernández,

1985: Popper& Udenfriend. 1970: Rojkind & Dunn. 1979).

Al mismo tiempo que se forman las fibras. se produce la oxidación de algunos

residuosde lisina e hidroxilisina por la lisil oxidasa,que permitirá la formaciónde uniones

específicascoxalentesentre dos cadenaspolipeptídicasde moléculasde colágenoadyacentes

o entrecadenasla misma molécula(Darnelíe¡ al.. 1986). La D-penicilaminay los latirógenos

(por ejemplo.el ~-aminopropionitrilo)impiden la agregaciónde las moléculasde colágeno

y la formaciónde unionesfirmes entre ellas.La primera lo hacequelandoel C&~, cofactor
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de la lisiloxidasa. y los latirógenospor inactivación de la enzima (Siegel & Fu, 1976:

Nakamuraci aL. 1975).

1.2.4. De2radacióndel colaipeno

La degradacióndel colágenotiene lugar no sólo una vez que se ha depositadoen el

espaciointercelular,sino tambiénantesde salir de las células.Se estimaque entreel 15 y el

40% del colágenoproducidopor las célulassedestruyea los pocosminutosde su formación.

cuando aun permaneceen el interior de ellas (Steinmannci aL, 1979). Este procesose

incrementacuando la prolina permanecesin ser hidroxilada y el procolágenono adoptala

estructurahelicoidal y no es secretado.Los productosde su degradaciónfrenan, además,la

síntesis de colágeno a nivel transcripcional ~ traduccional (Solís-Herruzo. 1988). Esta

degradaciónintracelulartiene lugar en los lisosomas~ en ella participan,acelerándola,las

prostaglandinasy el cAMP (Bienkowski el aL. 1978: Baum cí aL, 1980). La menor

producción de colágeno que se describe en algunos modelos experimentalescon estos

mediadoresestá determinadapor un aumentode la degradaciónintracelularde estaproteína.

El colágenoes degradadopor un conjunto de metaloenzimasdependientesdel zinc

(Harns & Krane. 1974: Harper. 1980) pertenecientesa la familia de las matrixinas (o

rneialoproteinasasde matriz) kWoessner.1991).Son activasa pH y temperaturafisiológicas

sobre el colágeno nativo que conserva su estructura helicoidal. Cuando éste se halla

desnaturalizado,y esaestructurasepierde.puedeser fragmentadopor otrasmuchasproteasas

~ peptidasas.

Existendiferentestipos de colagenasas.La colagenasaintersticial y la de neuttófilos

actuanfundamentalmentesobreLos colágenos1. II x III. las gelatinasas(de 7ZkD y de 92kD)

sobre os colágenosIV y ~ y las estromelisinassobreuna gran variedadde colágenosy de

otras proteínasde matriz extracelular(Woessner.1991). En cualquiercaso, fragmentanla

moléculade colágenopor un punto concretoque sesitúa a 3/4 de distanciadel extremoN-

terminal (Gross & Nagal. 1965). En este lugar existe siempreuna unión, bien glicina-
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isoleucinao bien gJicina-leucina(Highbergerel aL, 1978). El que otras unionessimilares

situadasa lo largo de la moléculade colágenoresistana la acciónde estaenzimaparece

dependerde la presenciade hidroxiprolina en el triplete contiguo a ellos. Los fragmentos

resuitantesde la digestión por colagenasapuedenser degradadospor otras proteasasy

peptidasas,tales como imidopeptidasa.imidodipeptidasas,etc. Todas estas enzimas son

efectivassobreel colágenodesnaturalizadopor el calor a gelatina.

Las colagenasas,en general, no están almacenadas(excepto en neutrófilos y

macrófagos>,y esprecisasu síntesisde novoy su secrecióna la matriz cuandoalgunaseñal

indicaquesonprecisas.Estasseñalesregulatoriasactúancasisiemprea nivel de transcripción

genética.Entreellasseencuentranel TNFa (Dayer ci aL. 1985), la IL-1 (Stephensonel aL,

1987$ los ésteresde forbol (Angel ci al., 1987$ el PDGF (Bauer el aL, 1985), las

prostaglandinas.el cAMP. la citocalasinaB. la heparina, y factores liberados por los

macrófagospresentesen el líauido sinovial (Harper. 1980). El TGF¡3 puede bloquear los

efectosinductoresde algunosde estosfactores.El genquedeterminala síntesisde colagenasa

ha sido caracterizado,así como su región sensiblea los ésteresde forbol y la proteína

moduladorade su actividad(Angel ci aL, 1987).

La enzimase segregaen forma de procolagenasainactiva. La activaciónsuponeel

desprendimientode una parte de su molécula,y la separaciónde un residuo de cisteinaque

estáunido al zinc del centroactivo (Woessner.1991).

N
N

Cys Cys-S-X + Cys-S-X

Z’n N Agentes
físicos

IntermedioZimógeno químicos activo Autolisis

y enzímáticos

Activación de las colagenasas (Woessner. 1991).
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Esta activación puede producirse por agentes físicos (caótropos), químicos

(organomercuriales)y enzimáticos(tripsina.quimotripsina.catepsinaB. calicreina,plasmina)

(Harper. 1980: Woessner.1991). Algunas de las enzimasactivadorasde la colagenasason

a su vez estimuladaspor linfoquinas (Harper. 1980). colchicina (Gordon & Werb, 1976) y

citocalasinaB (Gross& Nagai. 1965). En el mismo sentidoactúanel colágeno(Highberger

ci aL. 1978) y el hierro.

La actividadcolagenásicaexistenteen cadamomentoes el resultadode un complejo

equilibrio en el que los factoresactivadoresmencionadosse encuentrancontrarrestadospor

otros inhibidores. Entre los inhibidores se han identificado la a~-macroglobina,el factor 4

plauuetario.la tromboglobina productosproteicosextraídosdel líquido sinovial de pacientes

con artritis reumatoideso de diversos tejidos humanos(Harper. 1980). El factor tisular

inhibidor de las metaloproteinas(TIMP) es potenciadopor el TGFjB. Además,la fibronectina,

al adherirseal colágeno.puede impedir el accesode la colagenasaa esteúltimo y por ello

frenar su degradación. El papel opuesto parecen jugar los proteoglicanos (Popper &

Udenfriend. 1970V

1.2.5. Determinación~enética

La sírittsis de los diferentespolipéptidosque forman los distintostipos de colágeno

está determinadaal menospor 24 genes.

El colágeno tipo 1. como ya se ha indicado, es el colágeno sintetizado

mayoritariamentepor los lipocitos en cultivo. Además,es la proteínamás abundantede

huesosy tendones, y el colágenofibrilar más importantede otros tejidos conectivos(dermis,

córnea y vasos sanguineos).Está compuestopor dos cadenasa1 y una cadenaa1, que

interaccionanpara formar la triple hélicecaracterística.En el hombre,los genesquecodifican

estasdos cadenasse localizan en los cromosomas17 y 7 respectivamente(Huerre el aL.

1982: Junienel al., 1982: Wet ci aL, 1987). Ambos presentanalrededorde 50 exones,con

- 15 -



tNTRODUCCION

otros tantos intrones,siendocaracterísticoslos exonesde54bp (la mayorpartetienen54, 108

o 162 paresde bases;el restoson de 45 o de 99bp). Estaestructuragenéticainfrecuenteestá

muy conservadaen todos los genesque codifican para los colágenosfibrilares.

La expresiónde los genesde procolágenoa1(]) y ajI) está reguladacoordinadamente

(en la mayoría de las situacionesfisiológicas y patológicas),manteniendouna relación

estequiométrica2:1 (Rossowci aL. 1987).Estehechohacepensarque existensitios de unión

a factoresreguladoresen ¡os promotoresde ambosgenes(o en el primerintrón) conservados

a lo largo de la evolución (Karsentv & de Crombrugge. 1991), o bien que aunque las

secuenciasreguladorasde los genesdel colágeno1 seandistintasestructuralmente,se puedan

unir a factoresactivadoressemejantes(Boast el aL. 1990).

1.2.6. Reeulaciónde la expresióndel ~endel DrOCOIa2CflO a,±

1.2.6.1. Control transeripelonal

La secuenciacompletadel promotor de procolágenoa<(I) de rata fue descritapor

Lichter a aL en 1989. Este promotor tiene una secuenciaaproximadade 3.6kb. Existe una

alto gradode homologíaentre las secuenciashumanay murina(Harbersci aL, 1984; Chu ci

a!.. 1985). La secuenciade basesde este promotortambiénguardacierta semejanzacon los

promotoresde otros tipos de colágeno(Liau ci aL. 1985).

El promotordel procolágenoa1(l) presentauna secuenciaTATA localizadade 20 a

30bp por encima del origen de transcripción. Entre -130 y ~8fl se localizan dos motivos

CCAAT (Rossowel aL. 1987: Karsenty& de Crombrngge.1990, 1991).Dentrode las 300bp

del promotorcercanasal origen de transcripcióntambiénexistenvariassecuenciasricas en

OC (existeuna tambiéndentro del primerexón del gen)(Rossowel aL, 1987: Karsenty& de

Crombmgge.1990. 1991).

Actualmentese estándescubriendonumerososfactoresde transcripciónque modulan

la síntesisde mRNA de procolágenoa1(l). Karsentyy de Crombrugghe(1990),utilizandouna

región cortadel promotordel colágenoa<(l) murino (-222 a -80) describencuatrositios de
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unión a factoresde transcripción.El factorCBF se une a los motivos CCAAT. Un segundo

factor, IF-1, seune a dos secuenciasricas en GC situadasentre -190 y -170 y entre-160 a -

130. El tercerfactor, IF-2. reconoceunaregión de I2bp formadafundamentalmenteporpares

GC. y localizadaentrelos dos motivos CCAAT. La unión de IF-2 estáinhibida por CBF, y

tanto IF-1 comoIF-2 son inhibidorestranscripcionales.mientrasque CBF actúaactivandoel

promotorde colágenoa,(l). Posteriormentelos mismosautores(Karsentyy de Crombrugghe,

1991) indican que ¡~i~ se une a dos regionesricas en GC; una de ellas es la indicada

anteriormentey la otra situadapor debajo de la secuenciaCCAAT próxima a] origen de

transcripción.En este nuevo modelo CBF sólo reconoceel CCAAT proximal.

ArAnnC ~ —‘

.

- —:‘w~: ~

Promotor del gun de procolágeno a,(I) de raca (Lítcber ci aL. 1989).

Nehís ci aL (1991. 1992) han identificado dos factores, SP-1 y NF-1, que se

correspondencon los denominadospor Karsentyy de Crombmggecomo IF-2 y CBF. y que
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seunena las regioneslocalizadasentre -129 y-liC y entre -105 y -78. Estasdosproteínas

seunena secuenciasque se solapan.y por ello la acciónde una interfiere la de la otra.

En extractosnuclearesde fibroblastosN[H 3T3 se ha identificadoun nuevofactor que

seune a la secuencialocalizadaentre-339 y -361 del promotorde colágenoa1q) de ratón.

Cuandose introduce una mutaciónen tres paresde basesde esteelementodel promotor,la

actividad de la transcripciónse incrementahastacuatroveces,lo cual indica que se trata de

un elementoreguladornegativo. Además,este factor nuclear sólo estápresenteen líneas

celularesproductorasde colágenotipo 1. por lo que es posible que esté implicado en la

regulacióndel oen ct1(l) específicade algunostejidos (Ravazzoloci aL. 1991).

En el promotordel colászeno a,(1) existe un sitio AP—E al que se une el complejofos—

jun. Estesitio AP- 1 es contIguo, pero no se solapa.con el elementode respuestaa vitamina

D (VDRE>. Ambos elementosreguladoressc encuentranaproximadamentea -2900bpdel

origen de transcripción1 Owen ci aL. 1990).

Recientementese está investigando la posibilidad de otras regiones reguladoras

importantesmuy alejadasdel inicio de la transcripción.Ritzenthalerel aL (1991)handescrito

elementosactivadospor el TGF¡~ en distintasposicionesdel promotorde procolágenoa1(l)

de rata (-1600. -2300. -290W. Estassecuenciasse asemejana las reconocidaspor el factor

NF-E

Un hecho frecuenteen la regulación de la expresiónde muchos de los genesque

codifican los distintoscolágenoses la presenciade elementosreguladoresen el primer intrón.

Distintosestudiosrealizadosmediantemutagénesisinsercionalhanreveladoqueexiste

gran semejanzaentre la secuenciade basesdel primer intrón del gen de procolágenoa1(I)

humano y el murino (Harhersej al.. 1984). La Inserción del virus Moloney de leucemia

murína también ha permitido localizar dos regioneshipersensiblesa DNasa1 en el gen del

colágeno a\KI). una de las cualesestá situadaen el primer intrón (Breindí ci al., 1984;

Bornstein& Sage. 1989).La actividad transcripcionalalteradacon la insercióndel virus, sin

embargo,podríadebersemásbien a una metilaciónde novodel provirusy a lkb porencima
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del lugar de inserción(en el promotor), produciéndosela inhibición de la unión de proteínas

a elementoscis-activadoresespecíficos(Hartungci aL. 1986; Jahner& Jaenisch.1985; Cedar,

1988V Posteriormente.mediante técnicas de recombinación genética. se han descrito

elementosreguladorestanto positivos como negativosen el primer intrón (Bornsteincí aL,

1987. Bornstein& McKay. 1988).La regióncentraldel primerintrón presentagrancapacidad

moduladorade la transcripción.En ella aparecencuatroconsensosde 10 nucleótidoscapaces

de unir el factorde transcripciónSP1 de la RNA polimerasaII, variassecuenciasricas en GC

(que tambiénpodríanunir SPI> y una secuenciaintensificadoradel core, común a muchos

elementosvirales y celulares.cuya función es desconocida(Rossowci al.. 1987; Bornstein

ci aL. 1987). Bornsteinci a/. (1987) indican que la región de 274bp del intrón que contiene

la secuencíaintensiticadoradel core y el decanucícótidosituadoentre 927 ‘y 937 tiene un

efecto inhibitorio en la expresióndel gen. Sin embargo,estudiosposterioresparecenindicar

que la interacción del mirón con elementosde la región 5~ dan lugar a un efecto neto

estimulantede la transcripciónde este gen (Bornstein& McKay, 1988).

1.2.6.2. Control postranscripe¡onal

Ademásdel control transcripcional.existela posibilidadde queparticipenmecanismos

postranscripcionales’enla biosíntesisde colágeno.Esto explicaríaque a vecesla cantidadde

colágenotipo 1 sea muchomenor que la que corresponderíaen función de los nivelesde su

mRNA. Además,fragmentosde la región aminoterminal(sin triple hélice) de la cadenade

procolágenocx1(I) inhibensejectivamentela traduccióndel mRNA de colágenode fibroblastos

en cultivo (Paglia ci aL. 1979).

Yamadaci aL (1983) indican que la secuenciade nucícótidoscercanosal inicio de la

traducción en el mRNA de tres tipos de colágenos(a1(l), a<(lIl) y ají)) es una región

altamenteconservada,mientrasque secuenciasmás alejadasdel inicio son divergentes.El

segmentoconservadopresentauna secuenciainvertida repetidaque podría formarun bucle

alrededordel sitio de inicio de la traducción.Aunque la estabilidadde este bucle esmenor
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que la requeridaparaejercerun control traduccional.esposibleque la interacciónseproduzca

entre basesde distintos mRNAs, formándoseestructurasmucho más estables(Rossi & de

Crombmgge.1987). En cualquiercasoestaposibilidadteórica no esefectiva,al menosen el

casodel gen de procolágenoa1(I) (Bornsteinci aL. 1988).

Una segundacaracterísticade la región 5’ no transcritadel mRNA de procolágeno

a1(I) esla presenciade dos codonesde iniciación de la traducciónseguidospordoscodones

sin sentido, que bloquearíanestatraducción.Por encimase encuentraun tercer codon de

inicio de la traducciónque permite la lecturasin interrupciones.Los dos primeroscodones

de iniciaciónpodríanretardar,y disminuir. el inicio de la traduccióndesdeel auténticocodon

ATO (Yamadact al.. 1983). El potencial de este mecanismode regulación tampocoestá

comprobadoexperimentalmente(Bornstein& Sage. 1989).

Tambiénse ha especuladocon la posibilidad de una regulación de la síntesisde

colágeno mediante la alteración de la estabilidad del mRNA de procolágeno a1(I),

dependiendode la proporciónentre sus dos formasdistintasde poliadenilación.o mediante

variacionesen el procesamientodel mRNA (Bornstein& Sage, 1989).

Estructura dcl mRNA de ;)rocoIage:I0 u,(l) (Borustein & Sage,
19891.

Durante el desarrollo y la diferenciacióncelular embrionaria,la regulación de la

síntesisde colágenose ha relacionadocon la sensibilizacióndel DNA a las DNasasy con la

74;
e

.-~~,¿ACUC7AACCCC!CCCAGC GA4VCCCOCTCCTGCTC
Y
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metilaciónde ciertasbases.

1.2.7. Modulación de la expresión 2enética del colá2eno tipo 1 por distintos factores

Les cambiosen la síntesisdel colágenotipo 1 ocurrenen el periodo de desarrollo

embrionario,durantela regeneraciónde heridas,~‘ en procesostibróticosde distintostejidos.

Experimentalmente,la síntesisde colágeno1 puedealterarsepor numerososfactores,como

citoquinas. factores de crecimiento, proteínascodificadaspor oncogenes.por segundos

mensajerosintracelulares,etc. Sin embargo,los mecanismosconcretosde acción por los

cuaiesestosagentesmodulan la producciónde colágenoson. en la mayoríade los casos.

desconocidos.

Entre las citoquinas~ factoresde crecimientoque tienen un papel importanteen la

modulaciónde la síntesis de colágeno1 en los lipocitos durantela fibrogénesishepáticase

encuentranci TGFI3. la IL-1. el IFNy y el INRi.

El 1093 esun factor de crecimientosintetizadopor linfocitos y plaquetasactivadas,

células de Kupffer. y por otros tipos celulares(Meyer ci aL. 1990). Recientementese ha

descntola producción de IGEa ~ de 10F13 por miofibroblastos derivadosde lipocitos

~Bachemci a/.. 1992). El efecto del 1093 sobre el colágeno 1 se produce medianteel

aumentode la transcripción de sus genes (Kahari ci al.. 1990: Ritzenthalerel aL, 1991;

Armendariz-Borundael al., 1992). Esteefecto estimulantedel TGF(3 desaparececon TNFa.

IFNv ‘y con IL- 1 (Daireauxci aL. 1990: Kahari ex aL. 1990).

La IL-1 esuna cítoquinacon efectosproliferativos capazde disminuir la producción

de colágeno. Esta proteína disminuye los niveles de mRNA de procolágeno a1(J) en

fibrohiastoshumanos(Solís-Herruzoci aL. ¡988):esposiblequeestacitoquinatambiénejerza

una regulaciónpostranscripcional(Mauviel el aL. 1991: Armendariz-Borundael aL, 1992).

Al igual que la IL-1. el IFNy (citoquinaproducidapor linfocitos activados)inhibe la

síntesisde colágenoen numerosostipos celulares(Smith ci aL. 1987: Nanesel aL, 1989;

Scharffetterci al.. 1989: Daireauxej aL. 1990). Probablementela inhibición del IFNy tenga
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lugar a nivel postranscripcionalpor desestabilizacióndel mRNA (Kahari el aL, 1990).

El INFa. citoquina producida principalmente por monocitos, disminuye la

transcripción genética del colágenoa1(l), los niveles de su mRNA y la producción de

colágenoen fibroblastoshumanos.en lipocitos. y en otras líneascelulares(Solís-Herruzoel

aL. 1988; Mauviel ci aL. 1988; Matsuokaci aL. 1989: Scharffetterel aL, 1989; Mauviel eí

aL. 1991; Armendariz-Borundau aL, 1992).Tambiénse ha descritouna disminuciónde la

actividad del promotor del gen de procolágenoa}l) en fibroblastostratados con TNFa

(Kahari ci aL. 1990).

Estos efectosfrenadoresde la transcripciónque poseenel INFa. la IL-1 y el IFNy,

al igual que los estimulantes del TGFI3. estánprobablementemediados por segundos

mensajeroscomo el cAMP. o el C+~ y por proteínasreguladorasde la transcripción.En

concreto,la movilización del Ca
2~ intracelularcon ionóforoA23187en fibroblastoshumanos

disminuye a producciónde colágeno.posiblementemediantela inhibición de su síntesis

(Flahert~ & Chojkier. 1986). El cAMP también reducela producciónde estaproteína(Perr

ci aL. 1988>.

Sin embargo, el papel que estos, y otros muchos mediadores(PTH, vitamina D,

esteroidesantiinflamatorios.prostaglandinas.EGF. PDGF,etc.) desempeñanen la síntesisde

colágenoestáaun por dilucidar (Solis-Herruzo.1988).

1.3. EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNFCI

)

Las choquinasson mediadorespeptídicosintercelularesque regulanla homeostasisy

las reaccionesde defensadel hospedador.Se producenpor muchostipos celularesy tienen

un amplio espectrode efectosen procesosinflamatorios y reparadores.Estapleiotropíase

debeal hechode que una citoquinadada puedetenermúltiplesefectosen el crecimientoy

diferenciacionde muchostipos celulares~. Por ello, las citoquinas puedenexhibir efectos

biológicos quesesolapen.Es más,unacitoquinapuedenpresentarefectosbiológicossimilares

mediantela producciónde una cascadadel restode ellas.Les beneficiosde estaredundancia
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y las actividadesinterdependientesno estántodavíaclaras(Oppenheimel aL, 1990).

El TNFx es una citoquinamediadorade distintosprocesosbeneficiosos(defensadel

hospedador.respuestainmune y homeostasisde los tejidos. por ejemplo) y también de

procesosnegativos(patogénesisde infecciones.dañotisular. inflamación, etc.) (Camussiel

aL. 1991).

1.3.1. Desarrollo histórico

La primera fase del estudiodel TNFa se inició en 1940, cuandofue detectadoen el

suerode ratonestratadoscon endotoxinade Bacillus Calmette-Guerin(BCG), como proteína

productorade necrosishemorrágicade tumores¡a vivo. y citotóxica paracélulastumorales

/a iitro, pero no paracélulasnormales.El TNFcx fue tambiéndescubiertoindependientemente

como mediador de la caquexia de animalescon infeccionesparasitarias.y por ello se le

denominócaquectína.

Posteriormente,en 1985. distintos gruposdonaronel gen que codifica estaproteína,

se estableciósu estrecha relación con el gen de la linfotoxina o TNF~ y aumentaron

significativamentelos trabajosrelativos a la localización cromosómicade su gen y a la

localizacióny caracterizaciónde sus receptores.

En una tercera etapase establecieronlas relacionesexistentesentre la caquectinao

INFa y distintos cuadrospatológicos y toxicológicos.

Tras este periodo, la atenciónse ha centradoen el papel del INRi en el sistema

inmune y en las reaccionesinflamatorias,descubriéndosenumerosasinteraccionesentreesta

citoquinay otros tactores(interleuquinas. prostaglandinas.iííterferones...)tanto iii vilro como

za vivo. También se han descrito respuestas en células del sistema inmune (en

polimorfonucleares.en célulasT y B. macrófagos)y en otras muchaslíneascelulares,y se

estánestudiandolos efectosdel INRi exógeno.

Finalmente.seestánrealizandoinvestigacionessobrelos efectosfisiológicosdel TNFa

mediantela utilización de modelosanimales(ratonesatímicosy ratonestransgénicos).
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1.3.2. Estructura del TNFa

El TNFct esuna proteínade 157 aminoácidos(aproximadamente17,3kDa).La forma

activa de estacitoquina esun trímero compactoformado por tres subunidadesidénticasde

lSYaa.

