ARTICULO DE REVISION

El factor de crecimiento transformante 3
como blanco terapéutico

Francisco Javier Galvez-Gastélum, Bi6l,® Ana Soledad Sandoval-Rodriguez, QFB,®
Juan Armendariz-Borunda, Dr en C.®)

Galvez-Gastélum FJ, Sandoval-Rodriguez AS,
Armendariz-Borunda J.

El factor de crecimiento transformante 8

como blanco terapéutico.

Salud Publica Mex 2004;46:341-350.

El texto completo en inglés de este articulo esta
disponible en: http://www.insp.mx/salud/index.html

Resumen

El factor de crecimiento transformante 3 (TGF-f) es una
familia de proteinas que incluye al TGF-, activinas y a la
proteina morfogénica de hueso (BMP, por sus siglas en in-
glés), citocinas que son secretadas y se relacionan estructu-
ralmente en diferentes especies de metazoarios. Los
miembros de la familia del TGF-{3 regulan diferentes funcio-
nes celulares como proliferacion, apoptosis, diferenciacion,
migracion, y tienen un papel clave en el desarrollo del orga-
nismo. El TGF-S3 esta implicado en varias patologias huma-
nas, incluyendo desordenes autoinmunes y vasculares, asi
como enfermedades fibroticas y cancer. La activacion del
receptor del TGF- propicia su fosforilacién en residuos de
serina/treonina y dispara la fosforilacion de proteinas efec-
toras intracelulares (smad), que una vez activas se translo-
can al ntcleo para inducir la transcripcién de genes blanco,
y asi regular procesos y funciones celulares. Se estan desa-
rrollando novedosas estrategias terapéuticas encaminadas
a corregir las alteraciones presentes en patologias que in-
volucran al TGF-f3 como actor principal. El texto completo
en inglés de este articulo esta disponible en: http://
www.insp.mx/salud/index.html

Palabras clave: transduccion de sefial; factor beta transfor-
mador de crecimiento; smad; receptor

Galvez-Gastélum FJ, Sandoval-Rodriguez AS,
Armendariz-Borunda J.

Transforming growth factor-8

as a therapeutic target.

Salud Publica Mex 2004;46:341-350.

The English version of this paper

is available at: http://www.insp.mx/salud/index.html

Abstract

Transforming growth factor-g (TGF-) family members in-
clude TGF-g, activins, and bone morphogenetic proteins
(BMP). These proteins are structurally related cytokines
secreted in diverse Metazoans. TGF-3 family members re-
gulate cellular functions such as proliferation, apoptosis, di-
fferentiation, and migration, and play an important role in
organism development. Deregulated TGF- family signaling
participates in various human pathologies including auto-
immune diseases, vascular disorders, fibrotic disease, and
cancer. Ligand-induced activation of TGF-3 family receptors
with intrinsic serine/threonine kinase activity, triggers phos-
phorylation of the intracellular effectors of TGF-3 signaling,
the Smads proteins. Once these proteins are activated they
translocate into the nucleus, where they induce transcrip-
tion of target genes and regulate cellular processes and func-
tions. Novel therapeutic strategies are currently being
developed to correct alterations in pathologies that involve
TGF-( as the main mediator. The English version of this
paper is available at; http://www.insp.mx/salud/index.html
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Historia

La historia del descubrimiento y el aislamiento original
del factor de crecimiento (TGF-f) describe la activi-
dad de esta molécula en términos simplistas. Durante
los afios 70 hubo grandes inquietudes por definir fac-
tores de crecimiento peptidico individuales que podian
conferir un fenotipo transformado en células no ma-
lignas; dicha transformacién era posible en células que
crecian en cultivo de una manera independiente del
anclaje. Lo mas prominente fue la descripcién en 1978
de un factor de crecimiento del sarcoma, el cual prove-
nia de un extracto de células transformadas por virus,
que causaba que los fibroblastos de rifién de rata nor-
mal (NRK, por sus siglas en inglés) crecieran en medio
con agar. Cuando este extracto fue purificado, se encon-
tré que la habilidad para causar el crecimiento era el
resultado de dos péptidos nombrados posteriormente
TGF-a y TGF-f3; pero no fue sino hasta 1981 cuando
Anita Roberts y colaboradores en su laboratorio de los
Institutos Nacionales de Salud (NIH, por sus siglas en
inglés) identificaron al TGF-ff como una molécula in-
volucrada en un sinntimero de procesos bioldgicos.
Originalmente el TGF-p1 fue el primero en purificar-
se de plaquetas y placenta humanas, y rifién de bovi-
no, y ser caracterizado como un homodimero de 25
kDa.!

El TGF-( es una superfamilia de proteinas inte-
grada por mas de 35 citocinas que incluye a las activi-
nas, inhibinas, proteina morfogénica de hueso (BMP,
por sus siglas en inglés), hormona anti-miileriana y al
factor de crecimiento transformante 8 propiamente
dicho, que regulan una gran cantidad de actividades
biolégicas como proliferacién, migracién y apoptosis
en diferentes tipos celulares, tanto en el estado adulto
como durante el desarrollo embrionario.!

Todos estos factores de crecimiento comparten un
grupo de residuos de cisteina altamente conservados
que forman una estructura comun, sostenida por enla-
ces disulfuro intramoleculares.>?

