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RESUMEN 

El betaglicano es un proteoglicano de membrana que une TGF-13 e incrementa la 

afinidad de unión de este factor al receptor 11. Además de la forma membrana!. el 

betaglicano se puede encontrar en fonna soluble en suero y matriz extracelular. La forma 

soluble del betaglicano inhibe la acción del TGF-13 evitando su unión a los receptores 1 y 11. 

El propósito de este trabajo fue analizar la capacidad del betaglicano soluble como 

un agente anti-TGF-13. Para ello, el betaglicano soluble se obtuvo en forma recombinante 

utilizando el sistema de expresión en baculovirus. Este betaglicano soluble recombinante es 

un homodímero fonnado por dos monómeros de 11 O kDa asociados por interacciones no 

covalentes. El betaglicano soluble recombinante no presenta cadenas de 

glicosaminoglicanos, aunque contiene las serinas donde se lleva a cabo esta glicosilación. 

El betaglicano soluble recombinante contiene carbohidratos que representan 

aproximadamente 20 kDa de la masa molecular del monómero. La secuencia arnino­

terminal del betaglicano soluble recombinante mostró que la Gly24 es el primer residuo de 

la proteína madura. El betaglicano soluble recombinante tiene una constante de disociación 

(K,i) de 3.5 nM para TGF-13 1. Ensayos de competencia de ligando indican que las afinidades 

relativas del betaglicano soluble recombinante para las isoformas del TGF-13 son TGF-132 > 

TGF-lh > TGF-131- La potencia anti-TGF-13 del betaglicano soluble recombinante in vitro es 

10 veces mayor para TGF-132 que para TGF-131- Comparado con anticuerpos neutralizantes 

anti-TGF-13, el betaglicano soluble recombinante es más potente para TGF-132 y similar para 

TGF-131. El betaglicano soluble recombinante es capaz de bloquear el efecto del TGF-13 in 

vivo en la glomerulonefritis experimental en ratas inducida por anticuerpos anti-timocito. 

Este betaglicano soluble recombinantc es capaz de prevenir el depósito de proteínas de 

matriz extracelular como la colágena l. colágena IV y fibronectina en el glomérulo de las 

ratas con glomerulonefritis. Además. el betaglicano soluble es capaz de inhibir la síntesis 

de mRNA de la SGK (serum and glucocorticoid-regulated kinase), una cinasa de proteinas 

que se encuentra incrementada en biopsias de riñón de pacientes con diabetes. 

Estos resultados indican que el betaglicano soluble recombinante es un potente 

agente anti-TGF-13. 



ABSTRACT 

Betaglycan, is a membrane anchored proteoglycan that binds TGF-13 and enhance 

binding affinity ofthis factor to type 11 receptor. In addition to the membrane betaglycan. a 

soluble form is found in serum and extracellular matrices. Soluble form of betaglycan 

inhibits TGF-13 binding to type 1 and 11 receptors. 

The purpose of this work was to analized the capacity of the soluble betaglycan as 

an anti-TGF-13 agent. Recombinant soluble betaglycan was produced using baculovirus 

expression system. This recombinant soluble betaglycan is a homodimer formed by two 

1 JO kDa monomers associated by no-covalent interactions. It is devoid of 

glycosaminoglycan chains, although it contains the serine residues where it is glycosilated. 

Recombinant soluble betaglycan has carbohydrates which accounts for approximately 20 

kDa of the total mass of the monomer. End-terminal sequence analysis of recombinant 

soluble betaglycan showed that Gly24 is the first reside of the mature protein. Recombinant 

soluble betaglycan has an equilibrium dissociation constant (k,i) of 3.5 nM for TGF-13 1• 

Ligand competition assays indicate that the relativc affinities of recombinant soluble 

betaglycan for TGF-13 isoforms are TGF-lh > TGF-133 > TGF-131. The anti-TGF-13 potency 

of recombinant soluble betaglycan in vitro is 10-fold higher for TGF-132 than for TGF-13 1• 

Comparated with a commercial anti-TGF-13 neutralizing antibody, recombinant soluble 

betaglycan is more potent against TGF-132 and similar against TGF-j3 1• Recombinant 

soluble betaglycan inhibits TGF-P effects in vivo in experimental glomerulonephritis in 

rats. This recombinant soluble betaglycan prcvents deposition of extracelular matrix 

proteins like collagen l. IV and fibronectin in rat glomerulous. In adition, soluble 

betaglycan inhibits the expression of mRNA of SGK (serum and glicocorticoid-regulated 

kinase), a protein kinase that is increased in diabetic kidneys. 

These results indicate that recombinant soluble betaglycan is a potent anti-TGF-P 

agent. 
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INTRODUCCJON 

La comunicación intercelular que guía la morfogénesis y Ja reparación de tejidos en 

organismos superiores está mediada por factores celulares y sus receptores. La 

caracteriz.ación de estos factores llevó al aislamiento de una molécula multifuncional que 

interviene en varios procesos celulares incluyendo el crecimiento, la diferenciación. la 

adhesión. el depósito de matriz extracelular y la inmunosupresión. A este factor se le 

denominó TGF-13 ("transforming growth factor type beta") (1). 

l. Superfamilia del TGF-13 

El TGF-13 pertenece a una familia de factores de crecimiento y diferenciación que 

incluyen alrededor de 40 miembros identificados en vertebrados e invertebrados. Dada la 

naturaleza multifuncional de estos factores no es sorprendente que el descubrimiento 

gradual de estos se haya llevado a cabo por líneas de investigación separadas. Por ejemplo. 

el TGF-13 1 fue identificado como un regulador del crecimiento mesenquimal y como un 

antimitógeno epitelial. Las activinas fueron identificadas como reguladores de la función 

pituitaria y como inductores del mesodermo en ranas. Las proteínas morfogénicas de hueso 

(BMPs) fueron identificadas como factores de reparación de hueso y como agentes de 

dorsoliz.ación en Drosophila ( 1, 2). 

De acuerdo a la comparación de la secuencia de los dominios bioactivos de estos 

factores. esta familia ha sido dividida en varios grupos que comprenden. la subfamilia del 

BMP2, BMPS, GDFS, Vgl, BMP3. miembros intermedios, activina. TGF-13 y miembros 

distantes. Estos factores muestran actividades biológicas de gran trascendencia como son la 

proliferación celulár, Já diferenciación. la movilidad, la adhesión y la muerte, y por lo tanto 

juegan un papel importante en el desarrollo embrionario y crecimiento, la inflamación, Ja 

reparación de tejidos y la respuesta inmunológica (Tabla 1) (2). 

La estructura prototipo de esta familia de genes es el TGF-13¡ que fue aislado por 

primera vez de plaquetas humanas (3) y posteriormente clonado de una biblioteca de cDNA 

·. humano (4): Existen por lo menos cinco isoforrnas de TGF-13: el TGF-13 1• TGF-132 y TGF-133 

que son isoformas presentes en los mamíferos. el TGF-134 descrito en el pollo. que es 
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Tabla l. Superfamilia del TGF-P y actividades representativas. 

NOMBRE % ACTIVIDADES REPRESENTATIVAS 
Subfamilia BMP2 
BMP2 (Dppº) 100 Gastrulación, neurogénesis, condrogénesis, 
BMP4 92 apoptosis interdigital. 

/ Subfamilia BMP5 
BMP5 (60 Aº) 61 Desarrollo de órganos y neurogénesis, 
BMP6/Vgrl 61 
BMP7/0Pl 60 
BMP8/0P2 55 

Subfamilia GDF5 
GDF5/CDMPI 57 Condrogénesis en el desarrollo de extremidades. 
GDF6/CDM2 54 
GDF7 57 

Subfamila Vgt 
GDFl (Vglx) 42 Inducción mesodénnica axial en ranas y peces. 
GDF3/Vgr2 53 

Subfamilia BMPJ 
BMP3/osteogenina 48 Diferenciación osteogénica. formación de hueso 
GDFlO 46 y quimiotaxis de monocitos. 

Miembros intermedios 
Nodal (Xnr 1 a 3x) 42 Inducción mesodermal axial, regulación de la 
Dorsalina 40 diferenciación celular en el tubo neural. e 
GDF8 41 inhibición del crecimiento de músculo 
GDF9 34 esquelético. 

Subfamilia acth·ina 
Actinina pA 42 Producción de FSH y diferenciación celular 
Activina pB 42 eritroide. 
Activina pe 37 
Activina PE 40 

Subfamilia TGF-p 
TGF-p 1 35 Control de la proliferación y diferenciación 
TGF-P2 34 celular, producción de matriz extracelular e 
TGF-p3 36 inmunosupresión. 

Miembros distantes 
MIS/AMH 27 Regresión del tubo Mulleriano. 
lnhibina ex 22 Inhibición de acciones de activina. 
GDNF 23 Desarrollo de riñón. 

Todos los miembros enlistados han sido identificados en humano y/o ratón. En paréntesis se encuentran los 
homólogos importantes en Drosophila (º) y Xenopus (). % es el porcentaje de identidad entre protelna 
morfogénica de hueso (BMP2) y el polipéptido maduro de GDF ("growth and differentiation factor"), CDMP 
("cartilage-derived morphogenetie protein"), MIS/AMH ("Mullerian inhibiting substance/anti-Mullerian 
hormone") y GDNF ("glial cell-derived neurotrophic factor"). Modificado de (2). 



homólogo al TGF-13i. y el TGF-135 presente en Xenopus. La secuencia de aminoácidos de 

estos TGF-13s está altamente conservada entre especies. Por ejemplo, existe una identidad 

mayor al 97% entre el TGF-131 maduro de varias especies de aves y de mamíferos. Lo 

mismo sucede para el TGF-132 y el TGF-133 (1). Además, existe gran similitud entre las 

isoformas del TGF-13, los TGF-13 1 y TGF-lh comparten 80 residuos idénticos (74%), TGF-

131 y TGF-133 86 residuos (78%), y los TGF-132 y TGF-lh comparten 89 residuos (82%). El 

TGF-135, comparte 82, 70 y 73% de aminoácidos idénticos con el TGF-131. el TGF-132 y el 

TGF-133 respectivamente (5). 

2. Síntesis del TGF-13 

Todas las isoformas del TGF-13 se sintetiz.an como precursores diméricos, que se 

secretan al medio extracelular como moléculas inactivas. de las cuales se originan los TGF­

j3s maduros activos. 

Cada cadena del dimero es sintetizada como un precursor de 390 aminoácidos (6). 