Todaslas secuenciasde INRi contienendosresiduosde triptófano.conservadosentre

especiesy tambiénpresentesen el TNF~. El cambio de estos residuospor fenilalaninada

lugar a una reducciónen la actividad.El TNFcx humanocontienetres residuosde histidina

en posición15. 73 y 78: los residuosen 15 y en 78 estánconservados,no sólo entredistintas

secuenciasde TNFa.sino tambiénen el TNFIB. La modificación del residuo 15 da lugara la

disminucióno incluso a la pérdidade la actividad(Yamamotoci aL. 1989).Estoindicaríaque

esteaminoácidoestáen el sitio de unión a receptordel INFa. o en unaposiciónmuy cercana

a estesitio <Fiers, 1991).

En el casodel TNFa se ha descritounaforma de estaproteína,de 26kDa(en vez de

los lkDa de la forma secretada>.unida a la membranacelular (Kriegler ci aL. 1988);

correspondeal producto no procesadode la traducción del mRNA. Además, la parte

correspondienteal TNFa maduroes[aque se encuentrapor fuerade la célula.Sepiensaque

estaforma unida a membranaes activa y responsablede la citotoxicidadcelularmediadapor

monocitos (Philip & Epstein. 1986>. Este precursortransmembranalsufre la acciónde una

proteasade tipo serma(Scuderi. 1989>.

Tambiénse ha descritouna forma de 18.5kDa inactiva.que presenta10 aminoácidos

másen el extremoN-terminal que la forma de l7kDa (Cseh& Beutíer. 1989). Todavíano

estáclaro si estaforma es intermediariaen el procesamiento.o si esun ¡roducto final (Fiers.

1992>.

Existe una homologíaclaraentre la estructuraprimariadel TNFa y la del TNF~ (son

idénticas en un 31% y homólogasen un 51%). Una diferenciaes la presenciade catorce

aminoácidosen la región aminoterminaldel TNFI3 (no presenteen el TNFa).Tambiénexisten

diferenciasrespectoa la presenciade distintosaminoácidos:por ejemplo.el INFa tiene dos
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cisteinas(el humano,el de conejoy el murino) mientrasque la linfotoxina carecede ellas,

y en su lugar aparecetirosina: otra es que el TNF~ presentatres residuosde metioninaque

no estánen el TNFa (Ooeddelci aL. 1986).

Tambiénhay que señalarqueel TNFfl esunaglicoproteina.mientrasque el TNFa no

presentaglicosilaciones(aunqueel TNFa murino si) (Oreen ci aL, 1976).

Respectoa la conformaciónde la molécula de TNFa. la topologíapredominantea

nivel de subunidad es esencialmenteuna estrutura formada por láminas f3 plegadas

antiparalelamente.Mediante estudios realizadoscon rayos X, pareceque cadasubunidad

presentasietedominiosde estructuraI~ ~‘ una región helicoidal (Tomita ci aL. 1990).

Las regionesN- y C-termina¡esse encuentranen un extremode estaforma compacta

de plegamiento. La región C-termínal está ocalizadaen una posición fija, como parte

integrantede la lámina 13: en cambio. la aminoterminalesmás flexible ~ sólo participaen la

estructurasecundariaa partir del residuo 10. Porello. se piensaque deleccionesde hastaocho

residuosaminoterminalespuedenproducirsesin pérdidade actividad.Tambiénapareceotra

región de gran movilidad entre los residuos102 y 113.

Existe un puente disulfuro sencillo entre los aminoácidosen posición 69 y 101.

quedandode esta forma unidas dos láminas j3 ~ formándoseun bucle9onesel aL. 1990).

Este puenteestá altamenteconservadoentre las distintas moléculasde TNFa y, aunque

favorecesu estabilización,no esesencialparala actividaddel TNFx (Mark el aL, 1987).

Tres subunidadesde lSYaa se asocianfuertementepara formar un trímero con forma

de cono. La interacciónse realiza medianteun empaquetamientoen el que una región con

conformaciónde lámina (3 situadaen un borde del monómeroplegadosedisponecerca de

otra region en lámina 3 de la subunidadadyacente.Las regionesde la hoja I~ no implicadas

en la formacióndel trímerotienenpredominantementeresiduosapolares.mientrasquelas que

lo estánson mayoritariamente polares.

Respectoa la región de la molécula de TNFa que es reconocidapor el receptorde

membranade la céluladiana.se han descritovarios puntosesenciales.Porejemplo.el cambio
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de la sermaen posición86 por fenilalaninada lugara una disminuciónde diez mil vecesen

la actividadbiológica, sin que cambienlas propiedadesfisicoquímicasde la proteína.Este

residuo está localizado en el bucle anteriormenteindicado, en un extremo de la pirámide

triangular. cercanoa la unión entre subunidadesindividuales.

Cunionuación tridimensioíía ¡ de la molécula del TNFa
(Iones ez al.. 1990V

Comparandolos residuosque se conservanen la superficie de la moléculade TNFa

y del TNF(3, Eck y Sprang(1989) sugirieron que el sitio de unión a receptorestáen una

depresiónde la basedel trímero. Sin embargo,aunquese reconoceque hay al menostres

secuenciasimplicadasen la unión del TNFci al receptor.existecierta discrepanciarespecto

a cualessonexactamente,quizásdebidoa la utilizaciónde distintametodología(Fiers,1991).

1.3.3. Determinación 2enética del TNFa

El gendel TNFx (½‘también el del TNF(3) se localiza en el hombreen el cromosoma

6. cercano al centrómero. En esta misma región está el complejo mayor de

histocompatibilidad(MHO>, en el extremo proximal del brazo corto (Nedwin el aL, 1985;
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Strominger, 1986). En ratón el contexto cromosómicodel gen de TNFct es muy parecido,

aunquese sitúa en el cromosoma17. Esta yuxtaposicióndel TNFa con el MHC sugiere

distintasposibilidadesde interrelaciónentrelos componentesresponsablesdel reconocimiento

y los efectoresdel sistemainmune. ½‘ponede manifiestoel papeldel locusdel INFa en las

enfermedadesinflamatorias.

Las regionescodificantesconstande 4 exonesde aproximadamenteSkb. Másdel 80%

de la secuenciaque codifica parae] TNFa maduroestá en el cuartoexón, mientrasque los

exones 1 y II contienencasi completamentesecuenciaspeptídicasanteriores.Al igual que

existe homologíarespectoa la secuenciade aminoácidos,existensecuenciasde nucícótidos

altamenteconservadasen los extremos5 y 3k que posiblementeestán asociadascon la

reguiaciónde la expresiónde estegen (Spriggsci a!.. 1992).

1.3.4. Regulación de la expresión del ~en del TNFa

1.3.4.1. Control transcr¡pcional

La región de 1 .OOOhp del extremo 5’ del gen del TNFa contiene elementos

regulatorios importantesque afectan a la transcripcióndel TNFa en respuestaa varios

estímulos.Aproximadamente. Obp por encimadel inicio de la transcripciónseencuentrala

secuenciaTATA: 2Obp por encima de ésta apareceuna secuenciaOC (en orientación

invertida),a la que se une el factorSP-1 (Marmenoutci aL. 1985: Ito ci aL. 1986: Shakhov

ci aL. 1990).

Adyacentea la región TATA. a 8Obp de ésta,existe una secuenciapalindrómicade

8 nuclcótidoscasi idéntica al elementosensiblea cAMP (CRE) encontradoen el promotor

del gen de la somatostatina.Difiere de éstaen que el dinucleótidocentral estáinvertido (CG

en lugarde OC). Estasecuencianormalmenteestá asociadacon genesinduciblespor cAMP;

sin embargola transcripcióndel TNFa estáinhibida por agentesque aumentenestos niveles.

Entre la regiónTATA y el inicio de la transcripciónexisteunasecuenciamuy parecida

a la secuenciaconsensode unión de c-jun/AP-1. un motivo de 7 nucícótidosasociadocon los

- 27 -



INTRODUCCION

promotoresde genesinduciblespor ésteresde forbol. A 4Obpporencimade la regiónTATA

existeuna secuenciacon algo menosde homologíaaunquetambiénposiblementefuncional

respectoa la unión con AP-1. Otro elementode posible respuestaa ésteresde forbol se

encuentraen la región de 90 a l6Sbp por encimade la secuenciaTATA (Henselel al.. 1989).

Estasecuenciapodríaserla que Economouel aL (1989) identificaroncomo sitio de unión del

factor de transcripciónAP-2.

Estassecuencias,localizadas200bppor encimadel inicio de la transcripción,están

altamenteconservadosen ratón, conejo y hombre. lo cual indica que estos elementos

regulatoriosson importantes.

Ademásde estassecuencias.existen otras cuyo papel todavía se desconoce:en la

región entre230bp~ óSObppor encimade la secuenciaTATA existendos motivos (también

conservadosen las tres especieS>que recuerdanel motivo ciíoquina-1 presenteen los

promotoresde IL-2. IL-3. O-CSF ~OM-CSF. y quepareceseruna variantedel intensificador

KB: a 24bp de la secuenciaTATA apareceun decanucleótidocon cierta homologíarespecto

a Ja secuenciaYde las promotoresde MHC clase11. ~ entre 480 y S2Obp por encimade la

mismasecuenciaTATA hay motivos semejantesa los intensificadoresKB de los genesde las

inmunoglobulinas(Spriggsci al.. 1992).

1.3.4.2. Control traduccional

A nivel traduccionaltambién existe regulación:en la región 3’ no traducidaBeutíer

ci aL (1988) identificaron en los genes de TNFa humano y murino un octanucleótido

(TTATVFAr presenteen los genesde otrascitoquinas(Caputci al., 1986).La presenciade

estasecuenciaestáasociadacon la degradaciónaceleradade mRNA y con la interferenciaen

la traducción(Shaw & Kamin. 1986: Wilson & Treisman. 1988; Kruys ci aL. 1989).

1.3.5. Induechinde la síntesisde TNFa yor distintos flictores

El control de la producciónde TNFa se lleva a cabo de forma específicaen cada
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tejido. Además,existenuna gran variedadde estímulosque inducenla síntesisde INFa.

Esta producciónse ha estudiadofundamentalmenteen la línea monocito/macrófago,

pero la expresióndel TNFa por parte de célulasno hematopoyéticastambiénes importante

en aLunasenfermedades.

En linfocitos. el inductorde la síntesisde TNFa másestudiadoesel lipopolisacárido

(LPS). En estascélulas, la regulaciónde la transcripciónde TNFa pareceserun mecanismo

de control importanteparala expresiónde TNFa.Generalmenteexisteunatranscripciónbasal

de estacitoquina. aunquese incrementamuchocuandoel monocitose activa con el LPS.

En la activación de monocitospor LPS estánimplicadasmuchasvías de trasducción

de señal: fosfolipasaC (PLC>. fosfolipasaA, (PLA4 proteinquinasaC (PKC). flujos de Ca2t

y nucicótidoscíclicos.Entreestas,pareceque la síntesisde INFa precisade la víade la PKC

al menos,y dependedel calcio almacenadoen la célula (Drysdale ci aL. 1983). En células

HL-60. la inducciónde transcritosde TNFapor LPSestáasociadacon actividadPLA. (Mohri

ci aL. 1990>. sin que intervenga a vía de la PKC.

Otro erupode inductoresdel TNFct son los ésteresde forbol. Parecequela PLA, tiene

un papel clave en su efecto. ~ en algunoscasos,este efecto puede ser mediadopor PKC

(activandoNF-KB. que regula la transcripciónde INFa>.

Entreotros inductoresdescritos.el mismo INFa escapazde desencadenarsu propia

expresión.tanto a nivel de RNA como a nivel de proteínas.Este efectopareceestarmediado

por la PL\. ~ por la actividad5-lipooxigenasa(Spriggsci al. 1987~ Niitsu ci aL. 1988).

Respectoa la producciónde TNFapor célulasno mieloides,actualmentesesabeque

muchostejidos son capacesde expresarTNFa constitutivamenteo en respuestaa estímulos.

La expresiónde TNFasuelecorrelacionarseen estostejidos con nivelescelularesde mRNA

de IL-la. IL-1(3 e IL-6. Estoindicaríaque el TNFaactúaconjuntamentecon otrascitoquinas

paracontrolar el crecimientoy la funcionalidadde las células de estostejidos.
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1.3.6. Mecanismode acción del TNFa

1.3.6.1. Receptoresdel TNFcx

El primerpasoen la respuestade unacélula al TNFct es la interaccióndel ligandocon

los receptoresespecíficosde membrana.Los receptoresdel TNFcx estánpresentesen casi

todos los tipos celularescon algunasexcepciones.como los eritrocitos y los linfocitos T no

estimulados.El númerode receptoresoscila entre200 y 10.000por célula (Fiers. 1991). El

receptores lábil metabolicamente.y tiene unavida media de 30 minutosa 2 horas(Baglioni

ci al.. 1987: Scheurichej aL. 1988).Aunque la presenciadel receptoresimprescindiblepara

el efectobiológico, no existeuna correlaciónclara entreel númerode receptoresy el tipo de

respuesta.ni con la magnitudde ésta (Holtmann & Wallach. 1987; Tsujimoto ci al.. 1986:

Fiers. 1991¾

Existen, al menos. dos receptoresdiferentesde TNFa descritosen muchaslíneas

celulares: uno de ellos de 5SkDa tTNF-R55 o R-l> y otro de 7SkDa (TNF-R75 o R-2).

Ambos estánN-glicosilados(Loetscherci al?. 1990$ pero sólo el último también estáO-

glicosilado.La constantede unión del TNFct :íl R-1 esde 0.5nM. y al R-2 de 0.lnM (Fiers.

1991>.

El INE-Rí pareceser una proteína de 455 aminoácidoscon una estmcturatípica

comun con otros receptores:presentauna secuenciahidrofóbica de 220aa. una región

transmembranalsencilla que separa los dominios intra y extracelularesy una región

extracelular de 182aa. El TNF-R2 tiene 17-ha en la región intracelular y 235aa en la

extracelular.Las secuenciasextracelularesde ambosreceptoresestánrelacionadas:cadauna

contienecuatromotivos de. aproximadamente.40 residuos,y cadauno de ellospresentaseis

(algunoscuatrol residuosde cisteina. Respectoa los dominiosintracelulares,aparentemente

no existenhomologíasclarasentreambosreceptores.ni tampocorespectoa otros receptores.

Sin embargo,en ambos aparece un alto contenido en prolinas y serinasen la región

citoplasmática Fiers. 1991¾

El TNF-R1 estáampliamentedistribuido y apareceencélulasepitelialesy fibroblastos,
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entreotras células.El TNF-R2 tiene una localizaciónmásrestringidaa las célulasde origen

hematopoyético.

El TNFay el TNF(3 seunena ambostipos de receptores,pero esteúltimo lo hacecon

menor afinidad (Locksle~ ci aL. 1987).Además.la unión del TNFa a sus receptoresno es

específicade especies.aunqueexiste cierta preferenciadel INFa por su especiecelular

homóloga(Smith ci aL. 1986).Aunqueel TNFa y el TNF(3 se unan a los mismosreceptores,

la respuestano es idéntica,ni cualitativani cuantitativamenteen la mayoríade los casos.Por

ello, Fiers (1991) indica que es posible que las moléculasde los receptoresde TNF estén

asociadosa proteínasaccesoriasy que la interacción con el TNFa generemuchasseñales.

algunas de las cuales no puedanser ejercidas por el TNF9. Alternativamente,existe la

posibilidad de un tercer tipo de receptor.

La unión del TNF a los receptorespuede ser inhibida por activadoresde la PKC.

quizásdebido a la fosforilación de éstos o a una disminución en el númerode receptores

(Holtmann & Wallach. 1987: Johnson & Baglioni. 1988). Por el contrario, el cAMP

incrementala cantidadde R-2. al menosen algunaslíneascelulares(Hohmannci aL. 1990).

MECANISMOS POSTERIORESA LA UNION DEL TNFaCON EL RECEPTOR

En el casode una citoquina píciotrópicacomo es el TNFa. hay que considerarvarios

mecanismosno excluventesde transducciónde señal,para poderexplicar la inducción de

actividadesbiológicas muy distintas:

1. Como va se ha indicado,existendistintostipos de receptoresde membrana,que podrían

estarunidos a diferentessistemasde segundosmensajeros:

2. Los receptores de membrana pueden funcionar no sólo como componentes

transmembranalesde señalización,sino también como transportadoresde la molécula de

TNFa. que por si misma,o unida a su receptor.puedepresentaractividad intracelular;

3. La heterogeneidadde respuestapuededebersea una diversificaciónde la señaldespuésde

la unión de TNFcz a sus receptores.
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Respectoal primerpunto.Tartagliael al? (1991) indican queesposiblequeel TNF-R2

sólo participecomo componenteaccesoriominoritario del TNF-R1 en la señalizaciónde las

respuestas.aunqueel TNF-R2 tengaen algunoscasosconcretosun papel importante.Estos

mismos autoresindican que en algunasrespuestassólo está implicado uno u otro tipo de

receptor;porejemplo,en la proliferaciónde timocitosmurinos y célulasT estimuladapor el

TNFct actuaríael TNF-R2 (aunqueadmitenquepuedeno serasíen todos los tipos celulares)

y en el caso de la citotoxicidad mediada por el TNFa. y de la inducción de superóxido

dismutasa.en células LM. el receptorseríael TNF-R1.

Lewis ci al? (1991)sugierenque las actividadesdel TNFa humanodescritasen ratón

y en células murinasestánmediadaspor el TNF-R1. mientrasque aquellasque seproducen

con especificidadde especiespara TNFu murino deben ser reguladaspor TNF-R2. Estos

autoresapoyan esta hipótesisen un estudiodonde el TNF-R2 se une a TNFa murino con

elevadaespecificidad,pero no reconoceal TNFa humano.

Pareceque las respuestasmediadaspor el TNF-R2son muchomenosnumerosasque

las mediadaspor el TNF-RI. La mayoríade las actividadesdel TNFa humanoy murino en

ratón o en líneascelularesmurinaspresentansólo ligeras diferencias,salvo la proliferación

en las células T y timocitos. No se sabe porqué el efecto del TNF-R2 es específicoen la

respuestaen estaslíneascelulares,va que estereceptorestápresenteen otros tipos celulares.

Tartaglia ci al. (1991) admiten a posibilidad de que el TNF-R2 sea preciso en otras

respuestascelulares,o que incluso no intervengaen la transmisiónde la señalal citoplasma.

Otra de las explicacionesde la diversidadde las accionesdel TNFa se basaen el

hechode que el TIPa unido a su receptorse internaliza rapidamentey posteriormentees

degradado en los lisosomas(Mosselrnanscl al?. 1988). Esto ocurre tanto en las células

sensiblesa la citotoxicidaddel TNFx como en las resistentes(Tsujimoto ezaL, 1986).

Es posibleque la moléculade TNFa.por sí mismadentrode la célulasearesponsable

del efecto citotóxico (Smith ci al?. 1990). De hecho, la inhibición de la internalizacióncon

cloroquina anula la citotoxicidaddel TNFa (Ruff & Gifford, 1981).
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Yoshimurael al? (1990) describenun posiblemecanismode citotoxicidadmediadapor

TNFct. donde éste, tras su unión a receptor,es internalizadoen acidosomasantes de la

expresiónde sus actividadesbiológicas. Dado que esta citoquina presentaactividad sobre

membranaa pH ácido (estudio realizadoen liposomas),estos mismos autoresindican que

despuésde la internalizaciónel TNFa sedisociade su receptory perturbala membranade

estosacidisomas.desencadenandounaseñalmuy potenteque da lugar a la citotoxicidad.Es

lo que definencomo transduccicinmediadapor endocizosis,y es el mecanismoque, según

estosautores,tiene lugar tras la unión del TNFcx al receptor.

Apane de la citotoxicidad. no se han descrito otras actividadesbiológicas de esta

moléculainternalizada.Es más, la activacióndel factorde transcripciónNF-KB inducidapor

el TNFct en algunaslineascelularessólo requiere la interacción de estacitoquina con el

dominio extracelulardel TNF-R1 (Hohmannel aL. 1990). Quizássólo en algunoscasoslos

receptoresde TNFa podríanservir como transportadoresde la moléculaal interior celular,

ademásde transmitir la señalen la membrana.

La tercera explicación posible indicada de la diversidad de acción del INFa se

fundamentaen la activaciónde fosfolipasaspor el receptor,medianteproteínasG, que daría

lugar a la actividad de otros segundosmensajeros.Hasta el momento, no pareceque los

receptoresde TNFa tenganactividadtirosina-quinasa(Kronke ci aL. 1992). El mecanismo

mediado por proteínasO pareceser el responsablemayoritario de la heterogeneidadde

respuesta.

*

PGs IT.

Posibles mecanismosde acción del TNFa.
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3.6.2. ProteínasG

Las proteínasO son una familia de proteínasheterotrímeras,asociadasa la membrana

celular,compuestaspor tres polipéptidos:una cadenaa (Ga) que une e hidroliza OIP, y un

complejoj3y (q3y) que andala proteínaO a la caracitoplásmicade la membranaplasmática.

Las subunidadesf3 y y estánbastanteconservadasentre distintas proteínasG, mientrasque

la subunidada es heterogéneaestructuralmente.y mediadistintas actividades.En su forma

inactiva la proteínaO existecomo un trímero que presentael GDP unido a la subunidada.

Cuando se activa por unión al complejo ationista-receptor,el sitio de unión al

guanilnucleótidoen Oa se altera.permitiendoque el OIP desplaceel ODP de Ga.La unión

del OTP causala disociaciónde Ca ~ Gj3y, ‘y Ca inicia las respuestascelulares.En menos

de un segundoCa hidroliza el OTP a ODP P,, y se reasociacon Ok (Albertsci al?. 1983).

Inicialmente las proteínas O se clasificaron en cuatro grupos en función de su

sensibilidad a enzimasADP-ribosilantes:sustratosde la toxina colérica sólo, de la toxina

pertussis. de ambas, o de ninguna de ellas. Los sustratosde la toxina colérica parecían

est mularsolamentela adeni lato cic lasa.y los de la pertussisla inhibían;por ello se llamaron

Q Y O;. Posteriormentesecomprobóque estasproteínastienenun espectrode acción mucho

más amplio, que incluye el metabolismode los fosfolípidos y la regulacióndel transpone

iónico. Sin embargo,la clasificación en función de la sensibilidada estasdostoxinassesigue

manteniendo,ya que los dos primeros grupos presentananalogíasestructurales(Neer &

Clapham. 1988).

Brett ci al. (1989) han descritodos caminos distintos de transducciónde señaldel

INFa en célulasendoteliales:uno sensiblea toxina pertussis.y otro que no semodificatras

la incubacióncon la toxina. Respectoal primero,estosautoresindicanque. tras la exposición

de las células al TNFa. existe una serie de cambiostempranos(de 1 a 3 horas) en el

citoesqueletoque dan lugar a la formaciónde unionesintercelulares,y al mismo tiempo se

incrementala permeabilidadcelular de forma reversible. Este proceso,que no precisade

síntesisproteica,se bloqueacon la preincubacióncon toxina pertussis.Sin embargo,el efecto
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del INFa sobrelas propiedadescoagulantesde estascélulas no essensiblea la toxina.

En otras líneascelularesse han descritodistintosefectosdel TNFcx que desaparecen

con toxinasADP-ribosilantes(Hepburnci al?, 1987: Clark el aL. 1988).