Las activinas y las BMP juegan un papel impor-
tante durante el desarrollo embrionario; las activinas
inducen el mesodermo dorsal en embriones de Xerno-
pus laevis, y las BMP también desempefian importan-
tes funciones al inducir el mesodermo ventral en este
mismo organismo.?

El TGF— es considerado como una citocina mul-
tifuncional (pleiotrépica) debido a los efectos que tie-
ne sobre los diferentes tipos celulares. Es el inhibidor
mas potente de proliferacién en células mieloides, me-
senquimales, epiteliales, linfoides, endoteliales y en va-
rios tipos de células malignas. Alternativamente, puede
estimular la proliferacion de fibroblastos normales en
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células no epiteliales y cierto tipo de células mesen-
quimales. Es un fuerte estimulador de la sintesis y de-
posito de proteinas de matriz extracelular por parte
de fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales;
ademds, induce la expresion de integrinas y recepto-
res que median las interacciones celulares con protei-
nas de matriz extracelular. Particularmente el TGF-{1
también induce otros eventos intracelulares como la
regulacion de factores de crecimiento que intervienen
en la diferenciacién celular; induce cambios de expre-
sién de los genes jun-B, c-fos y c-myc; induce recambio
de IP3; evita la fosforilacion de la proteina Rb (retino-
blastoma), dependiente del contacto célula-célula e in-
duce la activacién de proteinas G.5

Estructura

Existen cinco isoformas del TGF-f en diferentes orga-
nismos, como se muestra en la figura 1. Adicional-
mente, un heterodimero del TGF-f3 (TGF-f1.2) se ha
identificado en plaquetas porcinas. En mamiferos se
han descrito tres formas del TGF-f (-1, -2y -£3),
las cuales residen en diferentes cromosomas (19q13,
1q41 y 14q24 en humanos, respectivamente), pero po-

Plasmina

S Plasmina
¥ Q (uPA, calaina, transglutaminasa)

v
=~ Unién al receptor

UPA: activador de plasmindgeno tipo urocinasa
MEC: matriz extracelular

L-TBP: péptido asociado a TGF-@ latente

LAP: péptido asociado a la latencia

FiGuRrA 1.ESTRUCTURA Y ACTIVACION DEL TGF-[3. Es sIN-
TETIZADO COMO UNA MOLECULA INACTIVA, UNIDA A UNA
SECUENCIA DE AMINOACIDOS, CONOCIDA COMO PEPTIDO
ASOCIADO A LA LATENCIA (LAP), QUE ESTA ANCLADA A
LA MATRIZ EXTRACELULAR MEDIANTE UNA PROTEINA DE-
NOMINADA PROTEINA DE UNION AL TGF-f LATENTE (L-
TBP, POR SUS SIGLAS EN INGLES), QUE TIENE QUE SER
PROTEOLITICAMENTE SEPARADA PARA QUE EL TGF-[3 PUE-
DA UNIRSE A SU RECEPTOR
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seen 80% de homologia en secuencia de aminoacidos,
mientras que las isoformas 4 y 5 se han identificado en
aves y anfibios, respectivamente.>” El TGF-f3 es pro-
ducido como un precursor dimérico de 25 kDa, secre-
tado en forma latente (anclado a superficie celular o a
la matriz extracelular), que posee 390 aminoacidos, en
el cual la porcién C-terminal de 112-114 aminodcidos
posee nueve residuos de cisteina, y es la region activa
después de que es cortada proteoliticamente en el ami-
noécido 278.56%

La activacion del TGF-f es dada por varios fac-
tores, incluyendo pH extremo, altas temperaturas,
proteolisis limitada o desglucosilacién del péptido aso-
ciado alalatencia (LAP, por sus siglas en inglés).” Tam-
bién existe un mecanismo particular de activacion,
iniciado por la union del complejo latente del TGF-f1
ala glucoproteina de matriz extracelular llamada trom-
bospondina 1 (TSP-1).1?

Muchos tipos celulares expresan los TGF-f1 y
TGF-B2 con 70% de homologia en su secuencia de
aminodcidos, mientras que el TGF-[33 es sintetizado
por células mesenquimales y posee 79% de homologia
con el TGF-2. Entre los mamiferos, la secuencia de
aminoacidos del TGF-f1 es altamente conservada
(100%), ya que es idéntica en humanos, cerdos, vacas
y monos y difiere sélo en un aminodcido en ratones.
La estructura tridimensional de la proteina del TGF-
B1 comienza en el extremo N-terminal con una cadena
a-hélice (a1) seguida por una cadena f-plegada (B1) y
una cadena f>-plegada antiparalela irregular. En segun-
do término, sigue una segunda cadena a-hélice (a2) y
un asa larga con numerosos contactos hidrofébicos. Se
continda con una segunda cadena -plegada (f32), otra
asa larga y una tercera cadena a-hélice (a3), la cual
termina con un giro B-tipo Il y un asa larga. El extremo
C-terminal de la molécula forma una estructura S-an-
tiparalela extensa con un giro Btipo II. Las cadenas 33,
B4, B5, B6 y B7 plegadas se forman por apareamiento
de residuos intercatenarios del extremo C-terminal de
la proteina.’