Los 112 residuos localizados en el extremo carboxilo terminal constituyen la forma madura 

del factor, la cual contiene nueve cisteinas: mientras que los residuos restantes localizados 

en la porción amino terminal definen el péptido asociado de latencia (LAP). Este precursor 

tiene las caracteristicas de un polipéptido secretor, contiene un péptido señal que permite su 

traslocación a través del reticulo endoplasmático y está glicosilado ( 1 ). El procesamiento 

proteolítico del pro-TGF-P está mediado por endopeptidasas como la furina (7). El sitio de 

corte del precursor son cuatro aminoácidos básicos precedidos inmediatamente del dominio 

bioactivo. La prorregión amino (LAP) no es requerida para la actividad biológica del TGF-

13, pero juega un papel importante en mediar el correcto plegamiento y dimeriz.ación de las 

regiones maduras. y es necesario para un procesamiento proteolítico eficiente. El TGF-

13 procesado es secretado como un complejo latente formado por la asociación no covalente 

entre el LAP y la región madura de la molécula. El TGF-13 asociado al LAP es denominado 

complejo latente pequeño (SLC). Con excepción de las plaquetas, donde este complejo 

latente es almacenado en los gránulos a de las plaquetas, el SLC es liberado en forma 

constitutiva. El SLC se puede asociar covalentcmente a una proteína adicional. la proteína 
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de unión de TGF-13 latente (L TBP), formando el complejo latente grande (LLC) (figura 1) 

(8). Se han descrito 4 miembros de la familia L TBP incluyendo a la L TBPI que fue la 

primera que se describió en 1990 (9). Las L TBPs son proteínas que pueden existir en forma 

soluble o asociadas a matriz extracelular (MEC). Estas L TBPs son requeridas para la 

secreción eficiente y el plegamiento correcto del TGF-J3, además dirigen la unión del LLC a 

microfibrillas de la MEC ( 1 O, 11 ). Sin embargo, existen algunas células como las de 

glioblastoma, líneas celulares parecidas a osteoblastos y células epiteliales de los túbulos 

renales que secretan al SLC y al TGF-13 activo en ausencia de L TBP (12, 13). 

Pro-TGF-f} 

Prodomino 

l!Z!Jl~.t;fM .. ~,·-t~·-> .-1· ... :¿ =< =·-·t:!-·.-.· ,_--r·:_·-- ,_.,_$.¡if}''j RXXRR::::::::::: 
~[ffitif$!f!/et.if-)¿f.5"- J!/.'t¿.:~:J,j .fr .. 5·:.fu-·f::!ft§i RXXR 

Secuencia 
Lidcr 

l SECRECION 

Complejo latente de TGF-P 

Factor 
Maduro 

Figura l. Precursor y forma latente del TGF-J3. El precursor del TGF-13 1 consiste de una secuencia lider N­
terminal, un prodominio y un dominio bioactivo (factor maduro) que contiene 9 cisteínas (C). La secuencia 
RXXR es el sitio de corte para liberar al factor maduro. Aún después de cortado el prodominio (LAP) 
permanece asociado con el dímero de TGF-13 por interacciones no covalente, formando un complejo latente 
pequeilo (SLC) Este complejo SLC una vez secretado se une a la proteína L TBP por medio de puentes 
disulfuro ( 1) formando el complejo latente grande (LLC). El LLC se une a matriz extracelular (MEC). 
Modificadode(I, 8). 
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La liberación del TGF-J3 bioactivo se lleva a cabo in vitro por tratamiento con 

detergentes y proteasas como la plasmina. Las proteasas pueden liberar al LTBP (como 

complejo latente) de la MEC producida por células en cultivo de tejidos (8). La activación 

del TGF-J3 in vivo implica la participación de una proteína de MEC conocida como 

trombospondina-1 (TSP-1 ). El LAP se une por medio de la secuencia LSKL Iocaliz.ada 

cerca del extremo amino, con la secuencia K412RFK415 de la trombospondina-1. Se ha 

propuesto que la ínteracción trombospondina-1-precursor latente genera un arreglo 

conformacional del LAP que permite la activación del TGF-J3 (14, 15). 

El TGF-J3 bioactivo se puede unir a la MEC, a a2-macroglobulina (16) y a la 

decorina ( 1 7) las cuales inhiben su actividad. o se une a acarreadores como la albúmina y a 

IgG que le permiten conservar su actividad ( 18). Los complejos TGFJ3-a2-macroglubulina 

son atrapados en el higado y probablemente catabolizados (16). El TGF-J3 bioactivo puede 

ser degradado por proteasas y elastasas en el sitio de la inflamación o puede ser excretado 

en la orina (18). 

3. Estructura del TGF-J3 

El TGF-J3 bioactivo es un homodímero de dos polipéptidos de 1 12 aminoácidos 

unidos por un puente disulfuro. La estructura cristalina del TGF-J32 revela que seis de las 

nueve cisteinas que se encuentran en cada monómero, forman una estructura central rígida 

conocida como nudo de cistinas (5. 19). Esta estructura está formada por un anillo de 

ocho aminoácidos cerrado por dos puentes disulfuro y atravesado por un tercer puente. De 

este nudo de cistinas se extienden cuatro hojas beta antiparalelas y una alfa hélice (20. 21 ). 

Una séptima cisteina forma un puente disulfuro con su correspondiente cisteina en el otro 

monómero. Los monómeros están orientados en forma antiparalela uno del otro y la cara 

interna de las hojas beta en uno de los monómeros forma interacciones hidrofóbicas con la 

alfa hélice del otro (figura. 2). Este contacto puede ser suficiente para dimerizar GDF-3 o 

GDF-9, dos miembros de la superfamilia del TGF-J3 que no tienen la séptima cisteína (22). 

A diferencia de otros miembros de la familia, los TGF-J3s y las activinas contienen una 

región amino-terminal con dos cisteinas. En el TGF-J32 esta región forma una pequeña alfa 

hélice que se encuentra unida a la primera tira beta por un puente disulfuro entre estas dos 

7 



cisteinas. Las características tridimensionales del TGF-lh son compartidas por todos los 

miembros de esta familia. Sorprendentemente, el factor de crecimiento neuronal (NGF) y el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), dos factores diméricos que no tiene 

una secuencia similar al TGF-13, también tiene un nudo de cistinas (19). 

Figura 2. Estructura del TGF-¡3. La estructura tridimensional del TGF-132 incluye 6 cisteínas (C) y 4 
aminoácidos adicionales (X) que forman el nudo de cistinas, 4 segmentos de hojas beta-antiparalelas 
(flechas), 1 alfa-hélice larga (cilindros largos) y 2 alfa-hélices cortas (cilindros cortos). Los seis residuos de 
cisteína (de un total de nueve que tiene la molécula) forman tres puentes disulfuro intracadena y una séptima 
cisteína forma un puente disulfuro que mantiene unido el dímero(-). Modificado de (5). 

4. Mecanismo de transducción de señal del TGF-13 

La búsqueda de proteínas que unen TGF-13 en la superficie de la célula usando 

métodos de entrecruzamiento de ligando, reveló la existencia de varias proteínas unidoras 

de TGF-13 que fueron clasificadas de acuerdo a su peso molecular como receptores tipo 1, 11 

y 111 (23). Los receptores tipo 1 y 11 son proteínas transmembranales con actividad de cinasa 

para serinas y treoninas y participan directamente en el señalamiento para TGF-13, mientras 

que los receptores tipo III o coreceptores del TGF-13 no tiene una función de señalización 

intrínseca bien definida pero regulan el acceso del TGF-13 a los receptores de señalamiento. 
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4.1. Receptores tipo 1 y U 

Los receptores tipo 1 y 11 son glicoproteínas transmemhranales de 53 y 75 k.Da 

respectivamente que forman homodímeros constitutivos independientemente de la unión 

del ligando (24, 25). Estos receptores pueden distinguir entre las isoformas del TGF-13. 

unen mejor al TGF-131 y TGF-133 que al TGF-132 (1 ). Ambos receptores participan 

directamente en la transducción de señales, ya que en las lineas de células tumorales y las 

mutantes de células de epitelio pulmonar, la pérdida de expresión de cualquiera de los dos 

receptores resulta en pérdida del efecto inhibidor del crecimiento del TGF-13 (26). 

Los receptores 1 y 11 presentan un dominio extracelular rico en cisteinas, una región 

transmembranal y una región citoplásmica con actividad de cinasa para serinas y treoninas 

(figura 3). La región extracelular es relativamente corta (aproximadamente 150 

aminoácidos), está N-glicosilada y contiene 1 O o más cisteinas que determinan el 

plegamiento de esta región (27). 

El receptor 1 presenta además en el extremo amino del dominio cinasa, una región 

de 29 aminoácidos altamente conservada. Esta región se conoce como dominio GS debido a 

Ja secuencia característica SGSGSG (serina-glicina-serina-glicina-serina-glicina) que 

contiene (25, 28). Inmediatamente después de la región SGSGSG. el receptor tipo I tiene 

una secuencia L-P (leucina-prolina) que sirve como un sitio de unión para la molécula 

FKBPI2 (29). La molécula FKBPI2 actúa como un regulador negativo de la señalización 

del receptor. El receptor tipo 11 presenta una cola en el extremo carboxilo terminal rica en 

serinas y treoninas (figura 3). La actividad de cinasa de este receptor está constitutivamente 

activa y requiere su fosforilación en la Ser213 (localizada fuera del dominio de cinasa) para 

mediar su efecto autocatalítico. Además, la fosforilación en la Ser409 estimula la capacidad 

del receptor 11 de fosforilar al receptor I; mientras que la fosforilación en la Ser416 impide su 

autofosforilación y la fosforilación del receptor I (30). 
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Figura 3. Receptores de transducción de señal para el TG F-Jl. Los receptores 1 y 11 son protelnas 
transmembranales con una pequeña región extracelular, una hélice transmembranal hidrofóbica y un dominio 
citoplásmico con actividad de cinasu para serinas y treoninas. El receptor tipo 11 tiene una cola en el extremo 
earboxilo terminal rica en serinas y treoninas. El receptor 1 presenta una región altamente conservada en el 
extremo amino del dominio cinasa, rica en glicinas y serinas conocida como dominio OS. El dominio OS 
contiene la secuencia característica TTSOSOSO donde el receptor 1 es fosforilado. El receptor 1 tiene una 
secuencia leucina-prolina inmediatamente después de la región TTSOSGSO que sirve como un sitio de unión 
para la molécula FKBPl2. Modificado de (2). 