Imamuraci al? (1988) indican que, en célulasL929 y en la líneade células mieloides

HL6O. una molécula de INFa unida a su receptor estimula aproximadamenteunas cien

proteínasO. ~ que éstasson sensiblesa toxina pertussis.Estos mismosautoresindican que

el TNFa actúaincrementandola afinidad de la proteínaO por OTP, la actividadOlPasay

la ADP-ribosilaciónde la subunidadO.

La subunidada pareceser, por tanto, de tipo a, o a0. Pesea todo, no se descartala

existenciade un nuevotipo de proteínaO sensiblea toxina pertussisdistinto a los descritos

en otros casos.

1.3.6.3. Vía del ácidoaraguidíinico

La fosfolipasaA. (PLAi es una enzima acopiadaa los distintos receptoresde

membranamedianteproteínasO (Silk ci al?. 1989). Ademásde ser activadapor proteínasO

directamente,tambiénpuedeestimularseen algunoscasoscomo resultadode un aumentoen

el intercambioNa~’H~ (posiblementepor modificacióndel pH intracelular) o por un aumento

en os nivelesde Ca> (se trata de una enzimadependientede calcio) (Sweatta al?. 1986b).

El inhibidor fisiológico de 1:1 PLA, es un grupo de proteínasdenominadaslipocortinas o

calpactinas(Davidsonel al?. 1987).

Despuésde su activación,la PLA, hidroliza los fosfolípidosde membrana.liberándose

el ácido graso<generalmenteinsaturado)unido al C,. El otro productode la reacción,el

lisofosfolípido. estádeterminadopor la especificidadde la PLA, intracelularpor la cabeza

hidrofílica del fosfolípido. siendola fosfatidiletanolaminay la fosfatidilcolina los fosfolípidos

metabolizadosmayoritariamentepor estaenzima(Rustembecky Lenzen. 1989).

Los lisofosfolípidos son detergentesbiológicos de las membranascelulares. La

lisofosfatidilcolinatambiénpuedeseracetilada.produciéndoseel factoractivadorde plaquetas
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(PAF). que es un potentemediadorcelular (Dennisel aL, 1991). Además,tanto los ácidos

grasoslibrescomo los lisofosfolípidosson, en principio, capacesde actuarsobreel potencial

de membranamitocondrial,alterandola actividadde las enzimasintegralesde estamembrana

y el transportede calcio a travésde ella (Rustembeck& Lenzen, 1989).

El ácidograso insaturadomás importanteen la transducciónde señal,y tambiénel

más estudiado.es el ácido araquidónico(AA). El AA es liberado mayoritariamentepor la

acción de la PLA. sobrelos fosfolípidos de membrana,pero tambiénpuedegenerarsepor la

acción secuencial de distintas enzimas, por ejemplo por la fosfolipasa C (PLC), la

diacilglicerol lipasa (DAO lipasa) y la monoacilglicerollipasa(Irvine, 1982; Mauco a aL,

1984: Chau& Tai, 1988: Nakashimael al?. 1988), o por otrasreaccionesenzimáticasen las

que intervienela fosfolipasaD (PLDl (Billah ci aL. 1981: Dennis er aL. 1991).

AG
A.At : 1 PLD

—px

Y

{AG1:G

AA- Ac. araquídoníco OAG
AG- Ac. graso 1
AF- Ac. fosfatidico ¡
X - Alcohol LPL Al DAG Lipasa
DAG- O¡acilglioerol 1
LP- Lisotosfolipído
LPL A- Usotosfolípasa A AA
FF- Fosfatidato fosfatasa

Formación de ácido araquidónico (Dennis ci aL. 1991).

El AA puede interaccionardirectamentecon distintas enzimas, como la PKC, y

tambiénescapazde incrementarel flujo intracelularde Ca2~ (Guaragnael al.. 1992).

La mecabolizacióndel AA puedeproducirsepor varias vías:

1. La vía de la cicloxigenasa(CO), dandolugara las prostaglandinas(PO), tromboxanos(TX)

y prostaciclinas.Entre las accionesde las POs y de los TXs se encuentranel incrementoen

AG

-AG
-2

~—Px
LPL

PAF
AA AA

- 36 -



INTROID U C ClON

los niveles de cAMP y la activación de la PLC (Bangael aL, 1986; Sweatt el al?, 1986a;

Baud el al?, 1988).

2. Lavía de la lipoxigenasaí LO). cuyosproductosson los leucotrienos.lipoxinasy epoxilinas

(Irvine. 1982).

3. La vía del citocromo P-450, originándoseepóxidosy alcoholesde ácidosgrasos.Estos

metabolitostienenconsecuenciasimportantesen la permeabilidadiónica de las membranas,

y en la actividad de enzimaslocalizadasen estasmembranas(Capdevillael aL, 1992).

La implicación de la vía del AA en la transducciónde señal del INFa ha sido

ampliamenteestudiada.Inicialmente,en célulassensiblesa la citotoxicidad de estacitoquina.

se describióque el primer orgánulodañadoera la mitocondria(Matthews.1983). Estehecho

hizo pensaren un mecanismode citolisis mediadopor radicaleslibres que podíanoriginarse

a partir de la activación de la PLA,. Posteriormentese observóque la inhibición de esta

enzima(con dexametasonay quinacrina>reducela citolisis ~ que existeun incrementoen la

liberaciónde AA antesde producirse la muertecelular. Sin embargo.los bloqueantesde la

CO. de la LO ‘y del citocronio P-450en la mayoríade los casosson inefectivos(Matthews

<it al?. 1987: Suffys ci al.. 1987: Neale ci aL. 1988: Bevaert ci aL, 1989). Esto sugiere que

no es el AA. sino másbien los lisofosfolípidoso sus metabolitos las moléculasresponsables

de la citotoxicidad del TNFa (NeMe <it al?. 1988: Changci al?. 1992: Kronke ce aL. 1992).

Tambiénes posible que los productosde la acción de la PLA. actúendirectamentesobreel

metabolismodel calcio o sobrela cadenarespiratoriamitocondrial.En algunaslíneascelulares

resistentesa la toxicidad del TNFt también se ha observadola activación de la PLA, y la

estimulacionde la producciónde prostaglandinas(Clark ci aL. 1988; Baud ci al?. 1~i88).

Tantoen las célulassensiblescomo en las resistentespareceque la activaciónde esta

vía no media la transducciónde la señal iniciada por el INFa, sino que es másbien una

inducciónposteriora la llegadade la señal al núcleo: los efectosanteriormentedescritosson

tardíos(despuésde 6 horasde incubacióncon la culoquina). o precisande la síntesisproteica

inducida por el TNFz.
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En células de origen hematopoyéticox’ en células endoteliales (responden a

determinadosestímulosmediantela liberación de AA y de PAF) esposible que la vía de la

PLk. participe como mediadorade la señal iniciada por el TNFct (Camussiel al?, 1987;

Spriggsci al?, 1990).

1.3.6.4. Vía de la fosfol¡pasa C

Otra posibilidad en la señalizacióndesencadenadapor la unión del TNFct al receptor

es que éste esté acopladoa una proteínaO que active a una fosfolipasaC (Alberts eí al?.

1983). Esta enzimaes la encargadade degradarlos fosfolípidos de membrana,y ha sido

implicada en el control de numerosas funciones celulares. La PLC hidroliza los

fosfatidilinositoles(PI-PLC) y la fosfatidilcolina (PC-PLC) de la membranacelular (Martin

ci al?. 1987$

La PI-PLC es una familia de isoenzimasdependientesdel calcio citosólico. La

hidrólisis del inositol L3-hifosfazo kPIP2) es la más importanteaunquees el fosfoinosítido

menosfrecuente(Rhee. 1991).

Cuandola proteínaO activa la PI-PLC. éstarompe el PIP, en menosde un segundo,

y generadosproductos:el inositoltrifosfato(IP3) y el diacilglicerol (DAO) (Berrigde.1987).

Estaliberaciónde DAG se produceduranteun conoperiodode tiempo(Dennisel al?. 1991).

En estepasola ruta señalizadorase biñirca en dos ramas,debidoa que ambasmoléculasson

capacesde activar otros procesos.

Esta enzimase ve inhibida con neomicina.gentamicina y con quinacrina(las dos

últimas inhiben también la PLA,) (Rittenhouse-Simmons.1979; Hofmann& Majerus. 1982;

Hofmann ci aL. 1982. Billah & Anthes. 1990: Floru ci al?, 1991).

La PC-PLC es una enzimaque causala hidrólisis de la PC, y es responsable,junto

con la PLD, de la formación sostenidade DAO. El requerimientode Ca
2~ respectoa la

hidrólisisde PCmediadapor receptorpuedevariarentredistintostipos celulares.En cualquier

caso, el metabolismode este ion pareceser necesariopara la hidrólisis correctade la PC
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(Billah & Anthes, 1990).

La acciónde la PC-PLCda lugar a la producciónde DAO y a fosfocolina.

La PC-PLCes sensiblea la inhibición con gentamicina(inhibidor de la PLA1. de la

PLA2. y de la PLC)(Floru ci al?. 1991). El BPB (tambiéninhibidor de la PLA,) pareceque

es capazde inhibir la PC-PLC independientede calcio (Martin et aL, 1987).

La activaciónde las distintasfosfolipasasC puededebersea la interaccióndirectapor

proteínasO. o a la estimulación por otros segundosmensajeroscomo la PKC o Ca
2~

citosólico libre (Bestermanci aL. 1986: Billah & Anthes.1990; Exton, 1990).

Otra enzima capaz de hidrolizar los fosfolípidos de membranaes la fosfolipasaD

(PLDl. Su actividaddependefundamentalmentedel tipo de sustrato(Huang& Cabot. 1992).

pero no pareceser dependientedel calcio (Billah & Anthes. 1990).

Esta enzima generaácido fosfatidico (y colina, generalmente>,que puede ser una

fuente importantede DAO al sufrir la acciónde una fosfohidrolasa.Ademásse ha descrito

queeste ácidoescapazde movilizar calcio intracelular,de abrir canalesde calcio, de inhibir

la adenilatociclasa. o incluso de activar la PLX. y la PLC (Moolenaarci al?, 1986: Exton,

1990: Billah & Anthes. 199W.

La activación de la PLD puededetectarsetempranamentedespuésde la estimulación

específicade algunascélulas{Billah & Anthes.1990).o sersecundariaa la acciónde la PKC

(Conricodeci al?. 1992).

Cuandose estudiael efectocitotóxico del INRi sobrealgunaslíneascelularesno hay

indicios de que la PI-PLC esté activada: no existe liberación de IP,, y sus inhibidores

(amikacina y neomicina) no disminuyen la muerte celular: mas aún, el cloruro de litio,

inhibidor de enzimasque hidrolizan los inositolesfosfato, potenciaesteefecto(Kobayashiel

aL. 1987; Suffvs ci al?. 1987: Bevaertci aL. 1989). Larrick y Wright (1990),por ello, indican

que la ruta de los fosfatidilinositoleses necesariaparaque las células seanresistentesa la

toxicidad del INFa.

Recientemente.Schutzeci aL (1991). en estudiosrealizadoscon célulashistiocíticas
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U937 tratadascon TNFa. han observadoun incrementorápido y transitorioen 1’,2’DAG, sin

existir paralelamenteun aumentoen el Ca2~ citoplásmico.Estos autoresindican que, en este

modelo experimental.el TNFa induce la activación de la PC-PLC. y que la liberación del

DAG no se produceen presenciade BPB.

1.3.6.4.1.Calcio

El Ca2~intracelularlibre es un segundomensajeroutilizado por numerososagonistas.

La concentraciónde Ca> en el citoplasmapuede incrementarsebien mediante su

liberación desdesus almacenesintracelulareso por un flujo desdeel espacioextracelulara

travésde membranaplasmatica(England. 1986). Los niveles de calcio intracelularson bajos

(del ordende 10 Ml comparadoscon la concentraciónen el fluido extracelular(alrededorde

lO2vl). Sin embargo,el calcio total dentro de la célula es mucho mayor que 107M, debido

a que existemuchoCa> anido a proteínas.membranasu otros componentescelulares,como

son el retículoendoplásmico.la mitocondria.el aparatode Oolgi, y el núcleo,siendolos dos

primeros organulos los implicados en los cambios agudosen la distribución de calcio

intracelular.

Los nivelesde Ca~ puedenincrementarseen respuestaal IP
3, que se une a una

proteína receptoraen la superficie citoplásmica del compartimentointracelular (retículo

endoplásmico.fundamentalmente>\ abrecanalesde calcio en estamembrana(li-vIne. 1986).

La respuestadel calcio al IP3 es transitoriaporqueel Ca> que entra en el citosol es

bombeadorápidamenteprincipalmentefuera de la célula, y porque gran parte del IP, es

defosforiladorápidamente(y por tanto, inactivado)por una fosfatasaespecífica.

Los niveles de calcio citoplasmáticolibre tambiénpuedenestarreguladospor otras

moléculasseñalizadoras.Porejemplo.el Ca> intracelularpuedeincrementarseporvía canales

de calcio unidos a receptory canalesde calcio sensiblesa voltaje (MacNicol & Schulman,

1992). por la acción del ácido fosfatídico y del ácidoaraquidónico(Moolenaarel al?. 1986;

Billah & Anthes. 1990: Ouaragnaci aL. 1992). mediantela activaciónde canalesde calcio
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dependientesde voltaje por la PKC (Kato ci al?. 1992) o por incrementosen los nivelesde

cAMP (Miyamoto el aL, 1992).Tambiénsehandescritooscilacionesespontáneaso inducidas

por diferentesagonistasen células adherentes(Richter el aL, 1989; 1990; Curry, 1992;

Pinzani el aL. 1992). Por otra parte, la movilización de calcio desde los almacenes

intracelularesy la entradade calcio por los canalessensiblesa voltaje tambiénpuedenestar

inhibidospor la PKC (MacNicol & Sehulman,1992).

El calcio liberado en el citoplasmapuedeactivar procesosdependientesde Ca> en el

citosol. y tambiénpuedesercaptadopor la mitocondria,elevándoseel calcio intramitocondrial

y produciéndoseuna activación de enzimasmitocondriales(Irvine, 1986).

ESPACIO EXTRACELULAR
Ca2~ Agonísta MEMBRANA

7 ‘y
9 RECEPTOR PLASMATICA

PKC
¡ C;TOSOL

Proteínas
Fosforítación dependientes
de proteínas de Ca2

Prote¡nfosfatasa
dependientes de
C&iCaLmoduhna

Defosforílación
de proteínas

Metabolismo del calcio (Irvine. 1986).

Muchasde lasaccionesintracelularesdel calcioocurrenporsuunión a la calmodulina,

una proteínapresenteen todas las células cucariotas,y cuya secuenciaaminoacídicaestá

altamenteconservadaa lo largo de la evolución. Estaproteínapresentacuatroregionesde

unión a Ca>. y los cuatro ionesde calcio seunende forma no cooperativa.Cuandoel Ca>

se une a la calmodulinaexistencambiosconformacionalesen su estructuraproteica.Existe

un gran númerode procesoscontroladospor el complejoCa>-calmodulina.Entrelas enzimas

Proteínas que
unen calmodulina

rosforílación
de proteínas
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reguladaspor estecomplejo están la fosfodiesterasade nucleótidos cíclicos, la adenilato

ciclasa. la fosforilasaquinasa‘¿ numerosasproteinquinasasdependientesde Ca>

En todasestasenzimasexisteuna interaccióncon la calmodulinadependientede Ca>.

En algunosde los casosexiste sinercismocon otro segundomensajero.el cAMP. Estoocurre

por ejemplo con la fosforilasaquinasa.Estaenzimapresentavariassubunidadesdistintas:a,

(3, y y 6. La subunidad y es la que tiene actividad catalítica; la 6 correspondea la

calmodulina.y las subunidadesa y j3 son fosforiladaspor una proteinquinasadependientede

cAMP. Sin embargo.drogasque se unen a la calmodulinae inhiben su función no afectan

a la activación por Ca> de la fosforilasaquinasa.aunquela adición de calmodulinaexógena

incrementahastaseis vecessu actividad(Cohen. 1980). La actividadde estaenzimatambién

está reguladapor la fosforilación mediadapor una proteinkinasaA (PKA). La fosforilación

tiene lugar sobre las subunidadesci y f3. y el resultadoes el aumentode la afinidad de la

subunidadÓ (calmodulina>por ci calcio (England.1986).

Otro ejemplo de interrelación entre el Ca> y el cAMP se presentaen la

fosfoproteinfosfatasadependientede calmodulina.Estaenzimadefosforila la subunidad(3 de

la fosforilasaquinasa.\ otros sustratosde la PKA. Se ha sugeridoque estaenzimamodula

el efecto del cAMP en función de los niveles de Ca> en la célula estimulada.Cuandose

incremenla el Ca- intracelular se contrarrestaríala acción del cAMP estimulando la

defosforilaciónde los sustratosde la PKA.

Otrasproteínasque seunen a Ca> son la troponina.parvaalbúminasy calcimedinas

en músculo,las proteínasS-100en célulasgí jales.y la proteinquinasaC. Estaúltima quinasa

estápresentede forma inactivasolubleen citoplasma.Su activaciónimplica la interaccióncon

PS. DAO ‘y Ca> en la superficie interna de la membranaplasmática.En principio, no es

precisoun incrementode Ca> intracelular, aunqueen muchos casosexiste un incremento

debido a su liberacionmediadapor el IP;. Este enzimano parecetener una subunidadde

calmodulina.sino iue la región de union a Ca> es parteintrínsecadel enzima.

Ademásde todasestasproteínasreguladaspor Ca>. que unencalcio con gran afinidad
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y posteriormente,en la mayoríade los casos,activanenzimaso proteínascontráctiles,sehan

descritomás tardeotrasproteínasque tambiénunencalcio. Estegrupo comprendeproteínas

ampliamentedistribuidas,y que estánunidas a membranasy a fosfolípidos. Se trata de la

calpactina1, 11 (o lipocortina 1). endonexina.calcimedinas,sinexina1 y II. calelectrinay la

proteínap70. Las calpactinasson las mejor caracterizadasy se encuentranen la mayoríade

los tejidos. Su unión a fosfolípidos incrementasu afinidad por el Ca> (Klee, 1988). Estas

enzimasson responsablesde la regulaciónde la PLA~. inhibiendoestavía, perono estáclaro

hastael momentosi es medianteel secuestrodel sustrato,o medianteinhibición directa del

enzima(Davidsonci al?, 1987).

La acción citotóxica del TNFa no pareceestarmediadapor los iones de calcio, o al

menos no lo está de maneraesencial. En estudios realizadoscon la línea histiocítica de

linfoma U937. la deplecciónde calcio extracelulary el bloqueode la movilización de calcio

de los almacenesintracelularesno inhibieron la lisis inducida por el INFa (Hasewaga&

Bonavida. 1989). aunquemediantetécnicasde fluorescenciacon Fura-2 se ha descritoun

ligero aumentoen el calcio intracelularen la misma línea celular (Lynn ci aL. 1989).

En el estudiode otrosefectosdel TNFci algunosautoresno detectanningunavariación

en la concentraciónintracelularde calcio inducidapor estacitoquina (Richter ci al?, 1989;

Yamacoci al?. 1989: Yuo cg al?. 1989: Laudanna<it al?, 1990).Sin embargo,la activación de

polimorfonuclearespor el TNFa no se produceen presenciade Quin-2 (bloqueantedel calcio

intracelular>,y algunosautoresapuntanqueel INFa produceoscilacionesespontáneaslocales

del calcio citosólico (Richter ci al?. 1989. 1990). Corkey ci al? (1991).estudiandola acción

del TNFa sobrefibroblastoscultivados procedentesde enfermoscon el síndromede Reye,

describenun aumentotemprano,rápido y transitorioen eJcalcio libre citosólicooriginadopor

su movilización desdelos almacenesintracelulares,tanto en los fibroblastosprocedentesde

pacientescomo en los controles.Además indican que es una elevacióndependientede Ja

concentraciónde INFa. Existen varias explicacionesque. segúnestosautores,justificarían

estadivisión de opinionesa cercadel papel del Ca> en células tratadascon TNFa: es una
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respuestaque dependede la concentracióny puedeno ser tan claraa determinadasdosis;otra

posibilidadesque seaunarespuestaespecíficade especieo de líneacelular, y por último, que

las condicionesde cultivo no son idénticasen todos los casos.

El papelquejuegala calmodulinaen las accionesdel TNFc.t no ha sido muy estudiado

hastael momento.Pareceque la inducciónde radicaleslibrespor estacitoquinaen leucocitos

humanoses un proceso dependientede calmodulina (Das el al?, 1990), y ademáslas

fenotiacinas(inhibidoresde calmodulina) anulan la lisis inducida por INFa (Larrick &

Wright. 1990).

1.3.6.4.2.Diacilulicerol

El DAO es un segundo mensajero que puede generarsepor la acción de las

fosfolipasasPI-PLC y PC-PLCsobrelos fosfolipidos de membranadirectamente.Ademásde

este origen.el DAO puedeserproducidopor otrasrutasdiferentes:

- por hidrólisis de glicerofosfolípidosde colina por la fosfolipasaD y la fosfohidrolasadel

ácido fosfatídico (Martin <it aL. 1987: Exton. 1990: Billah & Anthes.1990:Dennisel al?,

1991):

- por el intercambioceramida/PC(Dennis ci aL. 1991):

- por la síntesisde novo (Rossi ci al?. 1991).

El DAO puedeser fosforilado por la DAG quinasa(DAO + ATP-> ácidofosfatídico

+ ADP>. reiniciándosela síntesisde los fosfatidilinositolesrotos por la PLC. y controlándose

la concentracióndel DAO. De estaforma se regularíala PKC (Kanoher al., 1990). Además,

el DAO puede sufrir la acción secuencialde la 1-DAO-lipasa y de la 2-monoacilglicerol

lipasa. liberándoseAA (Mauco ci aL. 1984). Sin embargo,pareceque la liberación de AA

a partir de DAO es una ruta minoritaria.

El DAO tambiénpuedeactivar directamentela PLA, (Exton, 1990).

Otra vía que puedeiniciar el DAO, la más importanteen transducciónde señal,es la

activación de una proteinquinasaespecíficaque es capazde fosforilar numerosasproteínas
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con múltiples funcionesen la célula. El enzimaactivadopor el DAO es la proteinquinasaO

(PKC) (Nishizuka, 1984. 1988: Belí. 1986; Belí & Burns, 1991). Hasta el momentose han

identificadonuevemiembrosde la familia de la PKC. En la región reguladorapresentanuna

estructuraaminoacídicaque se asemejaal sustratoproteicoy una o dos regionesricas en

cisteinaque recuerdala estructurade “dedo de zinc”. Estaregión contieneel sitio de unión

a los ésteresde forbol y a DAG. y segmentosque interaccionancon los fosfolípidos.También

esla región queconfiere la dependenciaal calcio en los subtiposci, f3 y y. La región catalítica

presentalos sitios de unión al ATP ~‘ a la proteína:los inhibidoresde la PKC estaurosporina

y H-7 interaccionancon esta región Beil & Burns. 1991).

El DAG producido. junto con el fosfolípido fosfatidilserina de la membrana

plasmática.se unen a la PKC. incrementandoasí su afinidad por el Ca>. y haciendoque la

PKC se active a las concentracionesnormalmentebajasde Ca> en el citosol. En muchas

células,sin embargo,pareceque la PKC se activa por el efecto cooperativodel DAO y un

incrementode Ca2” citosólico. La actívacionde la quinasaC es transitoria,ya que en unos

segundosel DAO es defosforiladoparaformar fosfatidato. Cuandose activa la PKC por el

DAO ‘.‘ el Ca>. esta enzimatransfiereel grupo fosfato terminal desdeel ATP a un residuo

específicode sermao de treoninaen las proteínasdiana.quevaríandependiendode la célula.