Receptor

Se han descrito tres tipos de receptores para que el
TGF—B lleve a cabo su senalizacion (TGF-RI de 53 a
65 kDa, TGF—BRII con 83 a 110 kDa y TGF-ARIII que
va de 250 a 310 kDa), aunque algunos investigadores
han propuesto que existen dos receptores adicionales
que son el tipo IV (TGF-BRIV) de 60 kDa y el tipo V
(TGF-BRV) con 400 kDa, identificados s6lo en células
pituitarias. Se presentan algunas diferencias entre los
receptores tipo I y II que se basan en la conservacion
de los dominios con actividad de cinasa y la presencia
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de un dominio serina/treonina (dominio GS) que se
encuentra anclado a la membrana en el receptor tipo I
y el cual es critico para su activacion. Por otro lado, el
receptor tipo III, también llamado S-glicano, no tiene
dominio de sefializacién intracelular y puede ser an-
clado a la membrana o secretado en forma soluble.*”
En mamiferos, s6lo cinco receptores tipo Il y siete tipo
I han sido identificados, y descritos 29 ligandos.

En ausencia de ligando, los receptores tipo [ y II
existen como homodimeros en la superficie celular.

Los complejos del receptor son heterotetraméri-
cos y consisten de dos receptores tipo II a los cuales se
une el ligando, y dos receptores tipo I, que transmiten
la sefial de transduccidn, a los cuales, en muchas oca-
siones, no puede unirse el ligando directamente.!! El
ensamblaje del complejo heteromérico es iniciado por
la unién del ligando y estabilizado por las interaccio-
nes entre los dominios citoplasmicos de los receptores
tipo I y II. Este modelo de activacién del receptor in-
volucra la potenciacién de la actividad de cinasa del
receptor tipo I a través de la fosforilacion de dominio
GS por el receptor tipo II. > Durante la activacion del
receptor, el TBRI acttia después de activado el TBRII
en muchos casos, aunque la respuesta mediada por el
TGF-By el receptor tipo I determinan la especificidad
de senales intracelulares. Una secuencia de nueve ami-
nodcidos entre las sub-unidades IV y V con actividad
de cinasa del TBRI es importante para la transduccion
de sefiales especificas del TGF- (figura 2).

Algunos sitios de fosforilacién en los receptores
TBRI y TPRII se identificaron utilizando receptores
quiméricos y silvestres, encontrandose ciertas regio-
nes en el TBRII que son importantes en la regulacién
de la senalizacion; también la fosforilacién de serinas
en la posicion 213 y 409 son importantes durante la
activacion del receptor, y la fosforilacion de la serina
en la posicion 416 es indispensable para inhibir la acti-
vacion del TSRIL*2

Existe una afinidad diferencial entre TBRI, Il y III,
sin embargo, no hay relacién directa entre la afinidad
de unién y el efecto bioldgico. Los efectos de las iso-
formas del TGF-festan asociados a su disponibilidad,
a la combinacion de los tipos de receptores y a la via
de senalizacién intracelular que inducen; por ejemplo,
los TBRI y II se unen al TGF-f1 y al TGF-33 con ma-
yor afinidad que al TGF-2.5 El -glicano, formalmen-
te llamado receptor tipo III, se puede unir a todas las
isoformas del TGF-f, pero puede jugar un papel se-
lectivo al facilitar la interaccién del TGF-£2 con el
TBRIL3 Todas las células normales y la mayoria de
las células neoplasicas tienen receptores en su super-
ficie para el TGF-pL1. Los receptores I y II son los res-
ponsables de los efectos biologicos del TGFpL en las
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TGF-BRII

TGF-BRI

Dominio de activacion cinasa s—— pS213 ~——,

S, o~ pS165 —* Modulacion de la serina
psS225 ~ s ~
Dominio de activacion cinasa™—— 5206 T | PTI8S
- pT186 . N
ps229 — — ., psig7 Dominio de activacion cinasa
Y ps189
pV2sg —— ps191
- .
pv3ze ——— \ 1193 5
/ P194 Unién a FKBP12
Regulacion positiva de cinasa “#* ps409  —— ] \
Regulacion negativa de cinasa psa16 ¢’ T2040 —# Mutacion activa
pva24 Residuos
264-211 g, Determinacion de la
especificidad tipo 1
o
pSB51
ps553 .~

TBRI: receptor tipo | de TGF-B
TPRI: receptor tipo Il de TGF-B
pY:sitio de fosforilacion de tirosina
pS: sitio de fosforilacion de serinas

FIGURA 2. SITIOS DE FOSFORILACION DURANTE LA ACTIVACION DEL TPRI v peL TPRII. EL TGF SE UNE EN FORMA
DIMERICA AL COMPLEJO HETEROTETRAMERICO FORMADO POR DOS TPRII Y bos TBRI. SE MUESTRAN LOS boMINIOs GS v EL
DOMINIO CINASA. SITIOS DE AUTOFOSFORILACION EN EL TRRII v siTios FosForiLADOs EN EL TPBRI por EL TRRII v sus
PAPELES FUNCIONALES TAMBIEN SE INDICAN. TAMBIEN SE PUEDEN APRECIAR UN RESIDUO DE AMINOACIDOS INVOLUCRADO
EN LA UNION DE FKBP12, MUTACIONES INVOLUCRADAS EN LA ACTIVACION Y UN SITIO IMPORTANTE EN LA ESPECIFICIDAD