El receptor 1 requiere la presencia del receptor 11 para unir al TGF-13. Por otro lado, 

el receptor tipo 11 puede unir de forma independiente al TGF-13 pero requiere la presencia 

del receptor tipo 1 para la transducción de la señal. El TGF-13 se une directamente al 

receptor Il. El TGF-13 unido al receptor 11 es reconocido por el receptor 1, formando un 

complejo heterotetramérico. El receptor 1 es entonces fosforilado por el receptor 11 en las 

serinas y treoninas de la secuencia TTSGSGSG del dominio OS (25, 31). Esto resulta en la 

activación de la cinasa del receptor 1, la cual actúa sobre las proteínas SMAD, que sirven 

como segundos mensajeros en la vía de señalamiento de TGF-13 (figura 4). Para que se lleve 

a cabo el señalamiento es necesario la actividad de cinasa en ambos receptores (24). 
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Figura 4. Mecanismo de transducción de señal del TGF-Jl. La unión del TGF-13 a los receptores 1 y 11 lleva 
a la formación de un complejo (3) y fosforilación del receptor 1 (4). Una vez activado, el receptor 1 fosforila a 
la Smad 2 o 3 (R-Smad) (5), permitiendo que esta prote[na se asocie con Smad 4 (6) y se mueva al núcleo (7). 
En el núcleo, el complejo de Smad se asocia con proteínas que se unen a DNA como Fast-1 (8) y este 
complejo se une a regiones específicas en los genes blanco, activando su transcripción (9). En el estado basal, 
la Smad 2 es retenida en el citoplasma por SARA. Modificado de (2). 

4.2. Proteínas SMADs 

Las proteínas de la familia SMAD son los primeros sustratos identificados de la 

cinasa del receptor 1 y juegan un papel central en la transducción de la señal del receptor a 

los genes blanco en el núcleo. El miembro fundador de la familia de las SMAD es el 

producto del gen Mad "Mothers against dpp". Mad fue aislado en búsquedas genéticas de 

potenciadores de un débil fenotipo materno de un alelo de dpp y su descubrimiento llevó a 

la identificación de muchos genes relacionados en nemátodos y vertebrados (32, 33). 

Posteriormente, tres homólogos de Mad, Sma-2, Sma-3 y Sma-4 se aislaron en C.e/egans 

buscando genes cuyas mutaciones causaran el mismo fenotipo de cuerpo pequefio 

observado en la mutante Daf4 (receptor tipo 11) (34). En los vertebrados se han identificado 

ocho proteínas diferentes relacionadas a SMA y MAD denominadas SMADs. 
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Las proteínas SMAD se han dividido en tres familias de acuerdo a su estructura y 

función: a) SMADs que son sustratos de las cinasa de los receptores de la familia del TGF-

13 (R-Smads, "Receptor-regulated SMADs"), b) SMADs que participan en la sefializ.ación 

asociándose a las R-Smads (Co-Smads, "collaborating SMADs") y c) SMADs antagonistas 

que inhiben la señalización de los otros dos grupos (Anti-Smads, "antagonistic SMADs") 

(figura 5). 

R-Smads Mad* 

BMP Smad 1 
Smad5 

1 SmadB ----... ~-l dSmad 2* 
TGF.p 1 Smad 2 

& Activina 1 Smad 3 

Co-Smadsl Medea* 
•-------<· Smad 4 

Smad4j} 

Anti-Smads Dad* 
Smad6 
Smad7 

MH1 MH2 

. - ·'. 

•• 
Figura 5. Familia de proteínas Smad. Dendrograma de similitud de secuencia entre las tres subfamilias de 
protelnas Smad. Las R-Smads y las Co-Samds poseen dominios conservados amino terminal (MHI) y 
carboxilo terminal (MH2), separados por una región divergente llamada región de unión. En las anti-Smads, 
sólo el dominio MH2 está conservado. El cuadro verde representa el sitio de fosforilación de las R-Smads en 
el dominio MH2, el triángulo indica el sitio de inserción de un procesamiento alternativo del mRNA de la 
Smad 2. Los(*) indican los miembros representativos en Drosophila. Modificado de (35). 

Entre las R-Smads se encuentran las Smad 2 y Smad 3 que son sustratos del 

receptor 1 de TGF-13 y mediadores de la transducción de la señal del TGF-13 y activina (36, 

37) y las Smads 1, 5 y 8 que son reconocidas por receptores de BMP (2). Para la 

transducción de la señal, las R-Smads requieren a las Co-Smads. En vertebrados se han 

descrito dos proteínas muy relacionadas que pertenecen a este grupo: Smad 4 y Smad 

_ 413 (35). Los productos de los genes Medea, Sma-4 en Drosophila y nemátodos son 

homólogos de Smad 4, y al parecer llevan a cabo funciones similares en estos organismos. 

Las SMADs antagonistas (anti-Smads) comprenden a las Smads 6 y 7 en humanos y Dad 

en Drosophila. Estas proteínas tiene muy poca homología con otras Smads (35). 

Las proteínas SMADs contienen dominios amino-terminal y carboxilo-terminal 

(MHl y MH2 respectivamente) muy conservados y una región de unión ("linker") que es 
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de tamaño y secuencia variable (figura 6). El dominio MHI está conservado en las R­

Smads y Smad 4, pero no en las anti-Smads. En el estado basal, el dominio MH 1 inhibe las 

actividades transcripcionales y biológicas del dominio MH2. Este efecto inhibidor es 

debido a la asociación de los dos dominios. Además, el dominio MH 1 tiene actividad de 

unión al DNA en su estado activado. El dominio MH2 contiene los sitios de fosforilación 

por el receptor (en las R-Smads) y participa en varias interacciones proteína-proteína 

importantes. En estado basal, las SMADs forman homo-oligómeros por interacción entre 

sus dominios MH2. El dominio MI-12 también participa en la asociación de la R-Smad con 

el receptor I, Smad 4 y factores de unión a DNA (2). 

Las R-Smads interaccionan con el receptor 1 activado, a través del dominio MH2 y 

son activadas por la fosforilación por el receptor I en la región SS(V /M)S carboxilo 

terminal (36) (figura 6). En el estado activado las R-Smads fosforiladas se asocian con la 

Smad 4. Como un complejo, las R-Smads y las Co-Smads se mueven al núcleo y regulan 

negativa y positivamente la transcripción de genes, reclutando coactivadores o 

correpresores. El mecanismo de apagado de la señal implica la ubiquitinación de las 

SMADs en el núcleo seguida por la degradación mediada por proteosomas (38). 
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Figura 6. Dominios de las Smad y su función. En el estado basal, las Smads forman homo-oligómero y 
permanecen en un estado inactivo a través de interacción entre los dominios MHI y MH2. La R-Smad 
interacciona con el receptor 1 activado, a través del dominio MH2 y es activada por la fosforilación por el 
receptor 1 en la región SSXS carboxilo terminal. En el estado activado las Smads se asocian con Smad 4 y con 
proteínas unidoras de DNA a través del dominio Ml-12. El dominio MH 1 en algunas Smads también participa 
en la unión a DNA. Modificado de (2). 
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La especificidad del reconocimiento de las R-Smads por el receptor 1 está 

· determinada por Ja sequencia del asa L45 en el dominio de cinasa del receptor 1 y la 

secuencia del asa L3 en el dominio MH2 en la R-Smad (figura 7). El asa L45 tiene 

secuencia semejante en los miembros de TGF-P y BMP, solo difieren en tres residuos. El 

asa L3 en Ja Srnad l y Smad 2 difiere por sólo dos aminoácidos. Estas diferencias parecen 

permitir Ja discriminación en las interacciones receptor-SMAD (39). 

Dominio MH2 
Smad2 

Dominio citoplásmico del 
receptor Tipo 1 de TGF-P 

Figura 7. Estructura de la región citoplásmica del receptor 1 del TGF-11 y del dominio MH2 de la Smad 
2. En el estado basal, el receptor 1 se mantiene inactivo ya que la región as presiona contra el dominio de 
cinasa dislocando el centro catalítico. La fosforilación en la región as por el receptor 11 activa la cinasa del 
receptor 1, permitiendo que este fosforile a la proteina Smad en la secuencia SSXS del extremo carboxilo 
terminal. La especificidad de reconocimiento entre el receptor de TaF-13 y la R-Smad está determinado por la 
secuencia del asa L45 del dominio de cinasa del recetor y la secuencia del asa L3 en el dominio MH2 de la 
Smad. Modificado de (39). 

En el estado basal, las Smads permanecen en un estado inactivo a través de 

interacción entre los dominios MH l y MH2 y son retenidas en el citoplasma (2). En el caso 

de Smad 2, esta retención es mediada por SARA ("SMAD anchor for receptor activation") 

( 40). Además de limitar el movimiento de la SMAD, el contacto con SARA ocluye una 

región de Ja Smad 2 que interviene en su movimiento a núcleo. La fosforilación mediada 

por el receptor no solo incrementa la afinidad de Smad 2 por Smad 4, sino también 
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disminuye su afinidad por SARA. liberando a Smad 2 y permitiendo su movimiento a 

núcleo, lo cual lleva a la acumulación rápida de Smad 2 activada en el núcleo ( 41 ). 

Las Smads activadas logran una afinidad alta en su interacción con el DNA 

asociándose con cofactores que unen DNA. Algunos cofactores para Smads funcionan 

solamente como adaptadores de unión a DNA. En este grupo se encuentran las proteínas 

OAZ ("Olf-associated zinc finger") para Smad 1 , y F AST ("forkhead activin signal 

transducer") y Mixer para Smad 2 ( 42). Otro grupo de proteínas que facilitan la unión de 

las Smads a los promotores blanco son los factores de transcripción que tienen la capacidad 

de reclutar coactivadores y en otros contextos funcionan independientemente de la Smads. 

Ejemplos de estas proteínas son: JUNB, TFE3 ("transcription factor binding to 

ímrnunoglobulín heavy constant mu enhancer), AML ("acute myeloneous leukaernia") y 

LEFl ("lymphoid enhancer-binding factor). El complejo de Smad activado puede activar o 

reprimir la expresión de un gen, reclutando no solo coactivadores sino también 

corepresores. Entre los coactivadorcs que se han descrito se encuentran p300 y CBP 

("CREB bínding protein) y entre los corepresores se encuentran TGIF ("TG3-interacting 

factor"), SKI ("Sloan-Kettering Institute proto-oncogcne") y SnoN ("Ski-relatcd novel gene 

N") (35, 39). 