Por ejemplo,en algunascélulas animales,se piensaque la PKC fosforila. y posteriormente

activa, el antiportadorde Nat’H4 de la membranaplasmáticaque controla el pH intracelular

(Sweattci al.. 1986b; Bangau aL. 1986): el incrementode pH resultantepuede ayudara

estimular la proliferacióncelular. Existen niveles elevadosde PKC en cerebrodonde,entre

otrascosas.fosforila canalesiónicos en célulasnerviosas.La PKC tambiénestáimplicadaen

la regulaciónde otrasrutasseñalizadoras.comoson la del calcio y la del cAMP. en el control

negativode varios receptores,y en la transcripciónde genesespecíficos.Les promotoresde

algunosde estosgenespresentanun intensiticadortranscripcionalcomúnque estáreconocido

por una proteínareguladoradel gen cuya actividadestá estimuladapor la activación de la

PKC. No sesabe,sin embargo.si la proteínaesdirectamentefosforilada(y por ello. activada)
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por la PKC. o si es activadaindirectamentepor una cascadade proteinquinasas(Faragoy

Nishizuka. 1990).

El hechomássignificativo y tempranoqueocurreen muchaslíneascelularestratadas

con TNFcí esun incrementode la fosforilación en residuosde sermay treoninade numerosas

proteínas, tanto citosólicas como de membrana (Kirstein & Baglioni, 1986; Kaur &

Saklatvala,1988). La fosforilación es rápiday transitoria(comienzaa los pocossegundosy

al cabo de una hora vuelve al nivel basal) (Schutzeci aL, 1989).

Esta fosforilación en los residuosde sermay treoninade distintas proteínasdescrita

por numerososautoreshizo pensaren la participaciónde la PKC como mediadorde la seña]

inducida por el TNFa.

En algunaslíneascelularesse ha observadola translocaciónde la PKC del citosol a

la membrana,lo cual indica que existeuna activaciónde estaenzima(Meichle ci al?. 1990).

Schutzecl al. (1990) han descrito distintos perfiles de translocaciónde la PKC en varias

líneasde leucemiahumanaincubadascon INFa: en células U937, la PKC se transiocaa la

membranay desaparecedel citosol en 15 minutos, produciéndoseuna depresiónen su

actividaddurantebastantetiempo: sin embargo,en célulasJurkaty en la línea K562 la PKC

se translocade forma reversible. de maneraque puedevolver a ser activadarapidamente.

Estasformasdistintasde activaciónde la PKC puedenindicar que el TNFa activadistintas

isoenzimasde la PKC. o bien que sólo se active una forma de esta enzimapero que este

acopladaa distintas rutasde señalizacmn,

En fibroblastoshumanosy en células endotelialesno se observaestatranslocación

(Schutzeel al.. 1990; Ritchie ci aL. 1991).

Cuandoseinhibe la PKC con H-7 y estaurosporinaalgunosefectosdel TNFa,como

la inducciónde IFN(3, en fibroblastoshumanosy del inhibidordel activadordel plasminógeno

en melanomahumano,se anulan(Sehgal cf al.. 1987: Pytel el al?, 1990). Hamamotoel al.

(1990). en experimentosrealizadoscon células infectadascon el virus HIV, observanque la

estaurosporinapotenciala citotoxicidaddel TNFa,mientrasque el efectosobrela replicación
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del virus no seve afectado.Estos autoresindican que es posible que el TNFcz induzcapor

la vía de la PKC la síntesiso la fosforilación de una proteínaque protejaa la célula de Ja

muerte.

Otros efectosdel TNFcx, como la inducción de antígenosde superficie en células

endoteliales.la transmodulacióndel receptorde EGE en fibroblastoso la activacióndel factor

de transcripciónNF-KB en célulasde leucemia,no se modifican en presenciade inhibidores

clásicosde la PKC (Bird & Saklatvala.1990; Meichle el aL, 1990; Ritchie el aL. 1991)

Recientemente.Schutzeci al? (1992) hanpropuestoun nuevomodelode transducción

de señalutilizado por el TNFci en células U937. En estemodelo,existeuna PC-PLCactivada

que produceDAG, y a su vez este DAG activa una esfingomielinasaácidaque hidroliza la

esfingomielinaparaproducir ceramida.Estosmismos autoresindican que la ceramidaesun

segundomensajerocapazde inducir NF-kB. De esta forma explican que la PKC no sea

requeridapara activar este factor de transcripción,hecho descrito por numerososautores

(Meichle ci aL. 1990: Hohmannci al?. 1991).

1.3.6.5. Vía de la adenilato ciclasa

Como va seha indicado, en un gran númerode sistemas,y en respuestaa diferentes

agonístas. las proteínasO transmitenla señal que se inicia tras la unión del agonistaa su

receptoractivandounaenzimasituadaen la membranaplasmática.la adenilatociclasa(AC).

EstaenzimasintetizacAMP a partir de ATP. El cAMP sedegradaa adenosin-5’-monofosfato

(5-AMPj continua~ rapidamentepor una o más fosfodiesterasde cAMP.

Dado que la proteínaO en este casoestá implicadaen la activación enzimática,se

denominaproteínaG estimuladora~OJ.Cuandola proteínaQ estáactivadapor el complejo

agonista-receptorune una moléculade OTP. y activa la AC. La G~ mantienela AC activa

tanto tiempo como el OTP está intacto. Cuando la proteínaQ hidroliza el GTP a GDP

finaliza la activación de la ciclasa.

O~ permitedos tipos de amplificaciónde la señal:
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- una proteínareceptorasencillaactivadapuede,en principio, activar muchasmoléculasde

proteínas& colindantes,activandoasí numerosasmoléculasde AC;

- en algunos casos,sin embargo,el ligando extracelularpuedeno mantenerseunido a su

receptorbastantetiempo para permitir que tenga lugar este mecanismode amplificación.

Algunos ligandospor ejemplopuedendisociarsede su receptoren menosde un segundo.O~,

por sí misma, escapazde mantenerseactiva hasta 10 o 15 segundosantesde hidrolizar el

GTP unido. En estecaso puedeestaractivandola AC despuésde que el ligandoextracelular

sehaya disociado.

Ademásde la amplificación, las proteínasO permitenuna regulacióndel procesode

activación. En principio la eficacia del acoplamientoentre los receptoresy el enzimapuede

alterarsepor modificación covalentede la proteínaO o por cambiode su concentraciónen

la membranaplasmática.La toxina del cóleraes una enzimaque cataliza la transferenciade

ADP-ribosa desdeel NAD~ intracelulara la subunidada de la proteínaQ impidiendo que

estaproteínaO hidrolicesu OTPunido.EstaproteínaQ permanecealteradaindefinidamente.

essólo un miembro de una gran tbmilia de proteínasO que acoplanreceptoresa

varios enzimasy canalesionicos en membranascelulareseucariotas.

La misma moléculaseñalizadorapuedeincrementaro disminuir la concentraciónde

cAMP intracelular,dependiendodel tipo de receptoral que se una.La diferenciasedebea

que las proteínasO que acoplanestosreceptoresa la ciclasapresentanidénticocomplejoGf3y

pero unasubunidadCa inhibitoria (O~aj. Cuandoseactivanlos receptoresacopladosa estas

proteínas O inhibitorias, se disocian las subunidadesa y ¡By, y la G1a inhibe la AC

directamente,mientrasque0j
3y actúaindirectamentepor su unión con subunidadesO, libres,

previniendoasí su unión a moléculasde ciclasa(Alberts ex aL. 1983).

La proteinquinasaA (PKA) media la acción del cAMP. La ¡‘KA presentauna región

catalítica con la que interaccionael H-8, inhibidor de estaenzima.La ¡‘KA es capazde

fosforilar numerosas proteínas, y presenta interacciones con otras rutas de segundos

mensajeros.Porejemplo,en algunasocasionesaumentala sensibilidaddel receptorde IP
3 de
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los almacenesintracelularesde calcio, y de esta forma potencia la liberación de calcio

intracelularinducidapor distintos agonistas(Burgessel al?, 1991).

En algunaslíneascelularesse ha descritoun incrementoen los nivelesde cAMP tras

la estimulación con INFa. Este hecho apareceen tibroblastoshumanosFS-4 y en células

mesangialesde ratatratadoscon INFa (Zhangci aL. 1988; Baud el aL. 1988), y se debe

probablementea un incremento en la actividad AC, mas que a la inhibición de las

fosfodiesterasas.Aunquesehandescritoactividadesdel TNFaquetambiénseproducencomo

respuestaa análogosdel cAMP. a activadoresde la AC o a inhibidoresde la fosfodiesterasa.

cuandose estudianlos efectosdel TNFa junto con estos agentesse obtiene una respuesta

sinérgica (Lee ci al?. 198?: Scholz & Altman. 1989$ Esto pareceindicar que el TNFa

presentaun mecanismode transducciónde señaldistinto. Scholz y Altman (1989)sugieren

que el TNFcí tendríauna acción indirectasobrelos nivelesde cAMP: por ejemplo,activando

la subunidadcatalíticade la AC por su fosforilación mediadaporPKC. Estahipótesisestaría

en concordanciacon estudios realizadosen células estimuladascon TNFa en presenciade

inhibidores de la PKA. donde no se observainhibición de los efectosdel INFa (Sehgalex

al?. 1987). o sólo es una inhibición parcial (Zhang <ir al?. 1988; Pytel ci al?. 1990).

1.3.6.6. FACTORESDE TRANSCRIPCION

La acción del INFa sobredistintos tipos celulareses compleja ‘y píciotrópica.Este

hechosugiereque estacitoquinapuede.en última instancia.inducir la expresiónde una gran

variedadde genescelulares~ de controlar la actividadde los productosde estosgenes.Estos

genesson de dos clasesdistintas:

- los genesque constituyenla respuestaprimaria, o genestempranos.cuyosproductosse

activan sin precisar de síntesis proteica. Dentro de este grupo aparecen factores de

transcripción capacesde transmitir la señal de transduccióncitoplásmicaal núcleo. Son

auténticoslerceros mensajeros.

- genesque precisande síntesisproteicaparasu expresíon.
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Un factor de transcripcióncuyo gen perteneceal primer tipo esNF-KB. El factor de

transcripciónNF-KB representael paso más importanteen la señalizacióndel INFa de

citoplasmaa núcleo(Kruppae:al?, 1992). Estacitoquinay la IL-] representanlos activadores

fisiológicos específicosde NF-KB y del intensificadorde HIV (Osbornex al., 1989).

NF-KB esun heterodímeroquepresentaun polipéptidode SOkDa(subunidadde unión

a DNA) y otro de éSkDa (subunidad requerida para la inactivación). En células no

estimuladasla mayoríadel NF-KB está en el citoplasma,y no puedeunirse al DNA porque

está completamentebloqueadopor el inhibidor proteico IKB. Un estímulo externopuede

activar numerosasproteinquinasase inducir la fosforilación de IicB, produciéndosela

disociacióndel complejo.o alterándosela conformación.Esto da lugaral desenmascaramiento

de la región de unión a DNA de la señal y la translocacióndel dímero hacia el núcleo

(Baucrle & Baltimore. 1988: Lenardo& Baltimore. 1989: Kerr el aL, 1992).

Aunque NF-KB puedeser activo constitutivamenteen algunascélulas (linfocitos B

maduros,monocitosy macrófagos). la actividadNF-KB no esintrínsecamenteespecíficade

tejido (Lenardo& Baltimore. 1989: Hohmannci aL. 1991).

La inducciónen distintos tipos celularesde la actividad NF-KB por el TNFa precisa

de la unión de la citoquina al receptor de S5kDa (Kruppa eí aL, 1992). Posteriormente,y

dependiendode la línea celular. el INFa puede estimulardistintas proteinquinasas,o un

sistema distinto, que eventualmenteproduce la activación de este factor de transcripción

(Meichle ci aL. 1990: Schutzeci aL. 1992).

En la activaciónde NF-KB porTNFa se distinguendos estadios:la activaciónrápida

(unosminutosdespuésde estimular las células)es independientede la síntesisproteicay se

consiue por la disociación de la proteína inhibidora (¡KB) del complejo preformadoe

inactivo NF-ICB-IKB. El NF-KB activo desaparecerápidamente, y el poal de NF-KB inactivo

se agotacuandoseinhibe la síntesisproteica.Paramantenerconstanteslos nivelesde NF-KB

activo es precisa. por tanto, la síntesis proteica de novo. y también es necesariala

estimulacióncontinuadade las célulascon INFa (Hohmannex aL, 1991).
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Sin embargo,muchos de los genes inducibles por TNFx no presentansitios de

reconocimientopor NF-KB. Portanto, la inducciónde la transcripciónde genescelularespor

estacitoquina requiere la activación de otras proteína de unión a DNA, al mismo tiempo o

como consecuenciade la activaciónde NF-KB (Duh elal?. 1989). NF-KB puedeinterveniren

la expresiónde distintos genes.como genes de citoquinas, de proteínasplasmáticasen el

hígado,en la estimulaciónde otrostransactivadorescomo c-fosy c-myce inclusoen su propia

estimulación(Sen & Baltimore, 1986: Lenardo& Baltimore, 1989; Lowenthalel al?. 1989;

Osbornel al?. 1989).

Existe un gran número de factores de transcripción que se ha descrito que son

inducidos por el INFa. Entre estos se encuentranc-myc. c-fos. cgr-1 y AP-1/c-jun en

tibroblastos(Yarden & Kimchi. 1986: Tobler <ir al?. 1987: Brennerci al?. 1989: Cao el al?,

1992) y AP-lic-jun en células endoteliales(Dixit cx aL. 1988). Tambiénse ha descritouna

posible desestabilizacióndel mRNA de C/EBP producidapor el INFa (Ron ex al?. 1992).
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OBJETIVOS

En las enfermedadesactivas del hígado, las células inflamatorias infiltradas en este

órganoliberancitoquinasquepuedencontribuir a la fibrogénesis.Entreestascitoquinasestán

la IL-1 e IL-6. TOFf3, PDGF y TNFct. Esta última es sintetizadapor los macrófagosy

neutrófilos fundamentalmentey juega un papel importante en la modulación de numerosas

actividadescelulares.Por ello, los objetivosplanteadosen estatesisson:

1. Estudiarlos efectosdel TNFa sobrela producciónde colágenoen lipocitos;

2. Definir los mecanismos intracelulares implicados en la transducción de señal

desencadenadapor la unión del TNFrx a su receptor:

.i. Comprobar si el efecto del INFa se produce modulando la expresión del gen del

regionesprocolágenocz.(I). En este caso,localizar las del promotorde estegen responsables

de los efectosdel TNFa sobre la síntesisdel mRNA.
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3.1. MATERIAL

Les estudiosserealizaron en célulasde Ito (lipocitos) obtenidospor el Dr. M. Rojkind

(Nueva York. E.E.U.U.) de ratas cirróticas, tras la intoxicacióncrónica con CCI4, y cedidas

amablementepor él (Oreenwelex aL. 1991).

El medio de cultivo H-MEM. suero fetal bovino, L-glutamina, antibióticos y

aminoácidosno esencialesse obtuvieronde Flow (Irvine. Escocia,Reino Unido); los frascos

de Roux y las placasmultipocillos de Nunc(Roskilde,Dinamarca);el materialde plásticode

Costar(Cambrigde,MA. E.E.U.U.’~, y los filtros de Millipore (Bedford, MA. E.E.U.U.).

El factor necrosantetumoral a humanorecombinantefue de Oenzyme(Boston,MA,

E.E.U.U.j. Este productotiene una purezasuperior al 99%, determinadaen gel de SDS-

PACE. El procedimientode purificación incluye la precipitacióncon sulfato amónico y la

cromatografíade intercambiocatiónico.Una unidad se define como la cantidad de TNFa

requeridaparaconseguirla mitad de ¡a citotoxicidad máximade las células L929. 10,ug de

este producto se diluyeron con 9m1 de PBS. se alicuotaron y se congelaron a -70
0C

inmediatamente.Se evitó la descongelación/congelaciónmúltiple.

Los siguientescompuestosfueron obtenidosde AmershamInternational(Amersham,

Inglaterra.Reino Unido): D-threo-(dichloroacetvl-1 ~i4QChloranfenicol(actividadespecífica=

57mCi/mmol>: Deoxicitidina-5’-[a-<2P]trifosfato (actividad específica=3000Ci/mmol); L-

[‘4C]Prolina(actividad específica=264mCi/mmol): L-[5-3H]Prolina (actividad específica=

43Cimmol): Multiprime DNA labelling system y membrana de nylon Hybond~-N. La

[Meihvl-3H]Thvmidine (actividadespecífica=78,SCi/mmol), la L-[4-3H]Prolina (actividad

específica=23.2Ci/mmol)y el [‘2>I]TNFa humano recombinante (actividad específica=

3QuCijug) fueron de Du Pont-NewEnglandNuclear(Boston, MA, E.E.U.U.).

La agarosay el reactivoparala determinaciónde proteínasporel métodode Bradford

se obtuvieronde Bio-Rad (Richmond.CA. E.E.U.UJ. las columnasde Sephadex0-50 y el

poNdl-dC de ¡‘harmacia(Piscatawey.Ni. EE.UU.), las películasde autorradiografíaXAR-5

de Kodak (Rochester,NY. E.E.U.UJ. el kit de purificación de DNA Gene Clean de BIO 101
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Inc. (La dolía. CA. EE.UU.), el fenol saturadode Appligene (lllkirch, Francia),el kit de

determinaciónde LDH de Knickerbocker (Barcelona),la D-Luciferina de Promega,los

oligonucleótidosde Clontechy el líquido de centelleoempleadoparael contajede muestras

radiactivasfue Pico-Flúor 40 (PackardInstruments,DownersGrove,IL, E.E.U.U.).

Las enzimas de restricción utilizadas, la cloranfenicol aciltransferasay el acetil

coenzimaA fueron de BoehringerMannheimBiochemicals(Indianapolis.IN, E.E.U.U.).

El agar, la triptona y el extracto de levadurasutilizados para el crecimientode las

bacteriastransformadasse obtuvieronde Difco (Detroit, MI, E.E.U.U.).

Los solventesorgánicos(de gradoanalítico y las placasde cromatografíaen capafina

de gel de sílice fueron de E. Merck (Darmstadt.Alemania) y Scharlau(Barcelona).

El restode los reactivosutilizadosfueron de Sigma(Alcobendas.Madrid), exceptolas

toxinas de pertussisy del cólera, el inhibidor de nucleótidoscíclicos H-8 y el quelantede

calcio intracelularQuin-2AN’l. que se obtuvieronde Calbiochem(La dolía. CA, E.E.U.U.).

El plásmido COLCATI utilizado en los ensayosde transfección,y que contieneel

promotor del gen del procolágenocí1(1) de ratón fusionado con el gen de la cloranfenicol

aciltransferasafue cedidogenerosamentepor el Dr. LA. Brenner(SanDiego. CA, EE.UU.).

El clon bacterianoHB 101 transformadocon el plásmidopBR322vectordel cDNA

del procolágenoa1(l) de rata file cortesíadel Dr. D. Rowe (Connecticut,E.E.U.U.) (Lichter

ex al?. 1989).

3.2. CULTIVO DE LOS LIPOCITOS

Las células se cultivaron a 37
0C en H-MEM con HEPESsuplementadocon 10% de

suero de ternera fetal inactivado. 2mM glutamina. 1% de aminoácidosno esenciales,y

IÚÚUI/ml de penicilina ~ estreptomicina.

Tratamiento de las células

Paralos ensayosde unión a receptor.de transfeccióny de cuantificaciónde mRNA,
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los mediadoresse añadierona las concentracionesindicadasal medio de cultivo. En los

experimentoscon los inhibidores, el TNFcz se añadió despuésde al menosuna hora de

preincubacióncon el inhibidor sólo, y los inhibidores estuvieronpresentesdurante la

incubación.Las incubacionesfueron de 24 horas.

3.3. PRODUCCION DE COlÁGENO

El efecto del TNFct en el metabolismodel colágenoseexaminó adicionandoel factor

al cultivo celular en confluencia(en frascos Roux de 80cm2 con 10 ml de H-MEM

suplementadocomo va se ha indicado), duranteel tiempo de preincubación(16-20 horas).

Despuésde estetiempo. seañadieron0.2mM de ácidoascórbico(comocofactorde prolil y

lisiloxidasas) ‘~‘ lQuCi de L-[52H]prolina. y se incubó durante4 horas(Holt ex al?, 1984). El

marcajede las célulasterminó enfriandolas placasa 40C.

Las proteínascolágenas ~ no colágenasse determinaronpor el método de la

colagenasa(Peterkofsky & Diegelmann. 1971’). con algunas modificacionesposteriores

(Chojkier cx aL. 1980: Peíerkofskvcx aL. 1982: Flahert’¿& Chojkier, 1986’). La radiactividad

de las proteínassensiblesa la colagenasaVII ~ de las no sensiblessirvió para calcular el

porcentajerelativo de la producciónde colágeno.Esta radiactividadsemidió en un contador

de emisión (3.

3.4. PROLIFERACION Y CITOTOXICIDAD

3.4.1. Proliferación de los lipocitos

La proliferación de las células se determinó cuantificando la incorporaciónde [6-

3H]Timidina en el DNA. Les lipocitos se incubarondurante24h con el TNFct a las dosis

indicadas y 0.SyCi/ml de [6-3H]Timidina.Posteriormentese retiró el medio, se lavó la

monocapados veces con PBS frío, y se rasparonlas células. Las células se lisaron por

sonícación y el DNA se precipito con acido tricloroacético (concentraciónfinal= 10%).

Despuesde su centrifugación,los precipitadosde DNA se lavaron cuatro vecescon ácido
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tricloroacéticoal 10% y se disolvieron en NaOl-I 0.2N. La radiactividad en esta fracción

insoluble en ácidotricloroacéticoseutilizó como indice de la incorporaciónde [6-3H]timidina

en el DNA.

3.4.2. Evaluación de la citotoxicidad

El efecto citotóxico se estudiópor dos técnicasdiferentes:medianteel recuentodel

númerode lipocitos antes y tras las 24h de incubación con el TNFcí por la técnica de

exclusión con azul tripán al 0.1% (p/v), y determinandolos niveles de la enzima

citoplasmáticalactatodeshidrogenasaíLDH’), liberadapor las células al medio de cultivo

celular, utilizando un ensayocomercial.

.tS. MEDICION DE LA PROLINÁ INTR4CELULAR

Este estudio se realizó siguiendo a Flahertx’ ~ Chojkier (1986’). Las células fueron

incubadasen las mismascondicionesindicadasanteriormentey expuestasal INFa durante

24h. La síntesis de proteínas se marcó con LH]prolina. como se especificó en la

determinaciónde la producciónde colágeno.Pasadaslas 4h de incubación se eliminó el

sobrenadante.Las células se lavaron repetidasveces con PES hastaeliminar la prolina no

incorporada a las células. Tras ello se recogieron las células, se rompieron mediante

ultrasonido y se precipitaron sus proteínascon ácidotricloroacéticoal 10%. Las proteínasse

centrifugarona3000rpmdurante10 minutos.En el sobrenadantesedeterminóla radiactividad

de la [3H]prolinaintracelular.

3.6. DETERMINACION DE LA SECRECION DEL COLÁGENO

Esta medición serealizó medianteel marcajede los cultivos celularesen las mismas

condicionesindicadaspara la determínacionde la producciónde colágeno.Tras las 4h de

incubaciónse determinópor separadoel colágenoexistentefuera y dentrode las células,por

el métodode la colagenasa.La secreciónfue expresadaen forma del porcentajedel colágeno
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total que seencuentra fuera de las células.