DE SENALIZACION DEL T[RRI

células de mamifero; sin embargo, los receptores
tipo III, constituidos por -glicanos y endoglina, son
también capaces de unirse al TGF-f51. Los [3-glicanos
estan ampliamente distribuidos en células mesenqui-
males, epiteliales y neuronas; se unen a través de su
region extracelular de 100 kDa, poseen una region cito-
plasmica corta y una regién intracelular que no par-
ticipa en la sefal de transduccién. La endoglina es
similar a los f-glicanos, particularmente en la region
citopldsmica, y estd presente en altas concentraciones
en las células endoteliales.®

Las proteinas smad: mediadores de la
seflal de transduccion

Las proteinas smad han sido identificadas como las
principales transductoras de la sehalizacion del
TGF-f, median la sefalizacion del receptor en la super-
ficie celular a los genes blanco en el niicleo. El primer
miembro de la familia smad, llamado Mad (mothers
against dpp) fue identificado en Drosophila melanogas-
ter; éste fue seguido por la clonacion de las proteinas
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sma 2, sma 3 y sma 4 en Caenorabditis elegans las cuales
poseen dominios C-terminal y N-terminal altamente
conservados, llamados dominios de homologia a Mad
1y 2 (MH1 y MH2, respectivamente) unidos por una
region rica en prolina.!? Existen ocho proteinas smad
en vertebrados (Smad 1-Smad 8) que han sido descri-
tas con tres distintas funcionalidades: smad activadas
por el receptor o R-Smad (Smad 1, 2, 3, 5 y 8), smad
mediadora comtn o C-Smad (Smad4) y, finalmente, las
smad inhibitorias o [-Smad (Smad 6 y 7), figura 3.51315
A'suvez, alas R-Smad se han agrupado en dos grupos
principales de acuerdo con la manera como son ac-
tivadas por su receptor tipo I. Estas incluyen a Smad 2
y Smad 3 que son activadas a través de fosforilacion
de su segmento C-terminal por el receptor tipo I del
TGF-B y el receptor de activina (TSRl y ActRIB, res-
pectivamente); Smad 1, Smad 5 y Smad 8 son activa-
das por Alk1, Alk2 o BMP?

Estas smad activadas por el receptor son libera-
das del complejo del receptor para formar un complejo
heterotrimérico de dos R-Smad y una Smad 4, y trans-
locarse dentro del nicleo.* Las R-Smad y Smad 4 con-
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Activadores | m_ 1 BiH>
Smad 1,5y 8 (BMP) (SSXS)
Smad 2y 3 (TGF- y Activinas)

Mediadores [T MHIN | T
Smad 4

Inhibidores | MH?
Smad 6y 7

MHZ1: dominio 1 de homologia mad
MH2: dominio 2 de homologia mad
BMP: proteina morfogénica de hueso
SSXS: secuencia rica en serinas

FIGURA 3. LA FAMILIA SMAD. SE MUESTRAN LAS PRINCIPA-
LES ESTRUCTURAS ESQUEMATICAS Y LOS TRES DISTINTOS
suBGRUPOS: R-Smap, Co-SmaDp v I-SmAD. LA HOMOLO-
GiA DE LOS SEGMENTOS MH1 vy MH2 EN LAS REGIONES
AMINO Y CARBOXILO TERMINALES, RESPECTIVAMENTE. TAM-
BIEN SE MUESTRA EL RESIDUO RICO EN SERINA (SSXS) EN
LA REGION CARBOXILO TERMINAL DEL R-SMAD QUE PUEDE
SER FOSFORILADO POR EL RECEPTOR TIPO |

tienen un dominio MH1 y MH2 en la regién C-termi-
nal que flanquea un segmento medio (de unién). Las
I-Smad carecen del dominio MH1 reconocible, pero tie-
nen el dominio MH2. Los dominios MH1 y MH2 pue-
den interactuar con factores de transcripcion de
secuencia especificos, donde el C-terminal de las R-
Smad interacttia y recluta a coactivadores relaciona-
dos con la proteina de unién a CREB (CBP) o p300.121
Se ha identificado una gran variedad de proteinas, que
interactdan con los complejos de receptores, y las R-
Smad, que son indispensables como chaperonas para
el reclutamiento de las smad y su unién a su receptor
especifico. Entre estos estan: el anclaje de las Smad para
la activacién del receptor (SARA, por sus siglas en in-
glés), el sustrato tirosinacinasa regulado por el HGF
(Hgs, por sus siglas en inglés), Axina, Fodrina de hi-
gado embridnico (ELF, por sus siglas en inglés), la
proteina 1 asociada al receptor del TGFP (TRAP 1, por
sus siglas en inglés), el pseudo gen del polipéptido li-
gero de ferritina (FTLP, por sus siglas en inglés), y el
efector antagonista de la Smad 1 (SANE, por sus siglas
en inglés).