Otro tipo de SMADs son las anti-Smads que tienen muy poca homología con otras 

SMADs en el dominio MH 1 y no tienen el sitio de fosforilación típico en el extremo 

carboxilo-terminal. A este grupo pertenecen la Smad 6 y Smad 7. La Smad 7 se une al 

receptor 1 e inhibe la transducción de la señal impidiendo la fosforilación de la R-Smad por 

la cinasa del receptor 1 ( 43 ). La Smad 6 por otro lado. inhibe la transducción de la señal 

uniéndose a la R-Smad y bloqueando su unión a la Co-Smad (figura 8) (44). La Smad 7 es 

principalmente un inhibidor de la vía de señalamiento para el TGF-J3, mientras que la Smad 

6 específicamente bloquea la señalización para el BMP (45) 

4.3. Coreceptores del TG F-13 

Entre los receptores tipo III o coreceptores del TGF-13 se encuentran: el betaglicano 

y la endoglina. Estos coreceptores no participan directamente en la transducción de la señal 

por TGF-13, sin embargo son de gran importancia ya que modulan el acceso del TGF-13 a los 

receptores 1 y II. 
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Figura 8. Proteínas Smad antagonistas (anti-Smads). Las anti-Smads tienen muy poca homologla con 
otras SMADs en el dominio MHI y no tienen el sitio de fosforilación típico en el extremo carboxilo-terminal. 
Smad 7 se une al receptor 1 e inhibe la transducción de la señal impidiendo la fosforilación de la R-Smad por 
la cinasa del receptor l. Smad 6 por otro lado, inhibe la transducción de la señal uniéndose a la R-Smad y 
bloqueando su unión a la Co-Smad. Smad 7 es principalmente un inhibidor de la vía de la transducción de la 
señal para TGF-J3, mientras que Smad 6 cspcclficamcnte bloquea la transducción de la señal para BMP. 

4.3.1. Betaglicano 

El betaglicano es un protcoglicano transmembranal con cadenas de 

glicosaminoglicanos (GAGs), que se identificó por su capacidad de unir al TGF-13 con alta 

afinidad ( 1 ). La deducción de la estructura primaria del betaglicano de rata reveló que es 

una proteína sintetizada a partir de un precursor de 853 aminoácidos, con un gran dominio 

extracelular que contiene 16 cisteinas, una región transmembranal y una cola citoplasmática 

de 43 aminoácidos rica en serinas y treoninas ( 46). La región extracelular en su dominio 

amino tiene homología con la endoglina(46) y en su dominio carboxilo con la uromodulina, 

los receptores espermáticos Zp2 y Zp3 y la proteína de secreción de gránulos pancreáticos 

GP-2 (47). La cola citoplasmática del betaglicano no tiene un región conocida de 

señalamiento pero tiene una sorprendente homología con la endoglina (48). La proteína 

medular del betaglicano tiene una masa molecular aproximada de 100 kDa. A la proteína 

medular se unen cadenas sulfatadas de heparano y condroitina ancladas en las serinas 535 y 

546. La serina 546 une solamente cadenas sulfatadas de condroitina y la serina 535 une 
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predominantemente cadenas sulfatadas de heparano (figura 9). El betaglicano con GAGs 

migra electroforéticamente en un intervalo de 280 a 330 kDa (46). El TGF-P se une a la 

proteína y su interacción no requiere las cadenas de GAGs (46, 49). Sin embargo, las 

cadenas sulfatadas de heparano pueden unir al factor de crecimiento para fibroblastos 

básico (FGFb) (50). 

NH2 

Membrana 
celular 

Figura 9. Caracteristicas estructurales del betaglicano. La protelna medular del betaglicano es un 
polipéptido de 853 aminoácidos. Este polipéptido contiene un péptido señal (caja negra), un gran dominio 
extracelular, una región transmembranal y una pequeña cola citoplásmica rica en serinas y treoninas. El 
dominio extracelular tiene una región de similitud a endoglina (E) y otra a uromodulina (U). además contiene 
2 sitios de anclaje de las cadenas de GAGs (circulos verdes) y 16 cisteínas (puntos negros). 

El betaglicano se expresa en tejido fetal y adulto, incluyendo células 

mesenquimales, epiteliales, neuronales y otros tipos celulares. Sin embargo, no está 

presente en cierto tipo de células como mioblastos, endotelios y células hematopoyéticas 

que tienen la capacidad de responder al TGF-p, por lo que el betaglicano no parece 

participar directamente en la transducción de señales ( 1 ). 

El betaglicano tiene la capacidad de unir las tres isoformas del TGF-p con alta 

afinidad (TGF-Pi. TGF-!}2 y TGF-!}3) (51, 52). El betaglicano facilita la unión del TGF-P al 

receptor 11 formando un complejo temario betaglicanoffGF-p/receptor 11 en el proceso 

(figura 1 O) y potenciando así su acción (53). El papel potenciador del betaglicano es más 

evidente para la isoforrna TGF-!}2• Aunque el TGF-P2 señaliza a través de los receptores 1 y 

Il, esta isoforma tiene menor afinidad intrínseca para el receptor 11 y su acción es menos 

potente que el TGF-P1 en células progenitoras hematopoyéticas (54), mioblastos (53) y 

células endoteliales (52) que no tienen betaglicano. La transfección del betaglicano en estas 

células aumenta la unión de TGF-!}2 y su actividad (53). La capacidad del betaglicano de 
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Betagllcano membrana! Betagllcano soluble 

Sellal Sellal 

Figura JO. Efectos del betaglieano sobre la actividad del TGF-p. En bctaglicano membrana! potencia los 
efectos del TGF-Jl, facilitando la unión de este faclor al receptor 11. La forma soluble del bctaglicano generada 
a partir de la forma membrana! por corte proteolltico ( I> ). secuestra al TGF-P y previene su unión a los 
receptores 1 y 11 inhibiendo su actividad. 

igualar la potencia de las tres isoformas de TGF-13, aumenta la posibilidad de que el 

betaglicano no sólo concentre al TGF-13 en la superficie celular, sino también puede estar 

estabilizando la conformación óptima del TGF-J3 para su unión a los receptores de 

señalamiento (2). 

La expresión recombinante del betaglicano resulta en la producción de la proteína 

transmembranal y una versión secretada que corresponde al dominio extracelular(46). Esto 

es consistente con la observación de que muchas líneas celulares secretan betaglicano 

soluble (55). La liberación puede ser debida a la presencia de un sitio de corte para 

proteasas (lisina-lisina) antes de la región transmembranal o a la presencia de la secuencia 

leucina752-alanina-valina-valina que es idéntica a una secuencia en el precursor del TGF-a, 

el cual es liberado al medio como TGF-a soluble ( 46). Esta forma soluble del betaglicano 

también se encuentra presente en forma natural en matriz extracelular y suero (55). 

La forma soluble del betaglicano evita la unión del TGF-J3 a los receptores de 

señalamiento previniendo su acción (figura 1 O). Debido a las características funcionales del 

betaglicano, este receptor se considera como un regulador dual del acceso del TGF-J3 a los 
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receptores de seiialamiento, ya que cuando se encuentra anclado a la membrana aumenta la 

uilión del TGF-J3 a estos receptores, mientras que cuando está en forma soluble evita la 

uilión del TGF-P a los receptores de señalamiento previniendo su acción. 

El dominio extracelular del betaglicano presenta dos sitios de unión al TGF-J3, uno 

en la región similar a endoglina (49) y el otro en la región similar a uromodulina (56). La 

identificación de estos dos sitios de unión de TGF-J3 al betaglicano y el hallazgo de que la 

plasmina es capaz de cortarlo en un sitio intermedio (57, 58) apoyan el hecho de que el 

ectodominio del betaglicano se encuentre dividido en dos dominios. 

El betaglicano tiene Ja capacidad de unir a la inhibina A, un factor que pertenece a 

la familia del TGF-J3 y cuya función es inhibir la producción de la hormona folículo 

estimulante (FSH) y otras acciones de la activina. El betaglicano forma un complejo 

temario con la inhibina A y el receptor 11 de la activina (ActRll). Este complejo es el 

encargado de mediar el antagonismo de la activina por la inhibina, secuestrando al receptor 

11 de la activina dentro de un complejo inactivo junto con el betaglicano (figura 1 1) ( 59). La 

capacidad del betaglicano de unir a la inhibina A reside exclusivamente en la región 

semejante a la uromodulina (60). 

BG 

ALK4 

lnhibina 
ap 

ActRll 

! 
? 

ActRll 

Activina 
J3f3 

~ 
1313 

A~tRlllliWLK4 

! 
Señal 

Figura 11. El betaglicano actua como corcpresor con la inhibina y el receptor tipo 11 de la activina 
(ActR-11). En ausencia del betaglicano (BG), la activina se une al ActR-11 y forma el complejo de 
señalamiento con ALK4. Sin embargo, en presencia de betaglicano la unión de la inhibina al ActR-11 se 
incrementa y se impide el acceso de la activina. El resultado es la formación de un complejo 
betaglicano/inhibina/ActR-11, que impide el reclutamiento y la activación de ALK4. Modificado de (59). 
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Recientemente se ha demostrado un papel esencial del betaglicano en la 

señalización del TGF-J3. El betaglicano participa en la transición epitelio-mesenquimal de 

las células endoteliales que permite la formación de las válvulas cardiacas ( 61, 62). Durante 

el desarrollo del corazón de pollo, el epitelio que recubre el lumen del corazón se activa en 

la zona del canal atrioventricular. Las células endoteliales se transforman en células 

mesenquimales e invaden la MEC. Este proceso se conoce como transformación epitelio­

mesenquimal e implica dos procesos importantes: la activación de las células endoteliales y 

la subsecuente invasión de las células mesenquimales. La activación del endotelio se 

caracteriza por pérdida del contacto célula-célula, la hipertrofia celular. la polarización y un 

incremento en la expresión de moléculas de MEC (63). Las células endoteliales activadas 

sufren cambios morfológicos para transformarse en células mesenquimales que invaden la 

MEC. En el proceso de transformación epitelio-mesenquimal, el TGF-132 es crítico para la 

activación de las células endoteliales, mientras que el TGF-133 lo es para la formación de las 

células mesenquimales (64). El receptor 11 y el betaglicano son requeridos para mediar la 

transformación epitelio-mesenquimal en el corazón. El betaglicano media respuestas 

distintas a las del receptor 11. El bloqueo del bctaglicano pero no del receptor 11 utilizando 

anticuerpos, inhiben el paso de separación célula-célula endotelial. El estudio de 

marcadores de desarrollo revela un patrón de expresión distinto cuando se bloquea al 

betaglicano o al receptor JI. Estos datos sugieren que el betaglicano y el receptor JI llevan a 

cabo la transformación epitclio-mesenquimal en el corazón a través de distintas vías de 

transducción de señal (62). 

El betaglicano puede modular la unión del TGF-133 al receptor tipo 11 en las células 

epiteliales del borde medio (MEE '"medial edge epitelial cells") contribuyendo así a la 

transformación epitelio-mesenquimal durante la fusión del paladar (65). Durante la fusión 

del paladar. las MEE selectivamente presentan transformación epitelio-mesenquimal. Este 

proceso es regulado por el TGF-J33 endógeno (66). Los receptor 1 y 11 se expresa en todas 

las células epiteliales del paladar durante la fusión (65), sin embargo la expresión del 

betaglicano está restringida a las células MEE durante la fusión del paladar. De esta forma, 

el betaglicano puede modular la unión del TGF-J33 al receptor JI en las células MEE. 