3.7. DETERMINACION DE LA HIDROXILACION DE LA PROLINA

Esteestudioserealizósiguiendoel métododual de Chojkier el al? (1980),que se basa

en el marcajedel colágenosintetizadocon [3H]prolinay [14C]prolina,en proporción4:1.

Ambos isótoposson incorporadosal colágenoreciénsintetizadoen la mismaproporción4:1.

La hidroxilación de la [3H]prolinasupone la sustitución del tritio situado en posición 4-trans

porel radical hidroxilo, perdiéndosela radiactividaddependientedel tritio proporcionalmente

al grado de hidroxilación. La hidroxilación de la [‘4C]prolina no repercute sobre la

radiactividaddebidaa esteisótopo,ya que los átomosde carbonono sufrenmovilizaciónpor

la hidroxilación. La determinacióndel cociente‘H/14C en el colágenorefleja el grado de

hidroxilaciónsufrido por esta proteína.

El cálculo del grado de hidroxilación serealizaa partir de la fórmula:

- ~H/’4C en colágeno

% Hidroxilación = 3H/4C inicial en medio
0.69

3.8. TECNICA DEL “NORTHERN BLOT

’

3.8.1. Extraccióndel RNA

El RNA citoplásmicototal seaisló de lascélulasde Ito esencialmentecomodescriben

White y Bancroñ (1982’). usandoun tampónde lisis con NP-40. Posteriormente se realizaron

extraccionescon fenol:cloroformoparaeliminar las proteínasdel lisado.El RNA citoplásmico

serecuperamedianteprecipitacióncon etanol (Maniatisex aL, 1982).
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3.8.2. Preparación de las sondasde cDNA

El clon bacterianoHB1O1 transformadocon el plásmidopBR322vectordel cDNA del

procolágenocí~(I) de rata se crecio en medio LB broth. Las bacterias se recogieron por

centrifugación,se lisaron y se obtuvo el plásmidoamplificadomediantela precipitacióncon

isopropanol(ver amplificaciónde COLCATí, punto 3.11.1.). La sondaseobtuvo mediante

la digestióndel plásmido amplificadocon la enzimade restricciónPst 1. y se purificó con

Cene Clean.

La sondasemarcóisotópicamentecon [cx-’2P]-dCI’Pcon la técnicadel random primer

(Feinber& Vogelstein. 1983). Los nucícótidosno incorporadosse eliminaronpurificandola

sondamarcadapor cromatografíaen columnade Sephadex0-50. La actividadespecíficafue

aproximadamentede líO9 cpm¡ugde DNA.

3.8.3. Northern bInÉ

lQug del RNA citoplásmicose corrieron en un gel de agarosaal 1% segúndescribe

Thomas(198w. Las muestrasde RNA se transfirieronpor capilaridadcon 2OxSSCa filtros

de nylon (Hvbond V) durantetoda la noche. El ácido nucleico se fijó a la membrana

exponiendoésta5 minutosa la luz ultravioleta.Posteriormenteserealizó una prehibridación

de 2k a 65’~G en 7%SDS. 0.5M buffer tbsfato(pH 7.0) y SOyg/ml de DNA de espermade

salmónsonicadoy hervido. Los filtros de nylon sehibridaron durantetoda la noche a 650C

en la misma solucióncon 106 cpm.ml de la sondamarcada.Finalmentelos filtros se lavaron

tresvecesduranre10 minutoscon xSSC, 0.1%SDS(pH 7.0) a temperaturaambiente.y una

vezt20 minutos)con 0.lxSSC.0.1%SDS(pH 7.0) a 600C y se expusieron a película de rayos

X a -700C con pantallaintensificadora.La cuantificaciónserealizó pordensitometría.

3.9. ENSAYOS DE UNION DEL TNFa A SU RECEPTOR

Estosensayosse realizaronen cultivos en confluencia.Despuesde retirarel mediode

crecimiento,las célulasse incubaroncon variasconcentracionesde [i=SI]TNFQhumanoen
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MEM completo. Cuando fue preciso se añadieron distintas concentracionesde TNFc¡ no

marcadosimultáneamentecon el [12~I]TNFa.Despuesde 24h de incubacióna 40C. las células

se lavaroncuatrovecescon H-MEM completofrío y se solubilizaronen 0.1% de SOS. La

radiactividadse determinóen un contadorgamma.La unión específicaes la diferenciaentre

la unión total y la no específicaen presenciade un excesode 100 veces del TNFcí no

marcado.

En el estudiodel efectode los inhibidoressobrela unión del TNFcr a su receptor,las

célulasse preincubaron2h con el inhibidor, y se incubaroncon [i2SI]TNFa(400nM) durante

24h a 40C. El procesamientofue el va indicado.

3.10. TECNICA DEL RETARDO EN GEL IMobilltv shift assav

)

3.10.1. Preparaciónde ¡os extractosnucleares

Las célulasse incubaroncomo se indica en el punto 3.2. Transcurridaslas 24 horas,

las célulasse rasparona 4L)C. se lavaroncon PBS dos veces,y seresuspendieronen el tampón

A (lOmM HEPES pH-S %mM NaCí: 0.SmM sacarosa:lmM EDTA pH=8: 0.SmM

espermidina:Ú.I5mM espermina:0.5% Tritón X-100: lmM PMSF; 0.5uwml leupeptina;

0.5.ugiml pepstatina:0.2Uml apoprotina: 7mM mercaptoetanol),donde se incubaron 5

minutos a 40C. Posteriormentese centrifugaron, y el precipitadonuclear se recuperó en

tampón E (lOmM HEPES pH=8: 5OmM NaCí: 0.lmM EDIA pH=8; 0.SmM espermidina;

0.l5mM espermina:25% glicerol: lmM PMSF: 0.Spg/ml leupeptina:0.SygIml pepstatina;

0.2U/ml apoprotina;7mM mercaptoetanol),y se centrifugó inmediatamente,tras lo cual se

retiró el sobrenadantey se secóbien el precipitado.Esteprecipitadoseresuspendióen tampón

O (íOmM HEPESpH=8: 350mM NaCí: 0.lmM EDTA pH=8; 0.SmM espermidina;0.l5mM

espermina:25% glicerol: lmM PMSF: 0.Syg¡ml leupeptina;0.5ug/ml pepstatina;0.2U/ml

apoprotina: ?mM mercaptoetanoh.y se extrajo durante30 minutos a 4~C por rotación.

Transcurridoestetiempo se centrifugó la muestra,y en el sobrenadantesedeterminaronlas

proteinas(punto 3.12’).
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3.10.2. Ensayo de retardo en 2e1

El oligonucleótido específicode NF-KB, que conteníalas dossecuenciasconsenso

localizadasen el intensificadorde HIV-1 (Israel et aL, 1989), fué sintetizado por Promega.

Este oligonucleótido tenía la siguiente secuencía:

5’AGCITACAAGGGACVVFCCGCTGGGGAC1YfCCAGGGA

ATG3-rCCCTGAAACGCGACCCUrGAAAGGTCCUrCGA%

Esta sondase marcó isotópicamentecon [a-32P]-dCTPcon la técnica del random

primer (Feinber& Vogelstein. 1983).

Para determinarla unión de proteínasnuclearesa estasonda.3ug de proteinasde

extractonuclearse incubaroncon lng (5.104c.p.m.)de sonda,en presenciade dI-dC(2yg) y

de albúminade suerobovino 1 3ua) en 20u1 de tampón de reacción(7.lmM HEPESpH=8:

3SmM NaCí: ImM MgCI,: 0.5mM DTT: SOuM EDIA: 7.1% glicerol) durante15 minutos

a temperatura ambiente. Para comprobar la especificidad de la unión. se realizaron las

reaccionesde competiciónparalelas,con un excesode sondafría (long).

Las muestrasse analizaronen gel de poliacrilamida(5%) en 0.5% TBE a 15V/cm.

Posteriormenteel gel se seco a vacío, y se expusoa autorradiografía.

3.11. TECNICA DE LX CLORANFENICOL ACETILTRÁNSFERASA

3.11.1.Amplificación y purificación del plúsmido COLCAT 1

El plásmido empleadopertenecea la línea pUC. de 5.4Kb. y es resistentea la

ampicilina. Entre las secuenciasdel locus ‘Lac Z” y las del locus “O” existeun punto “Xba

1’. sensible a esta enzima de restricción, que es donde están insertas las secuenciasdel

promotordel procolágenou(l). seguidasdel gende la enzimacloranfenicolacetiltransferasa.

Las bacterias transformadas con este plásmido seencontrabanconservadasen glicerol

a -set. Estas bacteriasse crecieron inicialmente en 2m1 de caldo de cultivo universal.

Posteriormentesevertieronen un matrazde 2000m1conteniendolOOOml de mediode cultivo

LB broxh con ampicilina (5Qug.¡ml) y se dejaronunas4 horasa 370C en agitacióna 25Orpm,
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hastaque la densidadóptica a SSOnnisesitué entre0.4 y 0.5. En estemomentose frenó el

crecimientobacterianomediantela adición de cloranfenicol(85yg/ml)y semantuvoel cultivo

en las mismascondicionesduranteotras24h. En estetiempoel plásmidosemultiplica dentro

de las bacterias,pero no lo hacenéstas.Pasadoestetiempo, secentrifugaronlas bacteriasa

SOOOrpm.durante20 minutosa 40C. El sedimentobacterianosesometióa lisis alcalina(0.2M

NaOH.0.1%SOS) y enzimática(Zmg/ml lisozima),y seexpusoa 3M acetatosódico(pH 4.6)

durante20 minutos.Los restosbacterianosseeliminaronpor centrifugacióna l2SOOrpm,30

minutos y 40C. El sobrenadante(con el plásmido. el DNA bacteriano,el RNA y proteínas

bacterianas)se digirió con RNAasa (iug/ml) durante lb. Tras ello, se extrajo con

fenol/cloroformo (1:1; y/y). eliminándoselas proteínasbacterianasy el RNA. El DNA

plasmídicodel extracto~queconteníaDNA plasmídicoy cromosómico)se precipité con 1

volumen de isopropanol(lh. -200C1 recuperándosepor centrifugacióndurante20 minutosa

l2000rpm y 40C. El precipitadose disolvió en agua y se sometió a purificación mediante

ultracentrifugaciónen gradientede clorurode cesio. Se añadiólg de CsCI por ml de extracto.

Una vez disuelto eL CsCI se añadióa la mezclaUSmí de una soluciónde bromuro de etidio

(10mg~ml).Se centrifugoa 3(JÚÚrpm. durante15 minutosa 200C.El sobrenadantecon el DNA

plasmídicose ultracentrifugóa 44krpm durante48h a 200C.Tras esto,aparecierontres capas

teñidascon el bromurode etidio: la superiorcorrespondeal DNA cromosómicobacteriano,

la intermediaal DNA plasmídico.y otra en el fondodel tubo que esel RNA. Tras pegarun

celofánsobre el tubo de ultracentrifugaciónseclavarontres agujasen el tubo: la superiorse

destinóal pasodel aire, y otra por debajode Ja capade DNA bacterianopor la queseretiró

el DNA cromosómico.Una vez que seretiró la totalidadde esteDNA, se colocóuna aguja

inferior, ligeramentepordebajode la capaque contieneel DNA plasmídico.recogiéndosepor

ella este DNA.

El DNA plasmídicoconteníabromuro de etidio y CsCI. El colorantese eliminó

medianteextraccionescon un volumende alcohol isoamílico y el CsCI por diálisis con Tris-

EDTA a pH 8.0. y a 40C. El DNA asíobtenido seprecipitécon 1/10 de volumende acetato
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sódico 3M y 2.5 volúmenesde etanol.Se dejó a -200C duranteunashoras,secentrifugó, y

el precipitadose disolvió en agua. La concentraciónse determinómediantela lectura de

densidadóptica a 2óOnm y 2SOnm.

Este plásmido. así obtenido, se sometió a la digestión por diferentesenzimasde

restricción(Hind III y Pst 1). con lo que seobtuvieronvarios DNA quiméricos,linearizados.

Todos ellos tiene en comúnquesu extremo 3’ porta la totalidadde las secuenciasde la CAT.

Sin embargo.el extremo 3’ es diferentede unos a otros, ya que la región promotoradel

colágenotiene una longitud variable dependiendodel lugardondehayaactuadola enzimade

restricciónempleada.

3.11.2. Transfecciónde los ¡mocitos

Las células empleadaspara la transfecciónse deben hallar en fase de crecimiento

activo, tras habersido tripsinizadas~ sembradas24h antes.

Estos lipocitos en fase de crecimientoexponencialse tripsinizaron. se lavaron con

PES.~‘ se resuspendieronnuevamenteen mediocompleto.El contajede las célulasserealizó

por la técnicade exclusióncon azul tripán al 0.1%. (p/vY Por cadacondición experimental

se utilizaron:

1.- Células de Ito en crecimiento:5x10” células:

2.- DNA sonicadode espermade salmón:2Opgpor cada5x106 células;

3.- Yug de plásmido COLCAT1. COLCAT2 o COLCAT7 (los dos últimos. en los casosde

corte del plásmido COLCATí con las enzimas de restricción Hind III y Pst 1,

respectivamente),por cada5 millones de células.

La transfecciónse realizó medianteelectroporacióncon el equipode electroporación

automáticaCELLIECTELECTROPORATION SYSTEMS.de EurogentecSA.. La suspensión

celular, en medio completoy a 40C. sesometió a doble pulso eléctrico:

- el primerpulso se realizó a 700 voltios, una resistenciade 282Q y capacitanciade 40,uF.

Es importanteque el tiempo de la descargano sea menor de 1.3 mseg paraque la eficacia
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de la transfecciónsea óptima:

- el segundopulso lo realizamosfijando el voltaje en 150 V, 1200SFde capacitancia,siendo

la resistenciax,

Las célulasprocedentesde cubetastransfectadascon el mismo plásmidosereunieron

en un único tubo y sesembraronen los diferentesfrascosRoux. Tras 24h de cultivo a 370C

en condicionesestándar,seprocedióa retirar el medio, y a añadir medio fresco; en el caso

del estudiocon inhibidores,sepreincubaronlas célulastransfectadascon el inhibidor unahora

antesde la adición del INFa.

En el ensax’o de la actividad de distintas regiones del promotor se realizó

cotransfecciónde las construccionesCAl con 9yg de plásmido LTR-LUC por cada5.106

célulasen las mismascondicionesexpuestasanteriormente.

La actividad luciferasa se determinó en una alícuota de la suspensióncelular. Las

célulasse resuspendieronen lOQul de tampónde lisis pH 7.8 (2SmMTris base;SmM MgCI,;

lmN4 Dfl: 1% Tritón Y- 100: 1% BSA: 15% glicerol) y se determinóla actividad con un

luminómetroLUMAT LB 950/ (Berthold’), que inyecta lOQul de tampón de reacción(lmM

Luciferina: 2OmM ATP’).

3.11.3. Medición de la actividad cloranfenicol acet¡ltranst’erasa (CAT assav

)

Tras la incubaciónde 24h. se eliminó el medio de cultivo, se lavaron las célulascon

PBS. se rasparony secentrifugarona l2Krpm. 20 segundos.200C. El precipitadocelularse

resuspendióen Tris-CIR 0.25M (pH 7.5). Trasello. serompieronlas célulaspor sonicación

en hielo. Con la rotun de las células se logró que se liberase la enzima cloranfenicol

acetiltransferasaque hubieranpodido sintetizar.

Para medir la actividad de estaenzimase tomaron lO3.2Syl del lisado celular y se

combinaroncon Syl de ‘4C-cloranfenicol,2Opl de acetil coenzimaA 4mM y 2l.’75pl de Tris

2M (pH 7.41 Esta mezclase incubó a 370C durante2 horasparaque la enzimaexistente

pudieraacetilaral ‘4C-cloranfenicol. Estey sus derivadosacetiladosse extrajeroncon imí de
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acetatode etilo y centrifugacióndurante2 minutos a 12000g y 200C. Tras ello, setomaron

9OQul del sobrenadantede acetatode etilo y seevaporarona vacio. El sedimentoseco,donde

permanecenlos derivadosdel cloranfenicol,se redisolvieronen lOitI de acetatode etilo y se

aplicaronsobreuna lámina de cromatografíaen capafina de silicagel. El cromatogramase

desarrollóutilizando como liquido de elución 200m1 de cloroformo/metanol(190:10, y/y).

durante2h. Tras estetiempo se secóla cromatografíay se expusoa autoradiografíadurante

24h. a temperaturaambiente.Las marcasresultantesse leyeronpor densitometría.

La actividadcloranfenicol acetiltransferasase expresaen porcentajede cloranfenicol

total que seencuentraen forma acetiladapor 5.106células.

3.12. Determinaciónde la concentraciónde proteínas

La concentraciónproteica se determinópor el métodode Bradford (1976)utilizando

albúminade suerobovino (fracción V) como patrón.

3.13. TRATAMIENTO EST4DISTICO

Los resultadosse analizaron medianteel test de la de Student.aceptandocomo

significativaslas diferenciascon p<ú.05 (Colton. 1974’).

- 66 -



4. RESULTADOS



RESULTADOS

4.1. EFECTOS DEL TNFct SOBRE LA PRODUCCION DE PROTEINAS

COLAGENAS Y NO COLAGENAS

4.1.1. Producción de coldeeno

El TNFa (O.énMj provocaen cultivos de lipocitos un significativo descensoen la

producciónporcentualde colágenorespectoal total de proteínassintetizadasporesascélulas

(5.0+1.1 us. 3.7±0.9%;pc0.001).Esteefectoinhibitorio lo detectamostambiénen otras líneas

celulares(fibroblastoshumanosy células de la línea 313) (Fig. 1). La inhibición fue más

evidentey significativa cuandola concentraciónde TNFct en el medio fue mayor (1.2nM)

(5.0±1.1vs. 3.0±0.5%:p<O.OOl) (Fig. 2).

4.12. Producciónde proteínasno cola2enas

En teoría, un descensoen el porcentajede colágeno producidopuededebersetanto

a una disminución en la producciónde colát~enocomo a un ascensoen la de proteínasno

colá~enas.Sin embargo,la incorporaciónabsolutade [3H]proiinaa estasúltimas proteínasno

se modificó significativamente(con 0.6nM de INFa. 719+212 us. 748+5 dpm x 103/placa;

ns» (Fig. 31 mientrasque al mismo tiempo se comprobabaun descensode la incorporación

de la LH]prolina al colá~enodel 26% (36+6 Vs. 27+5 dpm x 103/placa.pc0.01).

4.2. EFECTOS PROLIFERATI VOS Y CITOTOXICOS

4.2.1. Proliferación

Uno de los efectos biológicos, bien conocido, del TNFa es el de inducir la

proliferacióncelular en cultivos. Existía por ello la posibilidad teóricade que la inhibición

de la producciónde colá~enono fueramásque la consecuenciade la desviaciónde la síntesis

proteica desde el colágeno, proteína funcional de exportación, hacia otras estructurales

intracelulares,necesariasparala proliferacióncelular.Porestarazón,medimoslos efectosque

tiene el INFa sobrela incorporaciónde la [6-3H]timidinaa las célulasen las condicionesen

que estabamosrealizandolos estudios.Este experimentonos mostró que el TNFa, en las
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condicionesen que sedesarrollanestosestudios,no influye sobrela proliferacióncelular.La

incorporaciónde [6-3H]tirnidinaa las células fue idénticaen las expuestasal TNFcx que en

las utilizadascomocontrol (Fig. 4).

4.2.2. Citotoxicidad

Tambiénes bien sabido que el TNFa se comportacomo citotáxico sobrealgunas

líneas celulares.Por ello, existía la posibilidad de que el descensode la producciónde

colágenoexpresasela reducciónde la viabilidad de esascélulasexpuestasal INFa. Con este

fin realizamosdos tipos de medicionesparadetectaresepresuntodañocelular:el recuento

de célulasantesy tras ‘4k de exposiciónal TNFa x’ el cálculo del porcentajede LDH celular

que se habíaliberadoal medio.

El descensodel númerode células tras 24k de exposición al INFa no se diferencia

significativamentedel que se observóen las célulascontrolesen ese mismo tiempo (Fig. 5).

Tampocose observóuna alteraciónen su morfologíacaracterística.

El porcentajede LDH en el medio de cultivo de las célulasexpuestasdurante24k al TNFa

no sediferenciésignificativamentedel de las célulascontroles(Fig. 6).

4.3. NIVELES INTRACELULARES DE PROLINA

La cuantía de colágeno producidapor una célula puedeestar limitada por la de

aminoácidosdisponibles.De éstos,el másrepresentativode esta proteína.y uno de los más

abundantes,es la prolina. Una ausenciade esteaminoácidoen el medio o un trastornoen su

transporteal interior de las células puedetraducirseen una menorproducciánde colágeno.

Por estarazón determinamosel efectodel TNFasobreel transportede esteaminoácidoa las

células.Para ello medimosla [3H]prolina(DPM) intracelular tras 24h de exposicióna las

células.La metodologíaseguidaparaello es la expuestaen el punto 3.5.

Como muestrala figura 7 no existíandiferenciassignificativasen el poot intracelular

de prolina entreambosgruposde células.
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4.4. SECRECION DE COLÁGENO E HIDROXILACION DE LA PROLINA

INTRACELULAR

El colágeno, una vez sintetizado en los ribosomas.sufre una serie de cambios

postraduccionalesque son imprescindiblesparasu secreción.Entreestoscambiosdestacala

hidroxilación de la prolina y de la glicina. Si la primera de estashidroxilacionesno se

produce.los péptidosde colágenono se unenentresí y el colágenono puedesersecretado.

Porello, un posible mecanismopara la inhibición de la producciónde colágenopudieraser

a través del bloqueo de la hidroxilación de la prolina. Para explorar este mecanismo

realizamosdos tipos de experimentos:(4.4.1.) Efecto del TNFa sobre la secreción del

colágeno. Esta medición detecta cualquier defecto postraduccional.incluido el de la

hidroxilación de la prolina. que pudieraser crítico para la secreciónde colágeno:(4.4.2)

Efecto sobrela hidroxilación de la prolina.

4.4.1. El efecto del TNFa sobrela secrecióndel colá2enose estudió determinandopor

separadoel colágenoexistentefuera ‘y dentrode las células.Como muestrala Fig. 8, el TNFa

no interfiere con los mecanismosnecesariospara la secrecióndel procolágeno.La tasade

secreciónde procolágenoen las células tratadascon TNFa fue idéntica a la de las células

controles.

4.4.2. La determinaciónde la hidroxilación de la prolina por el métododual (Chojkier et

aL. 1980) mostró que las célulasexpuestasal TNFa no sufrenmodificaciónsignificativa en

la hidroxilación del colágeno<Fig. 91

4.5. NIVELES DE mRNA DE PROCOLAGENO a1W

Dadoqueel TNFano modifica los mecanismosquesufrela moléculade procolágeno,

se procedió a comprobarsi la disminución en la producciónde colágenose debe a un

descensoen su síntesiso a un aumentoen su degradación.Paraello sedeterininóla cuantía

de mRNA de procolágeno cz1(l>. al ser éste el transcrito de colágeno producido

mayoritariamentepor los lipocitos en cultivo (Creenwelci al., 1991).
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Les nivelesde mRNA de procolágenoa1(I) de los lipocitos incubadosdurante24h con

0.ónM de TNFcx seredujeronen un 37% respectoa los controles(100±0vs. 64+15; pc0.OOl)

(Fig. 10). Además,el efecto inhibitorio es dependientede la dosisy del tiempo de exposición

al TNFx (Fig. 11 y Fig. 12, respectivamente).El mayorefecto inhibitorio seobtuvo tras24k

de incubación de los lipocitos con una concentraciónde TNFct de 0.6nM (Fig. 12). El

descenso en los niveles de mRNA de procolágeno inducido por el TNFa requiere

incubacionesprolongadas,aunquereviefle paulatinamente(posiblementepor la degradación

de la citoquina).