Sefalizacion

En el espacio extracelular, el TGF-se une al TBRIII, el
cual recluta al TBRII y se autofosforila, o el TGF-f3 se
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puede unir directamente al TBRII anclado a membra-
na e inducir la atraccién del TBRI y su consecuente
fosforilacién. Esta fosforilacion en el receptor tipo I
activa a las cinasas en residuos de tirosina que fosfori-
lan a los factores de transcripcién Smad 2 y Smad 3;
una vez fosforilados, forman un complejo con Smad 4
para trasladarse del citoplasma hacia el nticleo, donde
interactdan de una manera especifica con otros facto-
res de transcripcion como AP-1, regulando la transcrip-
cion de genes de respuesta al TGF—f3 para llevar a cabo
sus funciones biolégicas de diferenciacién, control del
crecimiento, apoptosis celular y sintesis de matriz ex-
tracelular, entre otras (un ejemplo es el gen de colage-
na), figura 4.3°

Cabe mencionar el papel que juegan ciertas I-Smad,
principalmente los tipo Smad-6 y Smad-7, que carecen
de la region normalmente fosforilada por el receptor
TPBRIy, asi, interfieren con la fosforilacion de Smad-2 o
Smad-3, regulando su actividad.>>16

Papel inmunoldgico

Algunos estudios enfocados en descubrir el papel del
TGF-f indican una funcién en procesos inmunes e
inflamatorios, ya que suprime el crecimiento y dife-
renciacién de muchos linajes de células inmunes, in-
cluyendo células T y B.! El TGF- es producido por
todas y cada una de las células de linaje inmunoldgico
y actiia de una manera autdcrina y pardcrina. Ademds
de la regulacion de la proliferacion de células del sis-
tema de defensa, regula la expresion de moléculas de
adhesién, especialmente en la médula ésea y en el mi-
croambiente timico. Este también acttia como un qui-
mioatrayente para fibroblastos, monocitos y neutréfilos
e inhibe la activacién del sistema inmune por presen-
tacién antigénica o de interleucinas (IL). Ademads, las
células T que entran en apoptosis normal son el mayor
objetivo del TGF-p, con una accién inmunosupresora
drastica, e in vivo aumenta las funciones efectoras y de
memoria de los linfocitos T CD4+ antigeno-especifi-
cos, inhibe la secrecién de IgG e IgM, suprime la he-
matopoyesis dependiente de IL-3. De manera
importante y relevante, el TGF-f3 también controla la
proliferacion y maduracion en células B y tiene un pa-
pel regulatorio critico en la expresion de IgA."”

TGF-B en patologias

Se sabe que el TGF—-p tiene un importante papel en la
regulacién del ciclo celular. En muchas células epite-
liales, endoteliales y hematopoyéticas acttia inhibien-
do la progresion de la fase G1 del ciclo mitético, ya
que estimula la produccién de p15, un inhibidor de
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FIGURA 4. MECANISMO GENERAL DE LA SENALIZACION DEL TGF-f3. EN LA SUPERFICIE CELULAR, EL LIGANDO SE UNE A UN
COMPLEJO DE RECEPTORES TRANSMEMBRANALES CON ACTIVIDAD DE CINASA EN RESIDUOS DE SERINA/TREONINA (TSIR v
TPBIIR) E INDUCE LA TRANSFOSFORILACION DEL SEGMENTO GS EN EL RECEPTOR TIPO | POR EL RECEPTOR TIPO Il. EL
RECEPTOR TIPO 1 FOSFORILADO RECLUTA A LAS SMAD RECEPTORAS (SMAD 2 Y 3) QUE SON ACTIVADAS Y FORMAN UN
COMPLEJO CON SMAD COLABORADOR (SMAD 4), PARA TRANSLOCARSE AL NUCLEO Y UNIRSE A SECUENCIAS SBE (ELEMEN-
TOS DE UNION A SMAD) Y ASI, LLEVAR A CABO SUS FUNCIONES BIOLOGICAS. TAMBIEN SE MUESTRA EL PAPEL QUE JUEGAN LAS
SMAD INHIBITORIAS (SMAD 6 Y 7) AL BLOQUEAR LA SENALIZACION EVITANDO QUE SE FOSFORILEN SMAD 2 v 3

cinasas dependientes de ciclinas (CDC). Estos cambios
resultan en un decremento en la fosforilacién de la pro-
tefna Rb, la cual se une y secuestra miembros de la fa-
milia de factores de transcripcion E2F e inhibe, de esta
forma, la expresién de genes que regulan el ciclo celu-

346

lar como los c-myc y c-myb. En las células cancerosas,
mutaciones en la via de sefnalizacién del TGF-8 con-
fieren resistencia a la inhibicion del crecimiento y,
consecuentemente, disparan un crecimiento celular
descontrolado. Ademds de los efectos antes mencio-
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nados, el TGF-f también juega un importante papel
en la metéstasis, ya que induce la expresion, tanto de
matriz extracelular como de proteinas de adhesién
celular, asi como también decrece la produccién de en-
zimas que degradan la matriz, o incrementa los inhi-
bidores de dichas proteinas. Por todo lo anterior, es de
suponerse que el TGF-f puede incrementar la inva-
sion de las células malignas. Ademas, el TGF-f3 tam-
bién induce la formacién de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) y la motilidad celular, y suprime al sis-
tema inmune. La sobreproduccion del TGF-f puede
inducir la acumulacién de una cicatriz fibrosa en dife-
rentes 6rganos (higado, rifién, pulmén), culminando con
un estado patolégico muy grave que en muchos casos
lleva a la muerte. E1 TGF-f inhibe la proliferacion y
migracién de células endoteliales y de musculo liso.
Aunado a todo lo anterior, parece haber una relacién
entre el grado de expresion del TGF-By la hiperten-
sién arterial, debido a varios factores como elevacién
en la concentracion de angiotensina II, incremento en
la presién sanguinea sistémica y polimorfismos en el
promotor del TGF-21