El betaglicano inhibe la señalización por TGF-13 bloqueando la formación del 

complejo TJ3RlffJ3RII en células de epitelio renal LLC-PK (67). Este fenómeno se presenta 
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por la presencia de modificaciones en los glicosaminoglicanos del betaglicano en estas 

células, ya que en mioblastos de rata L6 se observa el fenómeno de potenciación del efecto 

del TGF-f3 por el betaglicano. Estos resultados tienen implicaciones importantes en el 

entendimiento de la función del betaglicano y la regulación de la respuesta del TGF-f3 en 

diferentes tipos celulares. 

4.3.2. Endoglina 

La endoglina es una molécula expresada en la superficie de células endoteliales en 

alta concentración y en monocitos, precursores eritroides y otros tipos celulares en menor 

concentración (68). El gen que codifica para la endoglina se ha localizado en el cromosoma 

9 y ha sido identificado recientemente como un gen blanco para un desorden vascular 

autosómico dominante conocido como telangectasia hemorrágica tipo 1 (69). La endoglina 

une TGF-131 y TGF-133 con alta afinidad (K,i=50 pM) en células endoteliales humanas. pero 

no une TGF-132 (48). Se han caracterizado dos isofonnas de la endoglina, la L-endoglina y 

la S-endoglina. Ambas isoforrnas tiene capacidad de unir TGF-13 pero difieren en la 

composición de aminoácidos en su cola citoplásmica. La isoforma predominante es la L­

endoglina, la cual contiene 658 aminoácidos, mientras que la S-endoglina tiene solamente 

625 aminoácidos.El bctaglicano y la L-endoglina comparten una región con alta identidad 

en la cola citoplásmica, la cual tiene un alto contenido de residuos de serina y treonina 

potencialmente fosforilables ( 46, 68. 70). A pesar de que se han observando complejos 

entre la endoglina y los receptores del TGF-13. su papel en la señalización no está claro. La 

unión del TGF-13 por la endoglina es limitada si se compara con el bctaglicano y se 

incrementa cuando se coexpresa el receptor ll de TGF-13. La sobreexpresión de la endoglina 

puede disminuir más que aumentar la respuesta de TGF-13 en monocitos (71 ). 

5. Funciones biológicas del TGF-f3 

Los miembros de la familia del TGF-f3 son ubicuos, multifuncionales y esenciales 

para la sobrevivencia del organismo. El TGF-13 es una citocina que regula muchos procesos 

biológicos, los cuales se pueden categorizar en tres grandes grupos: efectos sobre la 
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prolüeración celular, sobre el estado de düerenciación celular y sobre la producción de la 

matriz extracelular ( 1, 72). 

La importancia del papel del TGF-P. está ilustrado por modelos in vivo en los cuales 

se ha eliminado el gen que codifica para cada una de las isoformas del TGF-1.3.y algunos de 

sus receptores. En el caso de los ratones "knockout" para el gen de TGF-131. el 50% de los 

animales mueren en el útero y los sobrevivientes mueren por una inflamación exagerada 4 

semanas después del nacimiento (73). El 75% de los ratones "knockout" para TGF-132 

mueren en el útero por defectos pulmonares, cardiovasculares y urogenitales, además hay 

osificación disminuida en cráneo y esqueleto (74). Por otro lado, los ratones "knockout" 

para TGF-133 mueren los primeros días después del nacimiento al parecer por problemas 

pulmonares, además presentan paladar hendido (75, 76). En el caso de los receptores para 

TGF-13, los ratones "knockout"del receptor 11 del TGF-13 mueren durante la gestación por 

defectos en el desarrollo vascular y la hematopoyesis (77), mientras que los ratones 

"knockout"del receptor 1 del TGF-13 mueren durante la gestación por defectos en el 

desarrollo vascular. sin embargo muestran un potencial hematopoyético normal (78). 

5.1. Proliferación y diferenciación celular 

La proliferación celular está controlada por la acción de moléculas que la estimulan 

o la inhiben. El TGF-13 induce un fuerte efecto inhibidor de la proliferación en muchos tipos 

celulares. En células de origen epitelial, cndotelial y fibroblástico, el TGF-P inhibe 

reversiblemente la proliferación celular, y en células de epitelio pulmonar y queratinocitos 

detiene completamente la proliferación (79). 

El TGF-13 actúa negativamente en la proliferación celular al detener a las células en 

la última parte de la fase G 1 del ciclo celular (26). La inhibición de la proliferación 

mediada por el TGF-P se lleva a cabo a través de dos mecanismos: la inhibición de cinasas 

dependientes de ciclina (cdks) y la disminución de la expresión del c-myc. En las células de 

mamíferos, los complejos ciclina D-cdk4, ciclina D-cdk6, ciclina E-cdk2 y ciclina A-cdk2 

actúan secuencialmente durante la transición G 1 /S y son requeridos para la progresión del 

ciclo celular durante este periodo. La inhibición de G 1 Cdks por el TGF-13 es llevada a cabo 

por inducción de p 15 y p2 I, los cuales son inhibidores de cdks, y por la disminución de c-
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myc. Aunque no se conoce el mecanismo exacto, es posible que el c-myc participe 

directamente como un represor del gen p 15 (80, 81 ). 

En contraste a lo mencionado anteriormente, se ha observado que el TGF-13 

estimula la proliferación de células principalmente mesenquimales. Esta proliferación 

ocurre por la expresión de factores de crecimiento endógenos inducida por el TGF-13, tales 

como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (82), el factor de crecimiento 

de tejido conjuntivo (83) o incremento en la expresión de los receptores para el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF) (84). 

Además del efecto del TGF-13 en la proliferación celular, este factor participa en la 

diferenciación celular y juega un papel importante en la regulación del desarrollo 

embrionario. Se ha observado que el TGF-13 se expresa durante la embriogénesis y es 

particularmente elevado en las áreas de morfogénesis rápida tales como los sitios de 

condrogénesis y osteogénesis (72, 85). 

Por otro lado. el TGF-13 suprime la proliferación y diferenciación de células By T in 

vitro, antagonizando los efectos de citocinas que participan en inflamación como son IL-113, 

TNF-a e IFN-y, y suprime la expresión de los receptores para IL-113 e IL-2 en las células. 

En macrófagos, la producción de superóxido y óxido nítrico son bloqueadas por el TGF-13. 

El estudio de los efectos inmunosupresores del TGF-13 han llevado al descubrimiento de su 

papel endógeno y su posible aplicación terapeútica en enfermedades autoinmunes (86). 

5.2. Producción de matriz extr-.tcelular 

El TGF-13 controla la producción y remodelación de la MEC ( 1 ). Este factor 

incrementa la sintesis y el depósito de componentes extracelulares tales como la 

fibronectina y algunas formas de colágena como las tipo l. 111, VI y X (87, 88). Además,el 

TGF-13 incrementa la síntesis de inhibidores de enzimas de degradación tales como el 

inhibidor del activador del plasminógcno (P AJ-1 ) y el inhibidor tisular de metaloproteasas 

(TIMP), mientras que disminuye la expresión de proteasas tales como la colagenasa. y el 

activador del plasminógeno (89, 90). Este aumento en la síntesis de los inhibidores y la 

disminución en la síntesis de proteasas aumentan la acumulación de las proteínas de Ja 

MEC inducidas por el TGF-p. 
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El TGF-P también altera la capacidad de las células de interaccionar con otras 

células y con la MEC debido a su efecto en la expresión de las integrinas. Este factor puede 

alterar la expresión de subunidades de integrinas entre las que se encuentran: las 

subunidades a. 1 a <X6 y la subunidad P 1 las cuales se combinan para formar los receptores 

para la fibronectina, la colágena, la larninina y otras moléculas de la MEC; las subunidades 

ª" y p3 que forman el receptor para vitronectina y la a1 que combinada con la P2 

constituyen el LFA-1, un receptor de adhesión célula-célula que se une a ICAM-1 

(molécula de adhesión intercelular 1) en la superficie de otras células linfoides. 

Debido a los efectos del TGF-P mencionados anteriormente, este factor tiene un 

papel importante en Ja reparación de tejidos. Después de la liberación del TGF-P por la 

desgranulación de las plaquetas en el sitio de Ja herida, se inicia una cascada de procesos 

que incluyen reclutamiento de células por el efecto quimiotáctico para monocitos y 

fibroblastos que tiene el TGF-p, formación de nuevos vasos sanguineos y sintesis de 

colágena para dar soporte a la herida (72). El papel del TGF-P en la reparación de tejidos 

no está limitada a lesiones en donde participa el tejido conjuntivo. Recientemente se ha 

puesto interés en sus efectos en reparación o modulación del tejido cardiaco dañado como 

resultado de la isquemia o el infarto. Estudios del patrón inmunohistoquimico del TGF-p 1 

en corazón después de infarto al miocardio inducido en forma experimental. han llevado a 

la sugerencia de que el TGF-P puede acelerar la reparación y restablecer la función de los 

miocitos (91 ). Además. su administración sistémica antes de inducir el infarto experimental 

en ratas ha mostrado tener un efecto cardioprotector (92). Uno de los efectos de esta 

administración sistémica. es la supresión de la liberación del IL-113 y el TNF-a a la 

circulación debido indirectamente a la capacidad del TGF-13 de preservar y estabilizar la 

función endotelial además de inhibir la adhesión endotelial de neutrófilos y linfocitos (93, 

94). Esta función del TGF-13 hace suponer que puede ser útil en el tratamiento del choque 

séptico y puede ser administrado junto con agentes trombolíticos. 
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6. Papel del TGF-J3 en enfennedades renales 

Las actividades del TGF-J3 son benéficas y de duración limitada dentro del contexto 

de Ja reparación de heridas. Sin embargo, en algunas ocasiones existe desregulación en la 

producción y Ja activación de este factor que resulta en un depósito excesivo de tejido 

conjuntivo y fibrosis del riñón, hígado y pulmón (95). Se ha visto que la expresión del 

mRNA del TGF-J3 y la producción del factor está incrementada en pacientes con 

enfermedades fibróticas del riñón, incluyendo nefropatía por lgA, nefropatía membranosa, 

nefritis en lupus y diabetes y nefropatía asociada a HIV y en pacientes con infección con el 

virus de hepatitis e, fibrosis hepática autoinmune o inducida por alcohol y fibrosis 

pulmonar idiopática o inducida por bleomicina, esclerosis sistémica. mielofibrosis, ciertas 

formas de artritis reumatoide, esquistosomiasis, enfermedad de Crohn. y vitreorretinopatia 

proliferativa (96). 