La disminución de la producciónde colágenoen lipocitos de cultivo tratadoscon

TNFa está,por tanto, asociadacon un descensoen el mRNA de procolágenoa~(l), lo cual

indica que estacitoquinaejerce su efecto inhibitorio, al menos,a nivel pretranscripcional.

Cuandobloqueamosla síntesisproteicacon cicloheximida(0.lmM) se observaque

desapareceel efecto inhibitorio del INFa sobreel mRNA de procolágenoa1(I) (Fig. 13).

Esto podría indicar que esprecisala síntesisdc ¡¡ovo de una proteínapara que seproduzca

el efectocompletodel TNFa.

4.6. MECANISMOS INTRACELULARES IMPLICADOS EN LA TRANSDUCCION

DE SENAL DEL TNFa

Unavez que secomprobóla disminuciónde mRNA, se investigaronlos mecanismos

utilizadospor el INFa para producir esteefecto.

4.6.1. Unión del TNFa a su receptor

La respuestacelularal TNFa se inicia con la unión de estacitoquinaa receptoresde

alta afinidadsituadosen la membrana(Oíd. 1985: Beutler& Ceramí. 1986; Scheurichet aL,

1986V

La unión del [‘
251]TNFxa sus receptoressigueuna cinéticasigmoidea,alcanzándose

la saturacióna la concentraciónde 400pM, que se correspondecon 10900+é9Ocpm(Fig. 14).
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4.6.2. Internalización

Algunos autores indican que el TNFct, antes de desencadenarsus actividades

biológicas,se internaliza en acidisomas(Ruff & Gifford, 1981; Tsujimoto el aL, 1986;

Mosselmansel al.. 1988; Smith el al., 1990; Yoshimuraet aL, 1990). Porello procedimosa

inhibir la internalizacióndel complejo receptor-TNFcxcon cloroquina(100MM). Sin embargo,

no se modificó el efecto estudiadodel TNFa. lo cual indica que este proceso no es

imprescindibleparaque se desencadenela inhibición de la síntesisde mRNA de procolágeno

ct1(1) (Fig. 15).

4.6.3. ProteínasG

Posteriormenteestudiamosel papelde las proteínasG. ya que sehan descritoefectos

del INFa en los que estasproteínasparecenestarimplicadas(Hepburnci al.. 1987; Yamato

u aL. 1989V La inhibición de la proteínaG acopladaal receptordel TNFa mostróque se

trata de una proteínaG sensiblea toxina pertussis.Existe un bloqueodel efecto inhibitorio

del TNFa sobre los niveles de mRNA de procolágenoa1(I) cuandolas células han sido

preincubadascon lOng/ml de toxina pertussis24h antesde tratarlascon TNFa (Fig. 16).

Tambiénse estudióla sensibilidadde la proteínaO a la toxina colérica(O.4ug/ml).La

activación de estaproteínaeleva los niveles de cAMP, cuyos efectossobre la síntesisde

colágenosonclaramenteinhibitorios (Perrci aL. 1988).de forma similar a la del TNFa. Sin

embargo,el efectode estatoxina era aditivo con el efecto del TNFa. lo cual indicaría que

la proteínaG estudiada,en principio, no activa la adenilarociclasa,sino que son dos vías

independientes(Hg. 16).

Ningunadc las dos toxinas modificó la afinidad del TNFa por sus receptores.

4.6.4. Vía de la fosfolinasaA. y del uieido arapuidonico

Las proteínasG puedenestaracopladasa la fosfolipasaA,. Numerososautoreshan

observadoqueel TNFainducela activaciónde estaenzimay que sucitotoxicidaddesaparece
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al inhibiría (Matthews a al.. 1987: Clark ci aL, 1988; Nealeci aL. 1988: Spriggsei al.,

1990). Algunos productosde la acción secuencialde la PLA, y de la ciclooxigenasa.las

prostaglandinas,ademásde sermediadoresde distintosefectosbiológicos del TNFcz (Dayer

el aL. 1985),puedeninhibir la síntesisde colágeno(Vargael aL, 1987).Porestoestudiamos

la capacidaddel TNFa de inducir la activación de la PLA,. Para ello utilizamos como

inhibidoresdirectosde estaenzimael BPB (20,uM) y la quinacrina(2pM), y comoinhibidor

indirecto la dexametasona(0.8uM). La diferenciaentre ellos esque la última dependede la

síntesisproteicapara ejercersus efectos~.ya que los corticosteroidesinducen la síntesisde

proteinascomo las lipocortinas.capacesde inhibir la PLA, (Davidsonez aL. 1987).

Con ninguno de los tres inhibidores utilizados observamosel bloqueo del efecto

inhibitorio del INFa sobreel mRNA de procolágenocí1(I) (Fig. 17).

La síntesisde ácidoaraquidónico.en la mavoriade las células,dependede la actividad

PÍA,. Sin embargo,estemetabolitopuedeoriginarsea partir del diacilglicerol (Maucoel al.,

19841 y aunquela PLA. no esté implicada, puedeexistir una activación de la lipoxigenasa

o de la cicloxigenasapor accion del TNFa. De hecho, se ha descrito que en células

quiescentesadipogénicasel TNFct causala inducción de los protooncogenesc-fos y c-jun

mediantelos metabolitosgeneradospor la lipoxigenasa(Changel aL. 1992).

La inhibición de la lipoxigenasaserealizócon NDGA (24uM) y la de la cicloxigenasa

con indometacina(lOOuM). En ninguno de los dos casosencontramosevidenciasde la

implicación de estas vías en la transducción de señal del TNFa. En el caso de la

preincubacióncon indometacinaseobservaun ligero aumentoen los niveles de mRNA de

procolágenocx~(l); sin embargo,esteinhibidor, por sí mismo,escapazde aumentarde forma

considerable los niveles del transcrito estudiado respecto al nivel basal (produce un

incremento del 66%). probablemente por inhibición de la síntesis endógena de

prosraglandinas.Tomandocomocontroleslos nivelesde mRNA de procolágenode las células

tratadascon indometacina.el porcentajede niRNA de las células tratadascon TNFa e

indometacinasigue disminuido (57% de inhibición con INFa respectoa los controlessin
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tratar vs. 59% de inhibición con TNFa e indometacina respecto a los controles de

indometacina)(Fig. 18). Además,la indometacinadisminuyóen un 38.9%la unión del TNFcx

a su receptor.Aunqueno se ha comprobadola relación entreel númerode receptoresy el

efectode la citoquina. no sepuededescartarque un descensoen la unión searesponsablede

la menorrespuestaal TNFcí obtenidaen célulaspreincubadascon esteinhibidor.

4.6.5. Vía de la fksfolipasaC

La proteínaG sensiblea toxina pertussistambiénpuedeactivaruna fosfolipasaC. El

bloqueode la PI-PLCcon neomicina(250pM) no alteró el efectodel TNFasobrelos niveles

de mRNA de procolágeno(flg. 19).

La fosfolipasaC tambiénpuedeactuarhidrolizandola fosfatidilcolinade la membrana

celular. Sin embargo,el EFE (inhibidor de la PLA. quetambiénescapazde bloquearla PC-

PLC insensibleal calcio> no modificó el efectoestudiadodel TNFa.como va seha indicado

(Hg. 17).

Otro inhibidor de distintas fosfolipasases la gentamicina(Floru u aL, 1991). La

gentamicina(Suwml) anuló completamentela disminución producidaporel INFa sobreel

mRNA de procolágeno(Fig. 19).

Estos resultadosindican que la proteínaC activadaporel TNF está acopladaa una

fosfolipasa.Estaenzimano pareceperteneceral grupode la PLA,, ni al de la PI-PLC, ni ser

una PC-PLCindependientede calcio, ya que no essensibleni a la neomicinani al BPB, pero

si a la gentamicina.

Dos segundosmensajerosimplicadosen la transducciónde señalde muchosagonistas

son el diacilglicerol (DAG). activador fisiológico de la PKC, que traslocaestaenzimadel

citosol a la membrana,y el Ca> intracelularlibre.

4.6.5.1. Calcio intracelularlibre

Les nivelesde Ca> intracelularlibre puedenincrementarsemediantela movilización
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de este ion desdelos almacenesintracelulares,o mediantesu entradaa travésde canalesde

calcio dependientesde voltaje localizadosen la membranaplasmática.

Por otra parte.el calcio disminuye la síntesisde colágenoen fibroblastoshumanos

(Flaherty & Chojkier. 1986),siendo por ello un posibleefectorde la inhibición del mRNA

estudiado.

El tratamientode los lipocitos con el ionóforo A23187 (10pM), que libera Ca> del

retículo endoplásmico,produceun descensoen los nivelesde mRNA de procolágenoct1(I).

Esteefecto essinérgicocon el producidopor el INFa (Fig. 20).

Un aumentoen los nivelesde Ca> tambiénpodíadebersea que el TNFaactivaselos

canales de Ca>. y permitiera la entrada de este ion. Para investigar esta posibilidad,

procedimosa bloquearlos canalesde calcio de la membranacelular con verapamil(lOmM).

Estetratamientodió lugar, en las célulascontroles,a un aumentode la síntesisde mRNA de

procolágeno.como cabía esperar.Sin embargo,cuando se adicionó TNFa a las células

tratadascon este agente,se observaque el efecto inhibitorio de la citoquina no sólo no

desaparecía,sino que es mucho mayor (Fig. 20>. Estos resultadossugieren que el efecto

inhibitorio del TNFa no dependedel calcio extracelular.

Porello procedimosa eliminar en lo posibleel efecto del calcio intracelular.Aunque

generalmentese realiza quelando el calcio extracelular con EGTA e impidiendo la

movilizacióndel intracelularcon Quin-2o TMB-8 (hidroclorurode 8-(dietilamino)octil-3,4,S-

trimetoxibenzoato)(Hasegawa& Bonavida. 1989). en cultivos de células adherenteseste

sistemada lugar a una mortalidadelevada,debido fundamentalmentea la eliminación del

calcio extracelular.Para evitar este efecto tóxico modificamos estatécnica, impidiendo la

entradade Ca> extracelularcon verapamil.Los lipocitossepreincubaron2h con Quin-2/AM

(4OuM) y verapamil(IOmM). La efectividaddel sistemase estudióadicionandoa las células

tratadascon estosdos inhibidoresmelitin (lpgIml); este agenteincrementala concentración

de Ca> libre (Mix ci aL. 1984: Hasegawa& Bonavida. 1989). El incrementoinducido por

el melitin fue anuladoporel efectodual del Quin-2/AM y del verapamil(Fig. 21a).
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Una vez comprobadoel funcionamientode la inhibición, adicionamosINFa a las

célulaspreincubadascon Quin-2/AM y veraparnil.La inhibición de los nivelesde mRNA de

procolágenoa1(I) producidapor la citoquinase redujo, alcanzándoseel nivel que presentan

las célulastratadassolamentecon los inhibidores(Fig. 21b).

Hay que indicar que ninguno de los agentesutilizados (ionóforo A23187,verapamil,

Quin-2/AM) modificó la unión del TNFcx al receptor.

4.6.5.2. Calmodulina

Muchas de las acciones intracelularesdel calcio tienen lugar por su unión a la

calmoclulina(England.1986).Además,el efectocitotóxico del TNFaha sido relacionadocon

estaproteínaampliamentedistribuida y con gran afinidad por el calcio (Das ci aL. 1990).

Porello, al observaruna posible implicación del calcio en la disminucióndel mRNA

de colágeno. comprobamosel efecto de distintos inhibidores de la calmodulina. El

calmidazolium(lOuM), el TE? (lOuM) y el W-7 (1QuM), todos ellos inhibidores de esta

proteina.presentanun efecto estimulantede la síntesisde mRNA de procolágenoa1(I). La

respuestaal INFa en las células tratadascon estos inhibidores, en todos los casosfue un

incrementoen los nivelesde estemRNA. aunqueno se anulóel efectode estacitoquina(Fig.

22). El aumentoobservadono esatribuible a una modificación en el númerode receptores

de INE.

4.6.5.3. Protein«uinasaC

Ot as proteínasdependientesdel Ca> intracelularsonvarias isoformasde la PKC.

Como va se ha indicado, el activadorfisiológico de la PKC esel DAG. La activación de la

PKC en nuestro estudioera bastanteprobable,ya que el DAG es un segundomensajero

generadopor la acciónde distintostipos de fosfolipasas.

Aunque el papel de la PKC en la transducciónde señal del TNFa es actualmente

motivo de controversia,algunosefectosde estacitoquina sobre la regulación de distintos
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genesno se producenen presenciade inhibidores de esta enzima (Sehgal et aL, 1987;

Hamamotoel aL, 1990; Cao el al., 1992). La adición de dos inhibidores clásicosde esta

enzima, el H-7 (5O,uM) y la estaurosporina(0.5pM), no evitó el efecto del TNFa sobreel

mRNA estudiado.Es más,estosinhibidoresdisminuyenlos nivelesde mRNA de procolágeno

a1(I) por sí mismos,y las células preincubadascon los inhibidores respondenal INFa con

un descensomayor en los nivelesde estetranscrito(Fig. 23). La unión de la citoquina a su

receptorno se alteró con ninguno de los dos inhibidores utilizados.

Estosresultadosindicaríanque la PKC no es mediadorade los efectosinhibidoresde

la síntesisde estemRNA.

Ya que no fue posible descartarla activación de una PKC por el DAG, también se

estudióla posible metabolizaciónde DAG a AA. inhibiendo la DAG lipasacon RHC80267

(SQuM): sin embargo.comoera de esperarpor los resultadosobtenidoscon los inhibidores

de la ciclooxigenasay de la lipooxigenasa.estavía metabólicano estáimplicadaen el efecto

estudiado(Fig. 24).

4.6.6. Vía de la adenilato ciclasa

Como ya se ha indicado, la proteínaO estudiadano es sensiblea toxina colérica,ya

que el efectode estatoxina esaditivo al inducido por el TNFa. Sin embargo,no sepuede

descartaruna activación indirecta de la adenilatociclasani un aumentoen los niveles de

cAMP. De hecho, es posible que la adenilato ciclasa se active por la acción de una

calmodulina(England.1986).

La producciónce colágenoen fibroblastoshumanosdisminuyeen relaciónconniveles

elevadosde cAMP (Baum el al.. 1978), y el TNFa en algunos casoseleva estosniveles

(Zhangel aL. 1988).

Por ello, procedimosa comprobarque acción teníaestesegundomensajerosobreel

mRNA de procolágeno.La activación de la adenilatociclasacon forskolina (100pM) y la

adición de un análogodel cAMP. el 8-bromo-cAMP(lmM) dan lugar a una disminuciónen
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el mRNA de procolágenocx~(I). El efectode estoscompuestosessinérgicocon el del TNFc¿

(Fig. 25). Esto indicaríaque la activación de la adenilatociclasa es una vía paralelaa la

utilizada por el INRi.

Hay que reseñarque en los lipocitos utilizadosen esteestudiolos niveleselevadosde

cAMP inducidos por la forskolina y por el 8-bromo-cAMP no aumentanel número de

receptores.Dado que sólo el receptorde TNF de 75kD (TNF-R2) es sensibleal cAMP

(Hohniannci aL, 1990),es bastanteprobableque la mayorpoblaciónde receptores(si no la

única)en estascélulassea de SSkD (TNF-R1).

La inhibición de proteinquinasasdependientesde cAMP medianteH-8 (50,uM) da

lugar a un aumentoen los niveles basalesdel mRNA estudiado,como era de esperar,y

reviene en parte los efectosdel INRi sobreeste transcrito (Fig. 26). Esto indicaría que es

posible que exista una activación ligera de una PICA, aunque esta enzima no sea la

responsabledirectadel efecto inhibitorio del TNFa.

4.6.7. Implicación de NF-KB en la señal ¡nducida por el TNFa sobre los lipocitos en

cultivo

El TNFa es uno de los pocos inductores fisiológicos del NF-KB. factor de

transcripciónpíciotrópicoimplicado en muchasde las accionesde estacitoquinasobretipos

celularesmuy diversos.

Existen numerososgenesque presentansitios de unión a NF-KB. Por ello se ha

sugeridoque este factor de transcripciónrepresentael sistemade ‘<tercerosmensajeros’mas

importante utilizado por las señale; regulatoriasde genesdesencadenadaspor el INFa

(Meichle ci aL. 1990).

Como ya se ha indicadoen la introducción,el mantenimientode la actividad NF-KB

requierela síntesisproteicacontinuadade estefactorde transcripción.Ademásde la síntesis

proteica,su expresióntambién requierede la presenciacontinuadadel TNFa (Hohmannez

al.. 1991).Estasdoscaracterísticastambiénson precisasen la regulaciónde la expresióndel
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gen del colágenoa1(I).

Porestasrazonesestudiamosla posibleactivación de NF-KB inducidapor el TNFcx

en los lipocitos en cultivo, mediantesu incubacióndurante24h con y sin la citoquina.

El ensayode retardo en gel mostró que los lipocitos en condiciones basalesno

presentanNF-KB activado,como cabía esperar.Sin embargo,el tratamientoprolongadode

las células con TNFx (0.ánM) inducela expresiónde estefactor de transcripción(Fig. 27).

Existennumerosossegundosmensajerosqueson inductoresde NF-KB. Dadoque los

efectosdel TNFcx sobreel mRNA de procolágenocí1(I) parecíanestarmediadospor el Ca
2~

libre intracelular liberado de los almacenesintracelulares,procedimosa comprobarsi este

mismo mediadorestabaimplicado en la expresiónde NF-KB.

Para ello bloqueamosla entradade calcio extracelularcon verapamil (lOmM) y

quelamosel calcio libre intracelularcon Quin-2/AM (4QuM). Estetratamiento,en las células

controles,no induce la activación del factor de transcripciónestudiado,pero en las células

tratadas con TNFa (0.6nM) elimina casi totalmente la bandacorrespondientea NF-KB

(Hg. 27).

Estos resultadosconfirmaríanel importantepapelquejuegael Ca>procedentede los

almacenesintracelularesen la señaldesencadenadapor el TNFa en los lipocitos en cultivo

y. aunqueno hemosestudiadosi existe una relacióndirectaentre NF-KB y el promotordel

gende procolágenoa
1(I). no sepuededescartarla implicaciónde estefactorde transcripción

en el efectoestudiado.

4.7. EFECTOS DEL TNFa SOBRE L L PROMOTOR DEL GEN DEL

PROCOLAGENO cz(I) MURINO

El descensoen la producciónde colágeno.como se ha visto en el punto 4.5., está

asociadocon la disminución en el mRNA de procolágenoa1(I). Esto indica que el TNFa

tiene un efecto inhibitorio pretraduccionalsobrela síntesisde colágeno.

La regulación de la expresiónde los genes de los distintos colágenosse produce
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fundamentalmentea nivel transcripcional(Bornstein& Sage, 1989).

La accióndel TNFci sobreel promotorde procolágenoa1(1) seestudiótransfectando

los lipocitos con el plásmido circular COLCATí. Este plásmido contieneun fragmentode,

aproximadamente,3.6kb que correspondeal promotoríntegrodel gen del procolágenoa1(I).

El tratamientocon TNFadurante24k de las célulastransfectadascon el plásmidoCOLCATÍ

produjo una marcadainhibición de la actividadcloranfenicol aciltransferasa(Fig. 28). Estos

resultadosconfirman la hipótesisde que la citoquinaestudiadaejerce una modulaciónde la

síntesisde colágenoa nivel transcripcionalmediantela inhibición del promotordel gen de

procolágeno.

4.8. REGIONES DEL PROMOTORSOBRELAS OUE ACTUA EL TNFa

El estudiode la región. o regiones,del promotor implicadasen la inhibición de la

transcripcióndel gen estudiadose realizó cortandoeste promotorpor dos puntossensiblesa

enzimasde restncc¡on.

La enzimade restricciónFUnd III cortael promotora 2300bppor encimadel origen

de transcripción.perdiéndoselas l400bp distales. aproximadamente.y linearizándoseel

plásmido. A la secuencíaobtenida por la digestión del COLCAII con esta enzimase le

denominaCOLCAT2.

El corte del plásmido COLCATí con la enzima de restricción Pst 1 elimina

aproximadamentela región del promotorlocalizadapor encimade -1700. perdiéndoseunas

2000bp distales.A esteDNA lineal obtenido por digestión de COLCAIl con Pst 1 se le

denominaCOLGAT7.

Para analizarla basemolecularde la inhibición inducidapor el TNFa es importante

identificar los mecanismosque modulan normalmenteel gen de procolágenoct1(I). Por ello,

se procedióa determinarel efectode cadauna de las tres regionesdel promotorde estegen

sobrela expresiónde la cloranfenicolacil transferasaen los lipocitos en cultivo. Con estefin,

se realizó la cotransfecciónde cadauno de los DNA quiméricos(COLCAT1, COLCAT2 y
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COLCAT7) junto con plásmidoLTR-LUC. En el lisado celular obtenidosegúnse especifica

en ‘<Material y Métodos’ se determinóla actividadCAT, y en una alícuotase cuantificó la

actividad luciferasa.Estaúltima seutilizó paranormalizarla actividad CAl en función de

la eficacia de la transfección.Como se observa en la figura 29, las 1400 pares de bases

eliminadascon el cortecon Hind III apenasmodificanla expresiónde la CAl (porcentajede

acetilación:32% con COLCAIl vs. 29.3% con COLCAT2). Sin embargo,la secuenciade

600 pares de basesentre los puntos Hind III y Pst 1 es una región inhibidora de la

transcripción del gen de procolágenoa1(I), ya que el grado de acetilaciónobtenido en las

célulastransfectadascon COLCAT7 eramuy superioral de las transfectadascon COL~AT2

(29.3%con COLCAT2 vs. 44.5% con COLCAT7I.

Posteriormenteestudiamosel efectodel TN’Fct sobreestastres regionesdel promotor.

Cuando los ipocitos fueron transfectadoscon COLCAT2. el efecto inhibitorio del TNFa

descrito sobre COLCATí no sólo no desaparecía,sino que era mucho más potente. Sin

embargo,en las células transtectadascon COLCATY el INFa incrementóel porcentajede

acetilaciónrespectoa su control (FL. 30).

Estosresultadosindican que. aunqueel efecto resultantede la acciónde estacitoquina

sobre la transcripcióndel gen estudiadosea inhibidor, el INFa ejerce una estimulación

potentede la región del promotorcomprendidaentre el origen de transcripcióny l700bp por

encimade éste.

4.9. VíAS MODULADORAS DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE

PROCOLAGENO ajE MURINO

El estudiode la inhibición de la transcripción del gen de procolágenoa1(I) serealizó

sobrecélulas transfectadascon COLCAT2, ya que los resultadosexpuestosanteriormente

indicabanque era estaregión del promotor la másdirectamenteimplicada en la respuesta

inhibitoria de la síntesisde colágenoinducidapor INFa.

En los lipocitos transfectadoscon COLCAT2 seestudiaronlas vías del calcio y del
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cAMP, dado que los resultadosobtenidospor la técnica del Northern blot apuntaronla

posibilidad de que ambasvías estuvieranimplicadasen el efecto inhibitorio estudiado.