Perspectivas terapéuticas

El papel del TGF-f en varias enfermedades humanas
puede darse de dos formas: la primera, involucra un
incremento en la actividad, como ocurre en pacientes
que cursan con fibrosis, y la segunda, en la que la acti-
vidad del TGF—3decrece; tal es el caso del cancer y de
la aterosclerosis. Numerosos estudios experimentales
encaminados a tratar de modular la expresién de esta
fascinante citocina pleiotrdpica en diferentes patolo-
gias han dado resultados satisfactorios; entre ellos te-
nemos a la administracién de antioxidantes, drogas
especificas, extractos de plantas, citocinas antagénicas,
supresores de apoptosis, oligonucleétidos antisentido
y herramientas de terapia génica con Smad 7, disefa-
das especificamente para truncar la sefializacion del
TGF-B.

Para el caso de fibrosis hepdtica se han realizado
diversos protocolos en los que el punto clave es el
TGF—B. Uno de estos estudios, el de Armendériz—Bo-
runda y colaboradores, indujo el bloqueo de la pro-
duccién de esta citocina por las células de Kupffer
mediante oligonucleétidos antisentido y el envio de
anticuerpos neutralizantes (anti-TGFf) a higados con
dafo por CCl,, para monitorear el estado inflamatorio
a través de la expresion de citocinas pro-inflamatorias
y anti-inflamatorias.’*2! Otro acercamiento promisorio
es la inhibicién de la activacién proteolitica del TGF-3
latente; por ejemplo, el inhibidor de proteasas de seri-
na Camostat que suprime la activacion de las células
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estelares hepéticas al inhibir la actividad de la plasmi-
na, previniendo la fibrosis en el higado,” y el uso de
un péptido sintético que bloquea la unién de trombos-
pondina 1 al péptido asociado a la latencia (LAP) del
TGF- latente en un modelo de fibrosis hepatica; de
igual manera, se inhibi6 la activacién de las células
estelares hepéticas mediante un protocolo de terapia
génica con Smad 7.10%

Recientemente, nuestro grupo ha realizado expe-
rimentos para bloquear la sefializacién del TGF- me-
diante la expresién local de un receptor dominante
negativo tipo II, que carece del dominio intracitoplas-
matico serina/treonina (ACyTSRII) en fibrosis hepé-
tica experimental, tanto in vivo como in vitro, al
disminuir la expresién de coldgena y alterar la acti-
vidad de las Smad 2 y 3, concluyendo que esta tec-
nologia podria ser ttil para disminuir o prevenir la
sintesis exacerbada de matriz extracelular en procesos
fibréticos;>®* o la utilizacin del receptor soluble del
TGF-Bque secuestra a su ligando TGF-f3, e impide que
éste llegue a su receptor.” Similarmente, se ha obser-
vado que la fibrosis inducida por ligadura del ducto
biliar fue suprimida en una alta proporcién por la ex-
presion de una proteina de fusién del dominio Fc- de
la inmunoglobulina G y la porcién extracelular del re-
ceptor truncado del TGF-p, actuando como un barre-
dor de esta citocina.?6?’

Debido a sus efectos celulares, el TGF-f3 es capaz
de regular los eventos patofisiolégicos in vivo, como
el desarrollo embrionario normal, la angiogénesis en
tejido tumoral, la transformacion maligna y la vigi-
lancia inmune. Como papel general, el efecto directo
del TGF—Ben las células cancerosas es la inhibicién del
crecimiento del cancer. Las células cancerosas son ca-
paces de adquirir la habilidad de evadir el efecto inhi-
bitorio del TGF—p. Estas células malignas son capaces
de producir grandes cantidades del TGF-y esta can-
tidad excesiva promueve la angiogénesis tumoral y la
supresion inmune.”

La evidencia de que el TGF-f suprime la progre-
sién del tumor lo hace un blanco atractivo para la
intervencién terapéutica; a este respecto, pequefias
moléculas inhibitorias como SB431542 disminuyen la
actividad cinasa del TPBRI, y algunos agentes que blo-
quean la sehalizacién del TGF—f3se encuentran en dife-
rentes protocolos clinicos y pre-clinicos. Se ha utilizado
de manera experimental una proteina de fusién solu-
ble que comprende la regién Fc- de la inmunoglobu-
lina humana y TBRII (Fc-TBRII) que antagoniza la
sefializacion del TGF-f e inhibe la metastasis de tu-
mor mamario a pulmén, cuando es utilizada como una
droga inyectable o cuando es expresada como trans-
gen en glandula mamaria. La exposicion crénica al
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Fe-TBRIIno causa fenotipo autoinmune ni inflamatorio
en ratones transgénicos, ni estos animales desarrollan
tumores espontaneos.” También se ha comprobado que
el inhibidor de fosfatidilcolina de fosfolipasa C (PC-PLC),
conocido como D609, bloquea la sefializacién del
TGF-B en células de carcinoma pulmonar A549.% Se
ha reportado un efecto inhibitorio de Smad 4 en la
angiogénesis e invasién de tumores pancredticos. La
transferencia adenoviral de este gen en una linea de
células de tumores pancreaticos deletados de Smad 4
de manera homocigética restaurd la expresion de la
proteina y su funcién, aunque esto no afect6 la proli-
feracion in vitro, Smad 4 inhibi6 in vivo el crecimiento
tumoral en ratones inmunodeficientes, al disminuir la
expresion del factor de crecimiento del endotelio vas-
cular (VEGEF, por sus siglas en inglés) y de gelatinasas,
reportandose con ello una reducida invasion, angiogé-
nesis y una regulacién negativa reciproca entre Smad
4y ETS-1 (marcador de invasién tumoral).!