6.1. Glomerulonefritis 

El riñón excreta los productos de deshecho del metabolismo, regula con gran 

precisión las concentraciones de agua y sales del organismo, mantiene el equilibrio acido­

base adecuado del plasma y actúa como órgano endocrino, secretando hormonas tales como 

la eritropoyetina, la renina y las prostaglandinas. Los mecanismos fisiológicos que el riñón 

ha desarrollado para llevar a cabo estas tareas exigen un alto grado de complejidad 

esctructural. La unidad funcional del riñón es la nefrona. Una nefrona está formada por dos 

porciones: un túbulo renal individual y una maraña de capilares (corpúsculo) que se llama 

glomérulo. El glomérulo está formado entonces por la invaginación de una madeja de 

capilares en el extremo dilatado, ciego de la nefrona (cápsula de Bowman). Los capilares 

son prefundidos por una arteriola aferente y drenados por una arteriola eferente. En Ja 

cápsula de Bowman la sangre está separada del filtrado glomerular por dos capas de 

células: el endotelio capilar y células del epitelio visceral que se encuentran encima de Jos 

capilares glomerulares. Estas capas están separadas por Ja lámina basal. El glomérulo 

presenta además, una membrana basal glomerular formada por colágena tipo IV, Jaminina. 

proteoglicanos, fibronectina y otras glicoproteínas: células mesangiales (M) que están 

situadas entre los capilares y la matriz mesangial similar a la membrana basal, formando un 

entramado sobre el cual descansan las células mesangiales (figura 12). Las células 
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Figura 12. Glomérulo de rata. Imagen de un glomérulo de rata mostrando los cuatro componentes celulares 
principales: célula mesangial (M), célula endotelial (E), célula de epitelio visceral (V) y célula de epitelio 
parietal (P). Aumento 750X. 

mesangiales son de origen mesenquimal, y pueden contraerse, fagocitar, proliferar y 

producir la matriz (97, 98). 

Las enfermedades del riñón son tan complejas como la propia estructura del órgano 

pero su estudio resulta más fácil clasificandolas en los cuatro componentes morfológicos 

básicos: glomérulos, túbulos, intersticio y vasos sanguíneos. 

Las enfermedades glomerulares son algunos de los problemas más importantes de la 

nefrología. De hecho, las glomerulonefritis crónicas son una de las causas más frecuentes 

de insuficiencia renal crónica en el hombre. Los glomérulos pueden verse afectados por 

transtomos inmunitarios, como el lupus eritematoso diseminado; por enfermedades 

vasculares. como la hipertensión y por alteraciones metabólicas como la diabetes mellitus. 

En estos casos se habla de enfermedades glomerulares secundarias, para diferenciarlas de 

las glomerulonefritis primarias en las que el riñón se afecta de forma exclusiva o 

predominante (97). 

Las glomerulonefritis primarias se caracterizan por uno o más de cuatro reacciones 

tisulares básicas: hipercelularidad glomerular. engrosamiento de la membrana basal, 

hialinización y esclerosis. La hipercelularidad se debe a la proliferación de las células 

mesangiales o endoteliales. o a la infiltración leucocitaria compuesta por neutrófilos, 

monocitos y en algunos casos linfocitos. El engrosamiento de la membrana se manifiesta 

por un engrosamiento de las paredes capilares que se observa mejor en los cortes teñidos 
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con Ja técnica de ácido periódico-reactivo de Schiff (P AS). Este engrosamiento de debe al 

engrosamiento propio de Ja membrana basal o a un depósito de material amorfo 

electrodenso fonnado por proteínas precipitadas en los lados endotelial o epitelial de la 

membrana basal o en el interior de está. La hialinización se refiere a la acumulación de un 

material extracelular que corresponde a una sustancia amorfa formada por proteínas 

plasmáticas precipitadas. así como a un aumento de la membrana basal o de la matriz 

mesangial (97). 

Aunque es poco Jo que se sabe acerca de las causas de las glomerulopatías, es 

evidente que en muchos casos existen mecanismos inmunitarios subyacentes a casi todas 

las glomerulonefritis primarias. En los animales de experimentación, es fácil inducir 

glomerulonefritis mediante reacciones antígeno-anticuerpo y en más del 70% de los 

pacientes con glomerulonefritis se encuentran depósitos glomerulares de inmunoglobulinas. 

a menudo asociados a distintos componentes del complemento. Se han demostrado dos 

tipos de lesiones asociadas a anticuerpos: las lesiones causadas por anticuerpos que 

reaccionan in situ dentro del glomérulo. con antígenos glomerulares fijos e insolubles 

(intrínsecos) o moléculas que han depositado en ellos y las lesiones secundarias al depósito 

de complejos antígeno-anticuerpo. Se ha comprobado experimentalmente que los 

anticuerpos dirigidos contra los componentes de las poblaciones celulares del glomérulo 

también pueden dar lugar a lesiones glomerulares (97). 

De todas las afecciones renales. la glomerulonefritis ha sido estudiada ampliamente 

en relación a la importancia del TGF-13 en la patogénesis de la enfermedad. El TGF-13 es 

producido por las células del parénquima renal y células linfoides infiltradas. En el riñón 

normal humano se detectan niveles bajos de mRNA del TGF-13 en algunas células 

glomerulares. en células del epitelio parietal de la cápsula de Bowman. en células de túbulo 

distal y ocasionalmente en células intersticiales. Muchas enfermedades glomerulares están 

asociadas con un incremento en la expresión del TGF-13. En la glomerulonefritis mesangial 

proliferativa, incluyendo la nefropatía por lgA, hay un aumento del TGF-13 dentro del 

glomérulo consistente con un aumento de células mesangiales. En la glomerulonefritis con 

semilunas. en la cual hay proliferación de las células epiteliales del glomérulo y migración 

de macrófagos al espacio de Bownran, hay una expresión elevada de TGF-13 1, -132 y -lh 
(99). En la glomeruloesclerosis focal y segmentaria hay un incremento en la expresión de 

27 



mRNA del TGF-J3 1 y -J33 en las células de los epitelios visceral y parietal, en macrófagos 

intersticiales y en células de epitelio tubular ( 100). 

En estudios in vitro se ha confirmado que las células de riñón responden al TGF-J3. 

El TGF-J3 tiene un efecto bifásico en la proliferación de células mesangiales: niveles bajos 

de TGF-J3 estimulan la proliferación, mientras que niveles altos la inhiben (l O 1 ). La adición 

de TGF-J3 a cultivos de células mesangiales de ratón y humano, aumenta la expresión de 

mRNA y proteína de componentes de la MEC. particularmente colágena tipo I, IV y 

fibronectina (102, 103) y proteoglicanos como el biglicano y la decorina (104) e induce 

TIMP (105). Además, concentraciones elevadas de glucosa estimulan la expresión del gen 

de colágena y la síntesis de la protema en células mesangiales de ratón mediante una 

activación autócrina del TGF-J3 ( 102). El TGF-J3 participa también en la producción de 

matriz por los fibroblastos derivados del intersticio renal y por las células túbuloepiteliales. 

El TGF-J3 incrementa la producción de las colágenas tipo 1, III y V en cultivo de 

fibroblastos renales (106). Además. las células epiteliales tubulares incrementan la 

producción de proteoglicanos y colágena tipo IV bajo la influencia del TGF-J3 ( 107). 

En estudios en animales de experimentación se ha demostrado una asociación entre 

la expresión glomerular de TGF-J3 y la fibrosis, incluyendo el modelo Thy-1 de 

glomerulonefritis proliferativa en ratas ( 108). la glomerulonefritis anti-membrana basal 

glomerular en conejos ( 1 09) y la glomerulonefritis focal y segmentaría en el modelo de 

nefrectomia en ratas ( 110). La sobreexpresión del TGF-J3 en los glomérulos por la 

transfección del gen de TGF-J3 induce la glomeruloesclerosis después de varios días . Por 

otro lado, la expresión hepática de un transgen del TGF-J3 1 resulta en fibrosis hepática pero 

también en lesiones renales caracterizadas por una expansión mesangial y fibrosis 

túbulointersticial ( 111 ). 

El modelo Thy-1 de glomerulonefritis proliferativa mesangial aguda se demuestra 

un incremento en el mRNA del TGF-J3 1, un incremento en la protema y un incremento en la 

producción de proteoglicanos como la decorina y el biglicano y otros componentes de 

matriz en el glomérulo ( 108). En este modelo se administra un anticuerpo contra el 

antígeno Thy-1 expresado en las células mesangiales de rata, que genera una mesangiolisis 

dependiente de complemento. seguida por una proliferación celular mesangial exuberante y 
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expansión de matriz (112). La historia natural de este modelo de glomerulonefritis es la 

resolución eventual de todas las anormalidades histológicas en pocas semanas después de la 

administración inicial del anticuerpo anti-Thy-1. Si se administra una segunda dosis de 

anticuerpo anti-Thy-1, se puede desarrollar glomeruloesclerosis progresiva. En este modelo 

se ha demostrado además. que la administración del anticuerpo anti-TGF-Jl atenua la 

producción de componentes de matriz glomerular y previene la expansión mesangial (113), 

lo cual apoya la idea de que el TGF-Jl es causa y no consecuencia de la enfermedad. 

Además de la glomerulonefritis, en la cual se presenta un proceso inflamatorio 

inicial antes de la fibrosis progresiva del riñón, existen enfermedades que presentan este 

fenómeno inflamatorio antes de la glomeruloesclerosis. La nefropatía diabética y la 

glomeruloesclerosis focal y segmentaria son dos entidades que caen dentro de esta última 

categoría y que han sido estudiadas en relación al papel del TGF-Jl en la patogénesis de la 

fibrosis. En todos los modelos de nefropatía. diabética y de otras etiologías. se ha 

observado un incremento en la producción de TGF-Jl en el riñón que precede al daño 

histopatológico y funcional (114). Frecuentemente ocurre que el TGF-Jl estimula su propia 

sintesis, estableciendo un círculo de autoestimulación, que puede mantenerse aún en 

ausencia del estímulo inicial. En pacientes diabéticos también se han encontrado niveles 

aumentados del TGF-Jl en el riñón y en circulación. lo cual sugiere que los mismos 

mecanismos fisiopatológicos se presentan en la enfermedad humana (115). Lang y cols. 

(116), proponen un nuevo mecanismo que involucra la participación de una cinasa de 

proteínas (hSGK) recien descrita. que responsabiliza al TGF-Jl de los cambios funcionales 

de la nefropatía diabética. En este caso se demuestra que en biopsias renales de pacientes 

diabéticos existe un aumento notable en glomérulo, tubo distal y asa de Henle, del mRNA 

de la hSGK ("human Serum and Gluco-corticoid-regulated Kinase"), una cinasa de 

proteínas clonada originalmente como un gen regulado por el volumen celular. La hSGK es 

capaz de regular la actividad del cotransportador de Na+:K+:2cr sensible a furosemida del 

asa ascendente de Henle (BSC 1) y del canal epitelial de sodio (EnaC) del túbulo colector. 