El tratamiento de los lipocitos transfectadoscon COLCAT2 con 8-bromo-cAMP

produjo un incrementoen el grado de acetilacióndel cloranfenicol, mientras que el H-8

(inhibidor de PKA) potenciabaaun más el efecto inhibitorio del TNFct (Fig. 31). Estos

resultadosindicarían que el cAMP, y la proteinquinasadependientede cAMP, si son

mediadoresdel efectodel TNFx sobrela síntesisde colágeno,no actúanen estaregión del

promotor.

Sin embargo.al añadir ionóforo de calcio A23187 a las células transfectadasse

observóque el calcio tenía la capacidadde inhibir la trascripcióndel gen de procolágeno

actuandosobreestaregión (Hg. 31). Estos resultadosapoyanclaramentela implicación del

calcio en la inhibición de la síntesisde procolágenoa1(I) inducidaporTNFa.

Como ya se ha indicado, cuando las células se transfectaroncon COLCAT7 y se

trataroncon TNFcx existía unaestimulaciónde la acetilacióndel cloranfenicol marcado.Este

efectoestimulantedesapareciócuandolos lipocitos trasfectadoshabíansido preincubadoscon

H-7 (inhibidor de la PICO>. Además,el PMA tambiénes capaz,como el INRi, de estimular

la transcripciónen estaregión del promotor(Fig. 32). Parececlaro,por ello, que la PKC es

un segundomensajeroactivadopor el TNFa en nuestrascélulas,aunquesu papel másbien

seríaestimulantede la síntesisde colágeno.Estepapel activadorde la PKC explicaríaque

los niveles de mRNA de procolágenoa1(I) disminuyan cuandoel TNFcx actúa en lipocitos

preincubadoscon los inhibidores de PKC, ya que éstos estaríananulando una vía de

estimulaciónde síntesisde colágenoutilizada tambiénpor el TNFa. De estaforma, sóló

estaríapresentela vía o las vías inhibitorias de esta síntesisactivadaspor el TNFa.
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Fig. 1- Erecto del TNFa sobre la producción de colágeno en lipocitos, flbroblastos

humanos y en células 3T3.

Les cultivos celularesse incubaron durante 24 sin y con TNFa (0.ánM), y se

marcaroncon 10,uCi de L~[5~SH]prolina durante 4 horasen presenciade ácido ascórbico

(O.niM). La producciónde proteínascolágenasy no colágenasse calculó a partir de la

radiactividadpresenteen las fraccionessensibles~‘ no sensiblesa la colagenasa.Les valores

son la media+desviaciónestándarde. al menos,tres experimentosindependientes(pc0.001).
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Fig. 2. Inhibición de la producción de colágeno por los ¡ipocitos tras su exposición a

distintas concentracionesde TNFz durante 24 horas.

Les lipocitos en cultivo se incubaroncomo se indica en la Fig. 1. El grado de

producciónde colágenosecalculé a partir de la radiactividadde las fraccionessensiblesy

no sensibles a la colagenasa.Los resultadosson la media+desviaciónestándarde tres

experimentosdiferentes(pcO.OOl).
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F¡g. 3. Erecto de distintas concentraciones de TNFcx sobre la producción de proteínas no

colégenas por los lipocitos en cultivo.

Las células se trataron como se indica en (a Fig. 1. La producciónde proteínasno

colágenassedeterminómidiendola radiactividad de la fracción no sensiblea la colagenasa.

Les resultadosson la media+desviaciónestándarde tres experimentosdiferentes(ns.).
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Fig. 4. Efecto del TNFz sobre la prolil’erac¡ón celular.

Les cultivos celularesse incubarondurante24 horassin y con las concentraciones

indicadasde TNFCZ en presenciade 0.5,uCi/nil de [6-3H]timidina.La síntesisde DNA se

calculó a partir de la radiactividadpresenteen la fracción insoluble en ácidotricloroacético

(10%V Los valores son la media+desviaciónestándarde un experimentorealizado por

duplicado.
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Las células se incubaron durante24 horas con las dosis de TNFCI indicadas. El

recuentode célulasviablesse realizó por la técnicadel azul tripán(0.1%). Los resultadosson

la media+desviaciónestándarde un experimentorealizadopor triplicado.
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Fig. 6. Efecto del TNFa sobre la liberación de LDH al medio de cultivo.

Las céluiasse incubaron24 horascon el TNFa.PosteriormenteserecogióeJ medio,

y las célulasse rasparony sesonicaron.La determinaciónde la LDH en las célulasy en el

medio de cultivo se realizó utilizando un ensayo comercial. Los resultadosexpresanel

porcentajede la LDH liberada, y correspondenal valor medio+desviaciónestándarde un

experimentorealizadopor duplicado.
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Fig. 7. Niveles de prolina intracelular en células tratadas con TNFa.

Las células de Ito se marcaroncon L[5-3H]prolina como se indica en la Fig. 1. Tras

ello, se recogierony se lavaron con PBS. La cantidadde prolina intracelularsedeterminóa

partir de la radiactividaddel sobrenadanteobtenidoen la precipitaciónde las proteínascon

ácidotricloroacético(10%).
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Fig. 8. Efecto del TNFci sobre la secreción del colágeno.

Les cultivos celularesseincubaron24 horassin y con TNFct (1.2nM), y se marcaron

en las mismascondicionesindicadasen la Fig. 1. Tras ello, sedeterminaronporseparadoel

colágenosecretadoal medio de cultivo y el colágenocelular, por el métodode la colagenasa.

Les resultadosexpresanel porcentajede colágenosecretado.
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F¡g. 9. Erecto del TNFcx sobre la hidroxilación de la prolina.

Las célulasse incubaron24 horassin y con INFa (1.2nM), y semarcarondurante4

horas con lQuCi de L-[5-3H]prolina y 2flCi de L-[’4C] prolina, en presenciade 0.2mM de

ácidoascórbico.El gradode hidroxilación se calculó a partir de la radiactividadpresenteen

la fracción sensiblea la colagenasa.aplicando la fórmula indicada en el punto 3.7. Los

resultadosson la media+desviaciónestándarde. al menos,tres experimentosindependientes.
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F¡g. 10. Efecto del TNFa sobre los n¡velesde mRNA de procolágeno a1(I) en las células.

Los cultivos de lipocitos se trataronsin y con TNFa (0.énM)durante24 horas.1O~g

del RNA citoplásmicosecorrieronen gel de agarosa/formaldehído(1%) y se transfirieronpor

capilaridad a un filtro de nylon. Les filtros sehibridaron con la sondade procolágenoa1(I)

marcada.Los filtros se expusierona películade rayosX a -70
0C. Resultadosobtenidosde,

al menos,tres experimentosindependientes(pcO.OOl’).

- 92 -



RESULTADOS

1 20

oz
‘Ji

4
-Jo
(a
o
o.
o
4z
F

loo

80

60

40

20

o

0f1(I)

Concentración de TNF

Hg. 11. Efecto de distintas concentraciones de TNFi sobre los niveles de mRNA de

procolágeno a1(I) en las células.

Las célulassetrataronsin y con distintasconcentracionesde TNFa durante24 horas.

La técnicaempleadaen el experimentoes la indicadaen la Fig. 10.
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Fig. 12. Modificación de los niveles de ¡nRNA de procolágeno a1d) en células de Ito tras

su exposición al TNFa ~O.6nM)durante distintos tiempos.
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Fig. 13. Análisis del mRNA de procol&igeno a1(I) de lipocitos tratados con TNFa y

ciclohexim¡da.

Los lipocitos se incubaron24 horascon H-MEM suplementadocon 10% de suerode

ternerafetal. glutaminay aminoácidosno esenciales,con TNFa(0.énM),con TNFa (0.6nM)

y cicloheximida(100,uM1 y con cicloheximida(100,uM).
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Fig. 14. Unión del TNFa a sus receptores de membrana.

Los lipocitos confluentesse incubaroncon distintas concentracionesde [~25I]TNFay

un excesode 100 veces de TNFcx durante24 horas a 40C. Posteriormentese lavaron las

células con H-MEM completo frío, y se lisaron con SDS (0.1%). La radiactividad se

determinéen un contador gamma. Resultadosobtenidosde un experimentorealizadopor

duplicado.
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Fig. 15. Inhibición de la internalización del TNFct con cloroquina.

Les lipocitos en contluencia se preincubaron 2 horas con cloroquina (100pM), y se
incubaron24 horascon medio completo,y con TNFa (0.ónM).
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flg. 16. Efecto de las toxinas ADP-ribosiiantes sobre las proteínas G.

Les cultivos celularesse preincubaron24 horascon toxina pertussis(lOOng¡ml), y 2

horascon toxina colérica (0.4pgIml>. y se incubaron24 horascon medio completo,y con

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

a. Control de la inhibición ejercida por el BPB. utilizando el melitin (lyg/ml) como

estimulantede la PLA,.

b. Los lipocitos confluentes se preincubaron con BPB (2OpM), quinacrina (2yM) y

dexametasona(O.8uM) durante 2 horas. Transcurrida la preincubación.las células se

incubaron24 horascon medio completoy con INRi (0.6nM).
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Efecto de la preincubaciónde los cultivos durante2 horascon NDGA (24uM) y con

indometacina(100pMV Posteriormentelos lipocitos se incubaron 24 horas con medio

completoy con TNFa (0.6nM’).
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Fig. 19. Inhibición de la fosklipasa C.

Los lipocitos se preincubaron2 horas con neomicina (250pM) x’ con gentamicina

(5pQ’ml). y se incubaron24 horasen medio completo x’ con TNFa(0.6nM).
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Les lipocitos confluentes se preincubaron2 horas con verapamil (lOmM) y se

incubaron24 horascon medio completosin y con TNFa (0.ánM) y con ionóforo A23187

(10pM).
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F¡g. 21. Efecto del TNFa sobre la movilización del calcio.

a. Control de la inhibición ejercidapor el verapamily el Quin-2/AM, utilizando el melitin

(lpg/ml) como inductorde la liberación de C+~ de los almacenesintracelulares.

b. Los lipocitossepreincubaron2 horascon Quin-2/AM (40pM) paraevitar la movilización

del calcio intracelular,y con verapamil(0.lmM) paraimpedir la entraday la salidade calcio

en la célula. La incubaciónde 24 horasserealizó en medio completosin TNFa y con TNFa

(O.6nM).
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flg. 22. Inhibición de la calmodulina.

La preincubacióncon el calmidazolium(IQuM). con TFP (10pM) y con W-7 (10pM)

serealizó durante2 horas.Tras ella, las célulasse incubaron24 horascon medio completo

y con INRi (0.ánM).
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F¡g. 23. Inhibición de la proteinquinasa C.

a. Control de la inhibición ejercidapor el H-7, siendoel PMA (lOOngIml) el estimulantede

la PKC.

b. Les lipocitos en confluenciase preincubaron2 horascon estaurosporina(O.SyM) y con

H-7 (5OyM). Transcurridoeste tiempo. se mantuvouna incubaciónde 24 horascon medio

completoy con INRi (0.6nM).
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Fig. 24. Inhibición de la diacilgílcerol lipasa.

El cultivo celularsepreincubó2 horascon RI-1C80267(50,uM). y se incubó 24 horas

en mediocompleto,sin y con TNFa (0.6nM).
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Fig. 25. Efecto del cAMP sobre los niveles de mRNA de procolágeno a1(I).

Los cultivos celularesse incubarondurante24 horasen medio completo,con TNFa

(0.6nM). con 8Br-cAMP (lmM) y con tbrskolina (100aM).
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F¡g. 27. Activación del factor de transcripción NF-KB en los lipocitos en cultivo.

El cultivo celular de célulasde Ito en confluenciase preincubó2h con Quin-2/AM

(4QuM) y verapamil (0.lmM) y posteriormentese incubé 24h con medio completoy con

TNFa (0.ánM). Los extractosnuclearesseobtuvieroncomo se indica en el punto 3.10.1., y

la especificidadde la unión se comprobórealizandoreaccionesde competiciónparalelascon

un excesode sondafría.
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F¡g. 28. Efecto del TNFa sobre el promotor del gen de procoiágeno a~(1) de rata.

10.106 célulasse transfectaronpor electroporacióncon 18ug de plásmido COLCAT1
y se dividieron en dos frascosRoux (Ver punto 3.10.2).Tras 24 horasa 37% en medio

completo. se incubaron otras 24 horas con medio completo y con TNFa (O.6nM).

Posteriormente,se recogieron las células y se determinó la actividad cloranfenicol

acetiltransferasaen el lisadocelular. Los valoresson los porcentajesde cloranfenicolacetilado

por cada5.106 células.
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F¡g. 29. Actividad de las distintas regiones del promotor de procolágeno a>(I).

5.106célulassetransfectaronporelectroporacióncon 9yg de LTR-LUC junto con 9¡¿g

de COLCAT 1, de COLCAT 2 y de COLCAT 7. Tras 48 horasde incubación,serecogieron

las células, y en una alícuotase determinéla actividad luciferasa,y en otra la actividad

cloranfenicol acetiltransferasa.Estaúltima actividadsenormalizórespectoa la primera.Los

porcentajesrepresentanel cloranfenicol acetiladopor 5.106 células.
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F¡g. 30. Efecto del TNFci sobre distintas regiones del promotor.

10.106células setransfectaroncon COLCAT 1 (18,ug), con COLCAT 2 (lSyg) y con

COLCAT 7 (18ug).Las célulastransfectadascon el mismoDNA se dividieron en dos frascos

Roux, y se incubaron24 horas.Posteriormenteserealizó la incubaciónde 24 horasen medio

completo y con TNFa (0.ánM), y se determinóla actividadcloranfenicol acetiltransferasa.

Les resultados son el porcentajede cloranfenicol acetiladopor 5.106 células.
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Fig. 31. Vías efectoras de la acción del TNFa sobre COLCAT 2.

20.106 lipocitos se transfectaron por electroporación con COLCAT 2 (45ug), y se

repartieron en cinco frascos Roux. Tras 24 horasa 37%, las células se incubaron24 horas

con medio completo, con TNFa (O.énM), con SBr-cAMP (lmM), con ionóforo A23 187

(lOyM), y con TNFa y H8 (preincubaciónde 2h, 50~M). Los resultadosexpresanlos

porcentajesde cloranfenicol acetiladopor 5.106 células.
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Fig. 32. Vías efectoras de la acción del TNFa sobre COL~AT 7.

20.106 lipocitos se transfectaronpor electroporacióncon COLCAT 7 (45pg) y se

repartieronen cinco frascosRoux. Tras 24 horasa 37%, las células seincubaroncon medio

completo,con INFa (0.ánM).con INRi y H-7 (preincubaciónde 2h), con H7 (5QuM) y con

PMA (lOOng/ml). Los resultadosson los porcentajesde cloranfenicol acetilado por 5.106

células.
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DISCUSION

En la fibrosis hepáticael hechomás importanteesla deposiciónexcesivade colágeno.

En este proceso los lipocitos liberan distintos factores de crecimiento y citoquinas, y

respondena estosy a otros factoresy citoquinasproducidospor otrascélulas alterandosu

morfologíay/o la síntesisde distintoscomponentesde matriz extracelular,principalmentede

colágeno.

En el presentetrabajo hemos estudiado el efecto del TNFcx (citoquina liberada

principalmentepor el sistema monocito-macrófago)sobre la síntesisde colágenopor los

lipocitos hepáticosde rataen cultivo.

El TNFatiene un efectoclaramenteinhibitorio sobrela produccióndecolágeno,tanto

en los lipocitos comoen otras líneascelularesensayadas(tibroblastoshumanosy célulasNIR

3T3). Estedescensoeraselectivodel colágeno,ya queno exitía variaciónen la incorporación

de radiactividada la fracciónde proteínastotales,y dependientede la dosisde TNFcz, siendo

mayor la inhibición a la concentraciónde 1.2nM. Otros autoreshan descritoestemismo

efectodel TNFc¿ en célulasde osteosarcoma,en distintaslíneasde fibroblastos,en el cultivo

de hueso fetal de rata, y también en lipocitos (Bertolini ci al., 1986: Solís-Herruzoet al.,

1988: Mauviel el aL, 1988: Matsuokaci aL, 1989; Armendariz-Borundaci aL. 1992).Duncan

y Berman(1989) y Elías ci aL (1990),sin embargo,observaronun incrementoen la síntesis

de colágenoinducido por la misma citoquina.Una posibleexplicación de estadiscrepancia

seríala utilización de distintaslíneascelulares,o que las condicionesde los ensayosno son

las mismas.

En muchos casos, la prolit’eración de las células da lugar a una disminución

generalizadade la síntesisde proteínasde matriz extracelular,y en concretode colágeno.Sin

embargo,la disminucion observadano eradebidaa los posiblesefectosproliferativosde la

citoquina.Aunqueel TNFct inducela proliferacióncelular, en nuestrotrabajosólo utilizamos

cultivos confluentes,en los cualesno es posibleesteefecto.Por ello, los valoresde timidina

tritiada incorporadaal DNA en las célulastratadascon TNFa fueron similares a los de los

controles.
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También han sido ampliamentedescritoslos efectoscitotóxicosde estacitoquina en

muchaslíneascelulares,quepodríanexplicaruna disminuciónen la producciónde colágeno.

Sin embargo,la liberaciónde la enzimacitoplasmáticaLDH y el númerode célulasviables

fueron similaresa los que presentaronlas célulascontrol.

Una disminución en la producción dc colágenopuede debersea una alteraciónen

algunode los procesosquesufre la moléculade procolágeno.o en la disponibilidadde algún

aminoácido indispensablepara su formación (Peters e: aL, 1989). En este estudio, la

inhibición de la producciónde colágenoinducida por el TNFct no eradebidaa la ausencia

de prolina en las células, ni a una alteraciónen los mecanismosde hidroxilación o de

secrecióndel procolágeno,ya que los valoresde estos tres parámetrosen las célulastratadas

no diferían de los obtenidosen las controles.

Aunquese ha descritoque el TNFct induce la síntesisde colagenasaen fibroblastos

(Dayer e: aL, 1985; Brenneret al?, 1989), y estoexplicaría el descensoen la producciónde

colágeno,estacitoquina también reduce la cuantíade los mRNA de distintosprocolágenos

(Solís-Herruzou aL, 1988; Centrellaet aL, 1988; ScharffettercÉ al., 1989; Weiner et al.,

1989).Este hechosecomprobóen nuestrotrabajo,dondeobservamosque la disminuciónde

mRNA de procolágenoa<(I) era dependientede la dosisy del tiempode exposiciónal INFa,

siendomáximoel descensoen las célulastratadascon 0.ónM de INFa durante24 horas.Por

lo tanto, el INFa disminuye los niveles de procolágenoaKI) actuando,al menos,a nivel

pretraduccional.

El bloqueode la síntesisproteicacon cicloheximidaprodujoen las célulastratadasuna

anulacióndel erectoinhibidor del TNFa. El TNFa precisa.por tanto, de la síntesisde novo

de una proteínaparaejercersu efecto inhibidor sobreel mRNA de procolágenoa1(I). Esta

mediaciónde otrau otrasproteínasexplicaríala aparicióntardíadel efectoestudiado(máximo

a las 24 horas),y estáen concordanciacon el descritopor Solís-Herruzou aL (1988) en

fibroblastostratadoscon INFa y cicloheximida.

El INFa inicia su acción mediantesu union a receptoresespecíficossituadosen la
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membranacelular. Probablementeel tipo de receptormayoritario activado por el TNFa en

las condicionesen que seha desarrolladoestetrabajoes el de S5kDa, ya que estereceptor

es indispensabley suficienteparamediar la activación de NF-KB porTNFa (Kruppaetal?,

1992),y porqueno essensiblea la modulaciónporcAMP (Hohmannel al?, 1990).Además,

no pareceserprecisala internalizacióndel complejoTNFa-receptorparadesarrollarel efecto

sobrelos niveles de mRNA de procolágenoa1(l).

El estudiode la naturalezade la proteínaG asociadaal receptordel INFa mostróque

setratade unaproteínasensiblea toxina pertussis,ya que la preincubaciónde las célulascon

este inhibidor previeneel efecto de la citoquina sobre el mRNA de procolágenoa1(I). La

implicación de estetipo de proteína G sensiblea toxina pertussisha sido descritaen otras

accionesdesencadenadaspor el TNFct (Hepburnel aL, 1987; Yamato ¿u al?, 1989),pero en

nuestroconocimientono existeningunapublicaciónrespectoa la proteínaO relacionadacon

el efectode estacitoquinasobrela producciónde colágeno.

Unaposiblevía activadapor la proteínaG es la ruta del ácidoaraquidónico.Mientras

que la inhibición de la vía de la fosfolipasaA, con BPB no modificó los niveles basalesde

mRNA de procolágenoa1(l), tanto la quinacrinacomola dexametasonaprodujeronun potente

descensoen estosniveles. Esteefecto de la dexametasona,y en general de los esteroides,

sobrela síntesisde colágenoya ha sido descritopreviamentepornumerososautores(Raghow

cí aL, 1986; Weiner e: al?. 1987; Oikarinenci al., 1988),y probablementeseadebidoa su

capacidadde incrementarla entradade calcio en la célula (Kato e: al?, 1992).

La inhibición de la PLA. medianteel BPB en las célulastratadascon TNFa produjo

un descensomuchomás acusadoen los niveles de mRNA de procolágeno,mientrasque la

inhibición ejercidapor la dexametasonasobre la misma vía dió lugar a un efecto aditivo.

Ambos resultadosindicaronque esimprobableque la PLA, sea mediadorade la inhibición

inducidapor el TNFcz.

Las vías principales de metabolización del ácido araquidónico. la vía de la

lipooxigenasay la vía de la ciclooxigenasa.inhibidas con NDGA y con indometacina

respectivamente,tampoco parecen estar implicadas de forma importante en el efecto

provocadopor el TNFct. Aunquese ha descritoun aumentode POEIen fibroblastostratados

con TNFcz, la indometacinano previene la inhibición de la síntesisde distintos tipos de

colágenosdesencadenadapor la citoquina(Dayerel al?, 1985; Lefevrea aL, 1990; Mauviel
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e: aL, 1991). Hayque destacarque la indometacinaanulaunavía negativaen la síntesisde

mRNA de procolágenoa1(I); posiblementela síntesisendógenade prostaglandinassea un

mecanismoutilizado por la célula paracontrolar la síntesisexcesivade colágeno.El efecto

de las prostaglandinaspodríaestarmediadopor el cAMP (Hakedae: aL, 1986).

Les resultadosreferentesa la modulacióndel colágenopor las prostaglandinasy la

inhibición ejercidapor la indometacinaestánen clara contradiccióncon los descritospor

Nagai (1989)en preosteoblastos,posiblementeporsercélulaspoco diferenciadas,y presentar

una regulaciónde la síntesisde colágenodistinta.

El efectodel TNFcz essensiblea la inhibición ejercidapor la gentamicina(inhibidora

de las fosfolipasasA1, A, y C), pero no a la de la neomicina(inhibidora de la fosfolipasaC

de fosfatidilinositoles) (Carnevel al?, 1985; Larrick & Wright, 1990; Floru ¿u aL, 1991).

Ademásel BPB, inhibidor de la PLA, anteriormentereseñado,también inhibe la fosfolipasa

C de fosfatidilcolina independientedel calcio (Martin el al?, 1987).Como ya seha indicado,

el BPB no eliminó el efecto inhibitorio del TNFcz sobreel transcritoestudiado.

Todos estos resultadosindicaríanque existe una fosfolipasasensiblea gentamicina

acopladaa la proteínaG activadapor el receptordel TNFa. Esta fosfolipasapodría seruna

PC-PLC dependientede calcio (el requerimientode Ca
2~ respectoa la hidrólisis de PC

mediadapor receptoresvariablesegúnel tipo celular, Billah & Anthes,1990),o inclusouna

PLD. En cualquiercaso,no setrataríade una PLC que actuasesobrelos PI, ni como ya se

ha indicado, de una PLA,.