Muiltiples estudios en animales y humanos sostie-
nen un papel directo del TGF-f en procesos fibrogé-
nicos in vivo. Hay evidencias de que la concentracion
del TGF-p1 esta bajo control genético, lo que implica
que la variacion genética del locus del TGF-81 puede
influir en las enfermedades, incluyendo la fibrosis
pulmonar idiopatica. Xaubet y colaboradores han des-
cubierto polimorfismos en el gen del TGF-f31 en 128
pacientes con fibrosis pulmonar. Ellos estudiaron dos
polimorfismos en el exon 1, en las posiciones +869 y
+915, que ocasionan una sustitucién de una leucina a
prolina en el codén 10, y de arginina a prolina en el
codoén 25. El polimorfismo en el codén 10 se asocia con
un deterioro en la funcion pulmonar, con un significa-
tivo incremento en la tension de oxigeno alveolar-ar-
terial. Por tanto, Xaubet propone el uso de marcadores
genéticos que permitan la identificacion de pacien-
tes mds propensos a la enfermedad, que podrian ser
mas facilmente detectados para un tratamiento anti-
citocina.*?

Algunos investigadores han demostrado en diver-
sos trabajos que la fibrosis pulmonar puede ser in-
ducida experimentalmente por la sobrexpresion del
TGF-f1 o mediante el envio de adenovirus que por-
tan el cDNA del TGF-p instilados en pulmoén, con el
objetivo de establecer un modelo que ayude a enten-
der algunos aspectos cuantitativos de la actividad bio-
logica del TGF-f1 y tratar de manipular este potente
factor como un mediador de fibrogénesis intersti-
cial.*3* Por otro lado, la terapia génica con la smad
inhibitoria (Smad 7) bloquea la cascada de senalizacién
e inhibe la fibrosis pulmonar experimental inducida
por bleomicina;*® de manera similar, la administracién
de vectores adenovirales recombinantes, que llevan
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inserto el cDNA del receptor tipo I del TGF-soluble,
reduce la disponibilidad del TGF-f1 activo y protege
al pulmén del dafio inducido por radiacién en ratas.*

La histologia del rifién es alterada draméticamente
en todos los pacientes diabéticos. Los cambios estruc-
turales tempranos consisten en hipertrofia glomerular
y tubuloepitelial. En estos pacientes, destinados a de-
sarrollar insuficiencia renal, las proteinas de matriz
extracelular se acumulan en el mesangio, obliterando
los capilares glomerulares que lo rodean y reduciendo
la capacidad de filtracién glomerular. De una manera
similar, la matriz extracelular se acumula en el in-
tersticio tubular y alrededor de las arteriolas, con-
duciendo a la destruccion de las nefronas. Todos estos
factores conducen a una enfermedad denominada ne-
fropatia diabética y, en la tdltima década, se han reali-
zado investigaciones sobre una molécula efectora clave,
responsable de la estimulacion de las células renales
para entrar en hipertrofia y a sobrexpresar proteinas
de matriz extracelular; estos cambios son provocados
por el TGF-p, una citocina hipertréfica y proesclerdti-
ca que afecta las celulas glomerulares, tubulares y los
fibroblastos intersticiales. El TGF—f3 ha demostrado
mediar virtualmente todos los cambios patologicos en
enfermedades del rin6n diabético.” De manera expe-
rimental se han utilizado oligonucleétidos antisentido
contra una proteina de matriz extracelular homotrimé-
rica (trombospondina 1), que participa en la activa-
cién no proteolitica del TGF-f latente, para que éste
pueda unirse a su receptor y contintie con sus efectos
bioldgicos.?

Otra perspectiva terapéutica es la realizada por
Zhu y colaboradores, en la que demuestran que el en-
vio adenoviral del gen del dominio extracelular solu-
ble del receptor tipo II del TGF-f (TBRII), fusionado a
la porcion Fc de la inmunoglobulina G humana y ex-
presado en el sistema musculo-esquelético disminuye
la disfuncion renal y la cicatriz fibrosa en un modelo
de nefritis de membrana basal antiglomerular (GBM,
por sus siglas en inglés).? La fibrosis tubulointersticial
es el resultado final de una variedad de dafios progre-
sivos que conducen a la falla renal crénica. Como el
TGF-f se sobrexpresa en respuesta a estimulos per-
judiciales en rindén, como la obstruccion ureteral uni-
lateral, causando fibrosis asociada con la transicion
epitelial-mesenquimal de los tibulos renales y la sin-
tesis de matriz extracelular, los trabajos de Sato y cola-
boradores demuestran que la carencia de Smad 3, una
intermediaria clave en la sefializacion del receptor del
TGF-B, protege al rindén de la fibrosis tubulointersti-
cial, como se evidencia por el bloqueo de la transicion
epitelial-mesenquimal y de acumulacion de colagena.
Estos datos demuestran que la via de Smad 3 es cen-

salud puiblica de méxico / vol.46, no.4, julio-agosto de 2004



EI TGF-f como blanco terapético

ARTICULO DE REVISION

tral en la patogénesis de la fibrosis intersticial y su-
giere que los inhibidores de esta via podrian tener
aplicacién clinica en el tratamiento de nefropatias obs-
tructivas.®