Esta función sugiere un mecanismo para explicar la hiperfiltración glomerular y la 

hipertensión sistémica que se observan en la nefropatía diabética. El TGF-Jl y 

concentraciones elevadas de glucosa en fibroblastos 3T3 en cultivo (que estimula la 

producción autócrina de TGF-Jl), aumentan el mRNA de la hSGK (116). Estos hallazgos 
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añaden al gen de la hSGK a la lista de los genes regulados transcripcionalmente por TGF­

p (117). 

7. Inhibidores del TGF-J3 

El TGF-J3 participa en la homeostasis del organismo y su desregulación 

desencadena varios procesos patológicos caracteriz.ados principalmente por inflamación o 

fibrosis. La inhibición del TGF-J3 puede detener el desarrollo de estados patológicos 

asociados con fibrosis, tales como la cirrosis, la fibrosis pulmonar, el escleroderma., la 

pancreatitis crónica y la nefroesclerosis, entre otros. La búsqueda de inhibidores de este 

factor es de gran importancia y es por ello que se han desarrollado varios reactivos con 

actividad anti-TGF-J3. 

7.1. Decorina 

La decorina es un proteoglicano de MEC que puede interactuar con el TGF-J3. Es el 

prototipo de un grupo de proteoglicanos caracterizados por un polipéptido de 

aproximadamente 40 kDa que consiste principalmente de una secuencia repetida de 20 a 24 

aminoácidos rica en leucinas. Los TGF-J31. TGF-lh y TGF-J33 se unen a la decorina con la 

misma eficiencia. permitiendo que funcione como un reservorio de factores de crecimiento 

(17). 

La expresión de decorina inhibe la proliferación de células de ovario de hamster 

(CHO), las cuales normalmente no sintetizan esta proteina. Esta inhibición de la 

proliferación es causada por el bloqueo de la actividad de TGF-J3 por la decorina ( 17). Ya 

que las células CHO requieren TGF-J3 para su proliferación, se concluye que la decorina 

induce inhibición de la proliferación por bloqueo de este factor de crecimiento. 

Aunque hay evidencias de que la decorina bloquea la acción del TGF-J3, existe 

controversia en cuanto a si la decorina puede funcionar siempre como un inhibidor, ya que 

en ciertos sistemas celulares aumenta la actividad de este factor de crecimiento, como es el 

caso de osteoblastos. en los que se ha visto que la decorina aumenta la unión de TGF-13 

radioactivo a sus receptores ( 118). Además. se ha descrito que la decorina es capaz de 

unirse al receptor del EGF ("epidermal growth factor") y desencadenar los efectos 

mito génicos de este factor ( 1 19). No obstante la controversia en cuanto a su acción 
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inhibidora, se ha visto que la decorina es capaz de prevenir la glomerulonefritis en ratas por 

la administración durante 6 días de 450 µg de decorina recombinante o purificada de tejido 

bovino, después de la inyección de suero anti-timocito. Este tratamiento disminuyó en un 

50 %, el depósito de fibronectina y tenascina en el glomérulo ( 120). Además. las lesiones 

causadas por el daño glomerular fueron aminoradas por terapia génica con un vector de 

expresión para la decorina directamente transfectado en el músculo esquelético ( 121 ). 

La decorina inhibe además, los efectos del TGF-J3 en la tuberculosis pulmonar (TB). 

A una concentración de 50 µg/ml, fue capaz de inducir respuesta proliferativa de células T 

de pacientes con TB. La decorina aumentó el nivel de IFN-y en cultivo de células PBMCs 

de pacientes con TB en respuesta a PPD y disminuyó un 50 % el crecimiento de 

mico bacterias en monocitos infectados con M tuberculosis ( 122). 

Recientemente. se ha demostrado que la expresión transitoria de la decorina en el 

pulmón de ratones tratados con bleomicina, reduce la respuestra fibrogénica de estos 

animales, por lo que podría tener un uso potencial en la fibrosis pulmonar (123). 

7.2. Receptor 11 soluble 

La transducción de la señal del TGF-J3 se lleva a cabo mediante su unión a los 

receptores l y 11. Basados en el hecho de que el TGF-J3 es primeramente reconocido por el 

receptor II y después por el receptor l. se generó un receptor 11 soluble para impedir la 

actividad del TGF-J3. Este receptor soluble presentó l O veces menor afinidad de unión del 

TGF-J3 que el receptor de membrana. probablemente por el hecho de que el receptor tipo 11 

soluble es una molécula monomérica y el receptor de membrana es un homodimero al igual 

que el TGF-J3 (124). 

Con el fin de crear un inhibidor eficiente con la capacidad de bloquear la unión de 

TGF-J3 al receptor 11 y prevenir así la subsecuente transducción de señal, se generó una 

quimera de cDNA denominada TGF-J3R11/Fc que codifica para un dominio extracelular del 

receptor tipo 11 de TGF-J3 fusionado a un dominio Fe de inmunoglobulina G. Cuando se 

transfectó esta construcción en células de mamífero, el TGF-J3R1I/Fc se secretó como una 

molécula dimérica unida por puentes disulfuro. Este TGF-J3R11/Fc recombinante fue capaz 

de revertir la respuesta antiproliferativa inducida por TGF-J3 1 en células Bnul-7 en cultivo a 
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la concentración de 1 .25 µg/ml (9.6 nM). Además, 1 O µg/ml (77 nM) del TGF-13RII/Fc 

disminuyó la producción de fibronectina EIIIA-positiva inducida por TGF-131 en cultivos de 

células de riñón de ratas normales. El cDNA quimérico se introdujo en el músculo 

esquelético de ratas nefríticas con el fin de bloquear la actividad del TGF-13 en el glomérulo 

nefrítico por la liberación sistémica de la molécula quimérica. El tratamiento con 

transfección genética de 5 a 20 µg de cDNA TGF-13RII/Fc pudo suprimir el mRNA de 

TGF-13 glomerular en ratas nefríticas en un 50 %, con un efecto comparable en la reducción 

de la acumulación de MEC. De acuerdo a lo anterior. el TGF-13RII/Fc es capaz de inhibir la 

acción del TGF-13 in vitro e in vivo por lo que la terapia génica con esta molécula puede ser 

útil en la glomeruloesclerosis (125). 

Además, la molécula quimérica tiene un efecto inhibitorio en la fibrogénesis 

experimental inducida por ligación del conducto biliar común en ratas. Esto implica que 

sería importante hacer una evaluación clínica de esta molécula como un agente para 

controlar la fibrosis hepática en enfermedad hepática crónica ( 126). 

Se ha demostrado que el receptor soluble tipo 11 para TGF-13 inhibe la señalización 

de TGF-13 en células de cáncer pancreático in vitro y atenua la formación de tumor en 

ratones (127). 

7.3. Péptido asociado de latencia (LAP). 

Otra proteína recombinante capaz de bloquear los efectos del exceso de TGF-13 es el 

péptido asociado de latencia (LAP). Ensayos in vitro de inhibición de proliferación e 

inducción genética demostraron que el LAP es un potente inhibidor de las actividades del 

TGF-131, TGF-132 y TGF-133. Además. en ensayos in vivo usando ratones transgénicos que 

sobreexpresan el TGF-131 en hígado, se pudo demostrar que la administración del LAP 

suprime el efecto antiproliferativo hepático que el TGF-13 tiene en estos animales cuando se 

someten a hepatectomia parcial (128). 

7.4. Anticuerpos neutralizantes anti-TGF-13 

En varios padecimientos. la fibrosis ha sido bloqueada por la inyección de 

anticuerpos neutralizantes anti-TGF-13. La administración de 1 mi de suero de conejo anti-
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TGF-13 al mismo tiempo de Ja inducción de glomerulonefritis en ratas y durante 6 días 

consecutivos, suprimió el incremento en la producción de MEC y atenuó dramáticamente 

las manifestaciones histológicas de Ja enfermedad. La síntesis de proteoglicanos en este 

caso disminuyó en un 80 % (113). 

La hipertrofia renal es uno de los hallazgos en la diabetes humana y experimental. 

Esta hipertrofia puede ser bloqueada por anticuerpos neutraliz.antes anti-TGF-13 (129). En 

ratones con diabetes inducida por estreptozotocina se observó un incremento en la 

expresión renal del TGF-13, colágena y fibronectina, aparición de TGF-13 en orina e 

hipertrofia. En este caso, la administración de 300 µg de anticuerpo neutraliz.ante anti-TGF-

13 administrado durante 8 días (en días alternados), suprimió la producción de TGF-13 1, 

colágena IV (a 1) y fibronectina en un 40, 50 y 90 % respectivamente. Se redujo además el 

incremento del peso del riñón en un 50% ( 130). 

Además del uso de anticuerpos neutraliz.antes anti-TGF-13, se ha empleado un 

anticuerpo anti-receptor 11 del TGF-13 para bloquear la actividad de este factor en la 

glomerulonefritis en ratas inducida por anticuerpo monoclonal anti-timocitos. El anticuerpo 

monoclonal humano anti-receptor 11 del TGF-13 se produjo en ratones. El tratamiento de las 

ratas con 9 mg de este anticuerpo el día de la inducción de la glomerulonefritis y 4 días 

después, fueron capaces de disminuir la expansión mesangial en ratas con 

glomerulonefritis. Este anticuerpo fue capaz de disminuir en un 50 % la expresión de a­

actina, fibronectina-EDA y colágena tipo 1 ( 131 ). 

7.5. a2 -macroglobulina 

Además de la interacción con receptores de superficie, el TGF-13 también se une a 

varias proteínas solubles. Estas incluyen la a 2-rnacroglobulina, la decorina,el biglicano, la 

trombospondina, el precursor 13-amiloide y la a-fetoproteína ( 1 ). La relevancia biológica de 

estas proteínas que unen TGF-13 no se conoce, sin embargo, pueden alterar la disponibilidad 

del ligando por los receptores de señalamiento. 

La a 2-rnacroglobulina es una glicoproteína de 718 kDa que fue originalmente 

caracterizada como un inhibidor de proteasas de amplio espectro. Su estructura consiste de 

4 subunidades idénticas, cada una de 1451 aminoácidos (132). Las subunidades están 
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unidas en dímeros por puentes disulfuro y en homotetrámeros por interacciones no 

covalentes (133). Además de su actividad como inhibidor de proteasas, esta proteina 

funciona como el principal acarreador y regulador de ciertas citocinas. incluyendo 

isoformas de la fumilia del TGF-J3. Se ha demostrado que gran parte del TGF-J3 del suero 

esta asociado con esta proteína y que este TGF-13 está inactivo (16). La unión del TGF-J3 a 

la a.2-macroglobulina no es dependiente de la estructura cuaternaria de a2-macroglobulina. 