Estosresultadosestánen contradiccióncon los descritospor Schutzeel aL (1991),que

observaronque el BPB inhibe la producciónde DAG estimuladaporTNFa en membranas

lipídicasde célulasde linfoma histiocítico humano.Estosmismosautoresindicaronmástarde

que el INFa. en células U937, inducePC-PLCpero no activa ni a la PI-PLC ni a una PLD.

Probablemente,la PC-PLC activada por él INRi en una línea de linfoma (cultivo en

suspensión)no tengael mismo requerimientode calcio que unaposiblePC-PLCactivadapor

la misma citoquinaen un cultivo de lipocitos (célulasadherentes).

Por otra parte, no se puededescartarla acción de una PLD que actúe bien sobrelos

fosfolípidos de membranadirectamenteactivadapor la proteínaG, o bien sobreel DAG

generadoporuna PC-PLC.De hecho,aunqueen unalínea celularno sepresenteunamarcada

actividad PLD, no se puededescartarsu activación en otros tipos celulares, ya que la
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actividadPLD dependemásdel tipo de PCsustratoque de la fuentedel enzima(Huang&

Cabot, 1992). Recientementese ha descritoestaactividadenzimáticaPLD en cultivos de

miofibroblastosinducidosa lipocitos (Guaragnae: al?, 1992), y anteriormenteya habíasido

detectadaen muchostejidos de rata (Exton, 1990). Además,los productosde la PC-PLC

(DAG y fosfocolina) y los de la PLD (ácido fosfatídico y colina) son rapidamente

interconvertiblesmediantequinasasy fosfatasasaltamenteactivas y selectivas,que también

podríanestaractivadasdurantela estimulacióncelular (Billah & Anthes, 1990).

La capacidadde los lipocitos de respondera cienos agonistas induciendo una

liberación transitoriade calcio ha sido puestade manifiestorecientemente(Pinzanieí al?,

1992). El perfil de liberación de calcio en estascélulas cuandose estimulan con distintos

agonistases un pico inicial correspondientea la salida de Ca2~ desde los almacenes

citosólicos,y una fase sostenidadebidaa la aperturade canalesde calcio transmembranales.

El aumentode calcio citosólico libre con ionóforo A23187 (que libera calcio del

retículo endoplásmico)indicó que este ion divalentetiene un fuerte efecto inhibidor de los

niveles de mRNA de procolágenoa
1(l). Estehechoconcuerdacon los descritospor Flaherty

y Chojkier (1986) en fibroblastos,miofibroblastos y hepatocitos.

El tratamientoconjuntode los lipocitos con el TNFa y el ionóforo indicó que si el

TNFcí inducía la liberaciónde calcio, estaliberación no seproducíacon la misma cinética

con la queseproducíala liberacióninducida por el ionóforo, ya que el efectoobservadoera

sinérgico. Esteefecto sinérgicotambién podríadebersea unaentradapasivade calcio a la

célula cuandolos almacenesintracelularesestánsustancialmentedescargadospor el efectodel

ionóforo (Curry. 1992), mientras que con los agonistasfisiológicos pueden movilizarse

cantidadesmuy pequeñasde calcio que no dan lugara ese intiujo posterior(In’ine, 1986).

La evidenciadel papel del calcio en la transducciónde señal del INFa se obtuvo

mediantela inhibición de la entradade calcio desdeel exterior y quelandoal mismo tiempo

el calcio intracelular.En estascondicioneslos nivelesde mRNA de procolágenoen lascélulas

tratadascon TNFa alcanzaronlos obtenidosen las células tratadassólo con los inhibidores.

Existen distintos mediadoresque son capacesde liberar calcio de los almacenes

intracelulares.Entre ellos estánel IP,, el ácido araquidónicoy el ácido fosfatídico. Respecto

al primero,su implicación en el efectodel TNFa estudiadoen estetrabajoes improbable,ya

que es el productode la de una PI-PLCy, como ya se ha indicado,la fosfolipasaC activada
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no es sensible a neomicina. El ácido araquidónicotampoco parece ser la causa de la

liberacióndel calcio inducidaporel TNFct, dadoque no ha observadoactivaciónde la PLA2.

Respectoal tercero, sólo se ha comprobadohasta el momento que el ácido fosfatídico

exógenopuedecausarentradade ca]cio a travésde membranaplasmáticaen céjuiasintactas

(Moolenaarel al?, 1986; Billah & Anthes, 1990; Exton, 1990). Además, parece que la

capacidadionóforadel ácidofosfatídicoestámediadapor unaPLC de fosfatidilinositol, y sin

embargo,la inhibición de la PI-PLC con neomicinano tuvo ningún efecto.

Entre los numerosostrabajos donde se ha estudiado la implicación del calcio

intracelularen la transducciónde señaldel TNFc¿. se puedendiferenciardos grupos:en los

que se utilizan células no adherentes(ttndamentalmentelíneas linfocíticas y monocíticas)

generalmenteno se detectamovilización del calcio (Hasegawa& Bonavida. 1989). Sin

embargo,en distintostrabajosrealizadoscon lineasde célulasadherentestratadascon TNFa

se detectanoscilacionesde este ion (Richter ¿u al?, 1989; 1990) o incluso se han descrito

incrementosen el calcio citosólicoprocedentede los almacenesintracelularesinducidospor

la citoquina (Corkey el al?. 1991).Es posibleque estasalteracionesmuy tempranasdel Ca
2~

seannecesariasparapermitir al receptordel TNFa señalizardespuésde unirse al ligando o,

lo que esmás probable,que la señaldel calcio seaprecisaademásde las señalesgeneradas

por el complejo TNFct-receptoren las células adherentesfundamentalmente.Esta última

posibilidad apoyaríala hipótesisde que una PC-PLCdependientede calcio intervinieseen el

caso de células adherentes(insensibleal EPE), mientras que la PC-PLC implicada en la

transducciónde señal del TNFcx en cultivos de células en suspensiónno precise de ese

requerimiento(sensiblea la inhibición por BPB).

La implicación del calcio en la transducciónde señaldel TNFa en los lipocitos en

cualquiercasoes clara, ya que el bloqueo de la movilización del calcio intracelularelimina

la expresiónde otraproteínainducidapor la citoquinaen estasmismascélulas,el factor de

transcripciónNF-KB.

El estudiode la posible unión del calcio a la calmodulinano proporcionóresultados

quepermitanafirmar queestasproteínasesténimplicadas.Los mismosinhibidoreselevande

forma muy potentelos nivelesde mRNA de procolágenoct
1(l). Por ello, cuandose estudió

el efecto conjuntodel TNFa y del inhibidor, y aunquelos niveles del mRNA se elevaron

sustancialmente,no sepudo descartarun efectoaditivo, que indicaríamecanismosde acción
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paralelos.

La inhibición de la proteinquinasaC con 1-1-7 y estaurosporinamostróqueestavía es

activadorade la síntesisde mRNA de procolágenocx1(I), ya que al cortar esta vía estos

nivelesdisminuyeron.Este hechotambiénsepusode manifiestocuandolos lipocitos fueron

tratadoscon PMA, activadorde la PKC; esteagenteprodujo el aumentoen los nivelesdel

mRNA de procolágeno.El efectodel PMA sobre los niveles de procolágenoa~(I) ya había

sido descritospor Finer el al? (1985) y por Gerstenfelde: al? (1985). Sin embargo,estáen

contradiccióncon los resultadosobtenidosporotrosautores(Delclos& Blumberg,1979;Dion

el al?, 1982; Feyene:al?, 1988),probablementeporqueen todosestosmodelosexperimentales

el PMA indujeseproliferacióncelular.Además,hay que teneren cuentaque los ésteresde

forbol tienenun efectobifásico: inicialmenteinducenla translocaciónde la PKC, activándola,

y posteriormenteinician su degradación,inhibiéndola(Nishizuka, 1988).Este hechopodría

explicar los resultadosdivergentesobtenidosen el estudio de la acción de los ésteresde

forbol sobrela síntesisde colágeno.

La inhibición de la PKC en las células tratadascon INFa medianteel H-7 y la

estaurosporina(Hidaka e: aL. 1984; Belí & Buras. 1991) mostróque el efecto inhibidor de

la citoquinaera mucho máspotente.Es posible que la PKC activadasea unaseñalpositiva

inducidapor el INFa, y que al eliminarestavía el efectoinhibidor de la citoquinaseamucho

más claro y potente. o bien que se trate de una PKC que inhiba la movilización de los

almacenesintracelularesde Ca> (MacNicol & Schulman, 1992).

Estos resultadoscoinciden con los descritos anteriormentepor otros autores, que

observaronquela estaurosporinay el 1-1-7 bloqueabanla actividadPKC inducidapor el TNFa

en células Jurkat.pero no la inducciónde NF-KB (Meichle e: al?, 1990).

Porotraparte, el DAG no era metabolizadoa ácidoaraquidónico,ya que la inhibición

de la diacil~licerol lipasa(enzimaimplicada en esta ruta) no modificó el efecto del INFa.

Otra posible vía implicada en el efecto negativoera la del cAMP; los agentesque

elevanestos niveles,como la toxina colérica,el 8-Bromo-cAMP y la forskolina produjeron

una potente disminución de los niveles de mRNA de procolágeno.Estos resultadosson

coincidentescon los descritosabundantementeen la bibliografía (Baum e: al?, 1978; Bergel

al?, 1981; Perre: al?, 1988; Pun, 1989). Sin embargo,es poco probableque el TNFa tenga

un efecto directo sobre los niveles de ¿AM?, ya que los estimulantesde estos niveles
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presentanun efecto sinérgico con el desarrolladopor el TNFa. Pesea esto, no se puede

descartarla implicación de una proteinquinasadependientede nucleótidoscíclicos, ya que el

H-8. que por si mismo produceun notableincrementoen los nivelesdel mRNA estudiado,

anula en parte el efecto de la citoquina. Una posible explicación de este hecho seríaque

alguno de los segundosmensajerosimplicadosen el efecto negativo del TNFa activaseo

actuara conjuntamentecon una PKA que en principio no hubiese sido activada por la

citoquina.

Como ya seha indicado,el TNFct ejercesu acción inhibitoria sobrela producciónde

colágenoal menosa nivel pretraduccional,disminuyendola cuantíade mRNA de procolágeno

a1(I). Esteefecto podría debersea una alteracióna nivel transcripcional,disminuyendola

expresióndel mRNA, o a nivel postranscripcional.aumentandosu inestabilidad.

Mediante Ja transfecciónde los lipocitos con el plásmidoque conteníael promotor

completodel gen de procolágenoa(l) comprobamosque el INRi inhibía la expresiónde

este gen, lo cual indicaba una regulación transcripcional.Este resultadocoincide con el

descritopor Kahari el al? (1990) respectoa la expresióndel gen de procolágenocVI) en

célulastransfectadascon el plásmidoportadordel promotorde esegen, y tratadasconTNFa,

y confirma la hipótesisde la regulacióncoordinadade la síntesisde las distintascadenasdel

colágeno1 (Rossoweí al?, 1987; Boast el aL, 1990: Karsenty & de Cromb~gge,1991).

Mediantela técnicade la transcripciónrun-ojjf, Armendariz-Borundaeral?(1992)han

comprobadorecientementeque el efectodel TNFa sobreel mRNA de procolágenoa1(I) en

lipocitos en cultivo no se producepor inestabilizaciónde estetranscrito.

Les resultadosobtenidos tras la transfección de las células con COL~AT2 y

COLCAT7 mostraronque estacitoquina ejerce una potente disminución de la expresión

genéticaactuandosobrela regióndel promotorlocalizadaentrelos nucleótidos-1672y -2295,

mientrasque la regióncomprendidaentreel origende transcripcióny -1672estáactivadapor

el TNFa,perosometidaa la inhibición de las regionesdel promotormásalejadasdel origen.

La implicación de distintoselementosdel promotor del gen de procolágenoa1(I) en

respuestaa un único factor de crecimiento (TGFj3) ya ha sido descrita anteriormentepor

Ritzenthalerci al? (1991). Esteefecto podríaser el resultadode la activaciónde una vía de

transducción que activase, mediante un factor de transcripcíon, múltiples elementos

distribuidos a lo largo del promotor,o lo que es más probableen nuestrocaso,que varias
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mtas de segundosmensajerosinducidos por el INRi modifiquen la expresióngenética

induciendo o activandovarios factoresde transcripciónque interaccionaríancon múltiples

elementosdel promotor.

El mediadorresponsablede la potenteinhibición del TNFcz sobreel COLCAT2 es,

posiblemente,el Ca> intracelular,ya que aunqueel cAMP disminuyelos nivelesde mRNA,

esta inhibición no se produce actuandosobre la región localizada entre -1672 y -2295.

Además, el H-8 no eliminó el efecto del TNFa sobre la expresióndel COLCAT2. Sin

embargo,el tratamientode los lipocitos transfectadoscon esteDNA quiméricocon ionóforo

A23817permitió comprobarque el Ca> presentaun efecto inhibidor análogoal del TNFa

sobreestaregión.

Mediante la transfecciónde las célulascon COLCAT7 comprobamosque los ésteres

de forbol (PMA) ejercenuna potenteestimulaciónde la región localizadaentreel origen de

transcripcióny -1672,de formasimilar al TNFa, y queel efectode estacitoquinasobreesta

región se anulamedianteun inhibidor de la PKC.

Estosdos resultados,la inhibición ejercidapor el Ca> y el posibleincrementode los

nivelesde mRNA de procolágenopor la PKC, afirmaríanla implicaciónde estasdos vías en

la transduccióncitoplásmicade la señaldel TNFa observadaanteriormente.

Porúltimo, hay que indicar queen los lipocitos no existierondiferenciassignificativas

entrelos nivelestranscripcionalesobtenidosen las célulastransfectadascon COLCAIl y con

COLCAT2, lo cual indicaría que las secuenciaslocalizadaspor encimade -1672 no son

utilizadaspor estascélulas en condicionesbasales,sino que tienen un papelpotencialen la

modulacióndel gen de procolágenoen respuestaa estímulos fisiológicos o farmacológicos.

Estaregulaciónde la expresióndel gen de procolágenocx¿l) en los lipocitos coincidecon la

descritaen distintas lineas celularesno osteoblásticaspor otros autores(Boastci aL, 1990;

Pavlin el al?. 1992: Simkevichci al?. 1992).
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En las enfermedadesactivasdel hígado. lascélulasinflamatoriasliberancitoquinasque

puedencontribuir a la fibrogénesis.Entreestascitoquinasfigura el INFa. Estacitoquina es

sintetizadapor los macrófacosy neutrótilosfundamentalmente,y modula muchasactividades

celulares.

Los objetivos de estetrabajohan sido estudiarel efectodel INFa sobrela producción

de colágenoen lipocitos. determinarlos mecanismosintracelularesimplicados y comprobar

st este efectoseproducíamodulandola expresióndel gen de procolágenoa>t~I).

Paraello. seutilizaron cultivos confluentesde lipocitos tratadoscon TNFct. En estos

cultivos se determinaronla producciónde colátieno. la cuantíade la prolina intracelular, la

secreciónde colágenoy la hidroxilación de la prolina. todo ello mediantela incorporación

a las células de prolina marcada.

Parael estudiodel efectodel TNFasobreel mRNA de procolágenoa(l). seaislaron

‘< purificaron Los RNAs citoplásmicosde los lipocitos tratadoscon distintas condiciones

experimentales.se realizó la electroforesisde estosRNAs. setransfirierona una membrana

de nylon mediantela técnicadel ‘Northern blot”. se hibridaroncon unasondade procolágeno

a~I~ de rata, y se cuantificaron por densitometría.También con esta misma técnica se

investigaronlos segundosmensajerosutilizados por el TNFcx paraproducir la disminución

de los nivelesde mRNA de procolágenoa<(l), medianteel uso de inhibidoresde las distintas

rutas de transducciónde señal.

Finalmente,el efectodel TNFcí sobrela expresióndel gen de procolágenoa1(I) se

estudió transfectandolos lipocitos en crecimientocon el plásmidoCOLCATI. que presenta

el promotor del ~en de procolágenoají) murino unido al ~en de la enzima cloranfenicol

acetil transferasa.cuantificándoseposteriormenteesta actividad. Para delimitar más las

regionessobrelas que actúanlos segundosmensajerosactivadospor el INFa. los lipocitos

se transfectaroncon los pl:ismidos linearizadosGOLCAT2 y COLGATE. que sólo presentan

los 2300bp y los l700bp mascercanosal origen de transcripción,respectivamente.

Los resultadosobtenidosmuestranque el INFa provocaen cultivos de lipocitos un
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significativo descensoen la producciónporcentualde colágenorespectoal total de proteínas

sintetizadaspor estas células (5.0+1.1 vi 3.7+0.9: p43.OOl), siendo este un efecto dosis-

dependiente.La disminuciónno eradebidaa efectosproliferativosni citotóxicos. y tampoco

seapreciaronalteracionesen la incorporacióne hidroxilaciónde la prolina.ni en la secreción

del colágeno.

El descensoen la producciónde colágenoestá asociadocon una disminuciónen los

niveles de mRNA de procolagenou(l) <100+0 vt 64+15: p<O.OOl). lo cual indica que el

INRi ejerce su efecto, al menos, a nivel pretraduccional.Además,esprecisala síntesisdc

novo de una proteina para que se produzca el efecto completo del INFa. va que la

cicloheximida(inhibidor de la síntesisproteica> anula los efectosde la citoquina.

El estudiode las vías utilizadaspor el TNEa para producir este efecto en lipocitos

indicó que el TNFa se une a un receptor acoplado a una proteína G sensiblea toxina

pertussis.Esta proteína(3 activa una fosfolipasasensiblea gentamicinapero insensible a

neomicinay a BPB. Por ello, estaenzimano pareceserni PLA, ni Pl-PLG, pudiendotratarse

de una PC-PLC dependientede calcio (o incluso de una PLD).

En estainducción,el papeldel calcio es importante.El calcio libre intracelularparece

seresencialparala activacióninicial de la fosfolipasa,puestoque si seelimina el calcio libre

intracelularmedianteQuin-2iAM y verapamilel efecto de la citoquinasobre el mRNA de

procolágenoa
1(l) se anula completamente.Este ion no actúa mediantela formación de un

complejocalcio—calmoduí i n:i. va que la inhibición de la calmodulinacon W-7. calmidazolium

y TFP no anula el efectodel TNFu.

Posteriormentea la fosñilipasaexisteuna activación de la PKG: cuandose bloquea

estavía con 1-1-7 y estaurosporinael efecto inhibitorio es todavíamáspotente.Porestarazón,

la PKC no es responsablede la disminuciónde los niveles del mRNA de procolágeno.sino

que presentaunaacc;oncontraria al efectoobservado.

Otra vía queda lugar a una inhibición de la expresióndel gende procolágenoes la

del cAMP. Los resultadosobtenidoscon inductoresde estavía indicaronque no se trata de
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una ruta utilizada primartamentepor el TNFa. va que presentaefectossinérgicoscon los

agentesque aumentanlos nivelesde cAMP. Sin embargo.es posibleque la PKA estéactivada

por un segundomensajeroinducido por el TNFz. dado que la inhibición de estaenzima

revierteen parte el efecto de la citoquina.

El INRi ejerceestosefectosactuandosobreel promotordel gen del colágeno.en una

región localizadaentre -1672y -2295bp,ya que la eliminaciónde estaregión sesiguede la

pérdidade los efectos inhibitorios del TNFcx. Este experimentopone en evidenciaque el

TNFa induce no sólo la inhibición de la expresióngenéticadel colágeno,sino otros efectos

estimulantesde la misma, normalmenteno reconocidosporquedarocultostras los inhibidores

mas potentesAsí lo sugiereel que tras la exclusiónde las secuenciasY proximalesa -1672

seaprecieun aumentode la actividadGAT. Es decir, el TNFí inducetambién la expresión

genéticadel colágenoactivandouna regiónsituadaentre -1672 y +1. Mientrasque los efectos

inhibitorios, dominantes,sobre la región -2295 a -1672 son dependientesdel calcio, los

activadores,másdébiles,sobrela region -1672~ el origen de transcripción.estánmediados

por la PKG y sonsensiblesa la inhibición de estaenzima.

Son necesariosnuevosexperimentosparacaracterizarexactamentelas regionesCM’-

acuvadorasde ambosefectos y para identiticar los mediadoresproteicos(proteinastrans-

acuvadoras 1. si es que participan.
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1. El TNFa provoca en los lipocitos en cultivo un descensosignificativo en la producción

porcentualde colágeno.Este efectoinhibitorio también se produceen otras líneascelulares.

2. El descensoen las proteinascolágenases específico.sin modificarsesignificativamentela

producciónde proteinasno colágenas.

3. La disminuciónde la producciónporcentualde colágenoes dependientetanto de la dosis

de TNFa como del tiempo de exposición a la citoquina.

4. El descensode la producción de colágeno no es debido a efectos proliferativos o

citotóxicos. va que se produceen cultivos confluentesde células no sensiblesa la toxicidad

del TNFa.

5. El TNFa no disminuye la incorporación de prolina a las células. El nivel de este

aminoácidono es. por tanto, limitante ni responsabledel descensode la producciónde

colágeno.

6. El TNFano afectalos mecanismospostraduccionalesquesufreel colágenoimprescindibles

para su secreción.La secreciónde estaproteina no seencuentraalterada,ni tampocoexiste

modificación e. n la hi drox lacido de la prol i ¡vi por efectode la ci toquina.

7. La disminuciónde la producciónde colágenoestáasociadacon un descensoen los niveles

de mRNA de procolágenou»)). Esteefectosobreel mRNA esdependientede la dosisy del

tiempo de exposiciónal TNFrz.

8. El TNFa precisade la síntesisde novo de una proteinapara producir la disminución en

los nivelesde mRNA de procolágeno.
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9. En los lipocitos en cultivo el TNFa se une a un receptorde membranaacopladoa una

proteinaO sensiblea la toxina pertussis.no siendoprecisala internalizacióndel receptorpara

que se produzcael efecto.

10. La fosfolipasaactivadano es la PLA,. Las vías de metabolizacióndel ácidoaraquidónico,

la lipooxigenasay la ciclooxigenasa.tampocoson responsablesdel efectodel TNFa sobre

tos niveles de mRNA de procolágenoa~(l).

11. En los cultivos contluentesde lipocitos. la enzimaactivadapor la proteinaO acopladaal

receptordel TNFcx dependedel calcio libre intracelular, induce la acción de la PKC y es

sensiblea ~entamicina.Todo esto indica que se trata de una PLC.

12. La enzimaactivadapor la proteinaG es una fosfolipasaC no sensiblea la inhibición por

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

13. Posteriormenteexiste una activaciónde la PKC. pero estaenzimano es mediadoradel

efectoinhibitorio estudiadodel INRi. Dicha activaciónatenúael efectoinhibitorio del TNFa

sobre los niveles de procolagenou(Q. siendo una vía positiva en la regulación de estos

niveles.

14. La vía del cAMP no es una vía inducida inicialmente por el TNFa en los lipocitos en

cultivo. Sin embargo,es posible que la PKA esté implicada posteriormenteen el efecto

inhibidor estudiado.

15. El TNFa disminuye la transcripcióndel gen de procolágeno~~(1)mediantela inhibición

de su promotor.
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16. La inhibición del promotor del gen de procolágenoes más acusadasobre la región

localizadaentre -1872 y -2300bp. Un mediadorde dicho efecto podría ser el calcio libre

intracelular.

17. El TNFa estimula ¡a región cercanaal origen de transcripción (entre -1872 y +1),

posiblementecomoconsecuenciade la activaciónde la PKC.
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