La ateroesclerosis es una enfermedad inflamato-
ria de la pared arterial, en la cual el papel que desem-
pefian ciertos mediadores proinflamatorios esta bien
fundamentado. El entendimiento de la actividad de los
componentes antinflamatorios que participan en la
modulacién de la progresién de la placa ateroescle-
rética se encuentra en etapas iniciales. Como los
TGEF-p1, B2 y 33 son factores de crecimiento con gran
actividad en células y tejidos en el sistema cardio-
vascular, se ha propuesto una participacién en la pa-
togénesis de la ateroesclerosis; esto ha dado inicio a
estudios cientificos, como los de Mallat y colabora-
dores, quienes demostraron que la inhibicién de la
sefalizacién del TGF-f utilizando un anticuerpo neu-
tralizante contra los TGF-f1, f2 y 83, que impide la
unién del TGF-f a su receptor, acelera el desarrollo
de la placa ateroesclerdtica en ratones deficientes de
apolipoproteina E (apoE). Ademds, la inhibicién de la
sefializacion favorece el desarrollo de la lesién con
un incremento en los componentes inflamatorios y un
decremento en el contenido de coldgena. De esta ma-
nera, se demuestra el efecto protector de TGF—-fen la
ateroesclerosis.®

Otros estudios ponen de manifiesto la importan-
cia que tiene el TGF—f como una citocina inmuno-
moduladora que regula la activacién de las células T
para detener la ateroesclerosis, como lo demostraron
Robertson y colaboradores, al truncar la sefializacion
del TGF-p, en ratones deficientes de apoE, cruzados
con ratones transgénicos que portaban el receptor tipo
Il dominante negativo en sus células T, lo cual dié como
resultado un incremento en la ateroesclerosis, expre-
sion de interferén a (IFN-a), una reducida placa de
coldgena, incrementada activacién de células T y se-
crecién de citocinas.*!

Conclusiones

El TGF—f es una familia de alrededor de 35 proteinas,
descubiertas durante los afios 70 y 80, que estdn am-
pliamente distribuidas de manera temporoespacial en
los organismos metazoarios. De ellas, el TGF-{, pro-
piamente dicho, es una molécula sintetizada como un
precursor inactivo que puede convertirse en una for-
ma funcional por miiltiples mecanismos, entre ellos
estan un pH extremo, altas temperaturas, proteolisis
limitada o desglucosilacion del péptido asociado a
la latencia, sin olvidar el mecanismo realizado por la
trombospondina 1. Debido a que es una molécula cla-
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ve, tanto durante el desarrollo embrionario como en el
adulto, al actuar de diferente manera (proliferacion,
migracion, inmunomodulacién y apoptosis, entre
otras) en cada uno de los diferentes tipos celulares, asi
como durante condiciones patofisioldgicas que invo-
lucran una gran variedad de érganos como higado,
pulmon, rifién y sistema vascular, el TGF-fse vale de
tres tipos principales de receptores (TBRI, TSRII y
TPRIII) con actividad de cinasa en la region intracito-
plasmica, y, con ayuda de unos segundos mensajeros
llamados smad, para que se lleve a cabo la sefaliza-
cion desde el exterior de la célula hacia el niicleo, de
donde proceden sus funciones bioldgicas. No debe ol-
vidarse que esta fascinante citocina también regula
procesos inmunes muy importantes para el correcto
funcionamiento del sistema, por ejemplo, regular la
proliferacion de los linajes celulares T y B, asi como
también la expresion de algunas inmunoglobulinas
como la IgA, la IgM e IgG. Ante algunos dafos fisiol6-
gicos, la actividad del TGF- se ve alterada, en mu-
chos casos induciendo una sobrexpresion de la misma,
provocando alteraciones en los érganos, al mismo
tiempo que aparecen diversos padecimientos que en
muchas ocasiones culminan con la muerte del paciente,
como insuficiencia renal crénica, cirrosis hepatica, fi-
brosis pulmonar y cancer. Debido al considerable avan-
ce cientifico que se tiene para entender la bioquimica
bésica de la vasta cantidad de moléculas involucradas
en la sefalizacién del TGF—0, el gran ntimero de ligan-
dos que posee, la plasticidad de los receptores y la in-
crementada cantidad de informacion cientifica que se
posee sobre la participacion de esta molécula en pato-
logias humanas, se estdn desarrollando novedosos pro-
tocolos experimentales de investigacién, enfocados en
corregir la alteracion presente en la ruta de actividad
del TGF-p, la que puede ir desde la expresién del RNA,
y la sintesis proteica hasta cada uno de los eventos
moleculares que intervienen de manera importante en
la sefializacién de esta “versatil” molécula.
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