La a2-macroglobulina une al TGF-131 y TGF-132 con una K.i de 300 y 10 nM 

respectivamente. Para localizar el sitio de unión del TGF-13 a la a 2-macroglobulina, se 

diseñaron 5 fragmentos de DNA que juntos codifican los aminoácidos 122 a 1302. Los 

fragmentos de DNA fueron expresados como proteinas de fusión. En este caso el péptido 

que incluye los aminoácidos del 614 a 797, fue capaz de unir al TGF-131 y TGF-J32 y 

neutralizó la actividad del TGF-13 1 y TGF-J32 en ensayos de proliferación en células 

endoteliales de corazón fetal bovino a la concentración de 200 nM (134). 

7.6. Péptidos sintéticos 

Se han desarrollado varios péptidos sintéticos designados como 131 ( 41-65), 132 ( 41-

65) y 133 (41-65) cuya secuencia de aminoácidos corresponde a los residuos 41 a 65 del 

TGF-131. TGF-132 y TGF-133 respectivamente. Estos péptidos fueron capaces de inhibir la 

unión de isofonnas radioactivas de TGF-13 a los receptores de las células de epitelio 

pulmonar de bisón (MvlLu). El 131 (41-65) a la concentración de 10 µM fue capaz de 

bloquear la inhibición de la proliferación y la expresión del inhibidor del activador de 

plasminógeno inducido por el TGF-13 en estas células (135). Aunque estos péptidos 

bloquean la acción del TGF-13 in vitro. no se ha demostrado su utilidad in vivo. 

Se ha sintetizado además el péptido LSKL derivado de la secuencia del LAP que 

bloquea la activación del TGF-13 por trombospondina. Este péptido ha sido capaz de reducir 

el daño renal en un modelo de nefropatía experimental (anti-Thyl) (136). 

7. 7. Oligonucleótidos antisentido. 

La administración de oligonucleótidos antisentido ha bloqueado Ja expresión de 

genes in vitro e in vivo. El uso de RNA antisentido se basa en que una secuencia antisentido 
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puede hibridar a un mRNA específico evitando su procesamiento y por lo tanto la expresión 

de una proteína dada. En el caso del TGF-J31 se ha observado que la inhibición de la 

expresión del gen del TGF-J3 por oligonucleótidos antisentido ha podido suprimir el 

desarrollo de glomerulonefritis experimental (137). También se ha logrado bloquear la 

expresión del gen para TGF-131 en células hepáticas en cultivo utilizando oligonucleótidos 

(138). Recientemente se ha descrito que el tratamiento con oligonucleótidos de TGF-J31 

antisentido en ratones diabéticos disminuyó la producción de TGF-J31 y la hipertrofia de las 

células del túbulo proximal inducida por altas concentraciones de glucosa in vitro y previno 

parcialmente el incremento de peso y expresión de matriz extracelular del ratón (139). 

7.8. Inbibidores intracelulares. 

Otra estrategia para inhibir las acciones del TGF-13 ha sido el uso de inhibidores 

intracelulares de la vía de señalamiento. Se ha descrito que la expresión del transgen para 

Smad 7 en ratones con fibrosis en el pulmón inducida por la bleomicina suprime el mRNA 

de precolágena tipo 1, reduce el contenido de hidroxiprolina y evita el daño morfológico 

fibrótico en el pulmón. Además, bloquea la fosforilación de Smad2 inducida por 

bleomicina en este órgano. Estos datos indican que el transgen de Smad7 previene la 

fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, sugiriendo que la Smad7 puede tener aplicación 

en el tratamiento de la fibrosis pulmonar ( 140). Se han desarrollado también inhibidores de 

las cinasa de los receptores de señalamiento. Entre ellos se encuentra el compuesto llamado 

SB43 l 542 que es un inhibidor de la cinasa del receptor 1 . 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los últimos años se han buscado intensamente moléculas neutraliz.adoras del 

TGF-P que permitan disminuir la síntesis exagerada de matriz extracelular dependiente de 

TGF-P que es común en varias enfermedades renales, hepáticas, pulmonares y de otros 

órganos. Se han descrito varias moléculas que pueden inhibir la actividad del TGF-P en 

diferentes modelos animales, sin embargo la mayoría de estos inhibidores no se encuentran 

en forma natural en el organismo por lo que podrían desencadenar reacciones 

inmunológicas adversas. Se ha observado que el medio condicionado de células que 

expresan la forma soluble del betaglicano, tiene la capacidad de unir al TGF-P con alta 

afinidad y puede bloquear la unión del factor a los receptores de señalamiento ( 49). En vista 

de que la forma soluble del betaglicano se encuentra en forma natural en suero y matriz 

extracelular (55) cabría esperar que la administración del betaglicano soluble recombinante 

no desencadenará reacciones inmunológicas adversas, por lo que es un candidato ideal 

como agente anti-TGF-J3. 

HIPÓTESIS 

El betaglicano soluble recombinante es capaz de unir al TGF-P con alta afinidad y 

evitar la unión del factor a los receptores 1 y 11 y por lo tanto puede actuar como un potente 

inhibidor de los efectos del TGF-13 in vivo. 

OBJETIVO 

El o~jetivo de este trabajo fue caracteri7.ar bioquímicamente al betaglicano soluble 

recombinante y analizar su capacidad como un agente terapéutico anti-TGF-J3. 

Para ello, se obtuvo betaglicano soluble recombinante de rata utilizando el sistema 

de expresión en baculovirus. El betaglicano soluble recombinante se empleó en el estudio 

de sus propiedades bioquímicas, su selectividad de unión a las diferentes isoformas de 

TGF-J3 y su capacidad anti-TGF-J3 in vitro mediante ensayos de activación transcripcional y 

de inhibición de la proliferación. Además, se analizó la potencia del betaglicano soluble 

recombinante como un agente anti-TGF-J3 in vivo empleando el modelo de 

glomerulonefritis experimental en ratas inducida por anticuerpos anti-timocito. 
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MATERIAL Y METODOS 

Reactivos y cultivos celulares 

Las células COS-1 (CRL-1654, ATTC), MvlLu (CCL-64, ATCC) y HepG2 (HB-

8065, ATCC) fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 

GIBCO/BRL) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, GIBCO/BRL) y 

antibiótico-antimicótico ( 100 unidades de penicilina G, 100 µg de sulfato de estreptomicina 

y 0.25 µg/ml de anfotericina B en solución salina 0.85%, GIBCO/BRL). Las células FBHE 

(CRL-1395, ATCC) fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10 % de SFB y 

mitógeno endotelial. Las células MMC fueron cultivadas en medio DMEM bajo en glucosa 

(1 gil) suplementado con 10 % de SFB y 2 mM de glutamina (GIBCO/BRL). Las células de 

insecto Sf9 (células ováricas de Spodoptera fn¡giperda, Invitrogen. Carlsbab, CA) fueron 

cultivadas en medio Grace (GIBCO/BRL) suplementado con 10 % de SFB, "yeastolate" 

(GIBCO/BRL), hidroliz.ado de lactoalbúmina (GIBCO/BRL) y antibiótico-antimicótico. 

Las células H5 "High five"(células ováricas de Tricop/usia ni, Invitrogen. Carlsbad. CA) 

fueron cultivadas en "spinners"a 27 ºC a 100 rpm usando medio Express Five 

(GIBCO/BRL) sin suero suplementado con 4 mM de glutarnina y antibiótico-antimicótico. 

El TGF-P1 y el anticuerpo neutraliz.ante anti-TGF-P (AB-100-NA) fueron de R & D System 

. (Minneapolis, MN. U.S.A.). Los TGF-P2 y TGF-J33 fueron donados por el Dr. N. Cerletti 

(Ciba Geigy, Base!, Switzeland). La activina y los BMPs fueron donados por el Dr. Wrana 

(Hospital of Sick Children. Toronto. Ontario Cunada). Los amortiguadores y sales fueron 

adquiridos de Sigma Aldrich Co. (México). El material de plástico empleado para cultivos 

celulares se obtuvo de Corning Costar (Cambridge, MA). 

Transfecciones 

Las células COS-1 y las MvlLu se transfectaron mediante el método de 

dietilarninoetil-dextran (DEAE-Dextran) (141). Para ello, las células se sembraron en cajas 

Petri para cultivo de 78.5 cm2 de área. Al siguiente día. se removió el medio de cultivo y las 

células se lavaron 2 veces con medio DMEM sin suero y se adicionó la mezcla de 

transfección (JO µg de plásmido, cloroquina 0.1 mM. 0.4 mg/ml de DEAE-Dextran). Las 

células se incubaron 4 h a 37 ºC. Posteriormente, se quitó el medio a las células y se 
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incubaron con DMSO al 10% en PBS durante 1.5 min. Se enjuagaron 1 vez con medio 

DMEM y se les agregó medio DMEM suplementado con 10% de SFB y antibiótico­

antimicótico. Las células COS-1 se ensayaron 48 horas después de la transfección, para lo 

cual se sembraron en placas de 28 cm2 y se incubaron en medio DMEM sin suero durante 

36 horas. Se colectó el medio condicionado y se analizó la presencia de la proteína 

recombinante mediante la técnica de western blot. Las células Mvl Lu se sembraron para 

ser ensayadas por el método de luciferasa. 

Las células HepG2 se transfectaron utilizando el método de precipitación de fosfato 

de calcio (142). Para ello, las células se crecieron en cajas de Petri de 78.5 cm2 de área a un 

50 % de confluencia en medio de cultivo DMEM adicionado de SFB al 10% y antibiótico­

antimicótico. Se removió el medio de cultivo y se sustituyó por 9 mi de medio fresco. Se 

adicionó la mezcla de transfección gota a gota (1 O µg de DNA en 250 µl de agua estéril 

más 250 µl de CaC12 250 mM mezclando en vortex con 250 µl de amortiguador de HEPES 

(NaCl 224.5 mM, HEPES 40 mM, Na2HP04 1.2 mM pH 7.05)), y se incubó por 16 horas. 

Se retiró la mezcla de transfección y se adicionaron 4 mi de glicerol al 1 O % en PBS por 2 

min. La placa se lavó 2 veces con PBS, se adicionó medio completo y se incubó a 3 7 ºC 

por 4 horas. Después de este tiempo, las células se sembraron para ser ensayadas por el 

método de luciferasa. 

La transfección de las células de insecto Sf9 se realizó utilizando el kit de 

transfeccción Bac-N-Blue (lnvitrogen). Para ello. se sembraron 1 X 106 células Sf9 en cajas 

Petri de 9.5 cm2 de área con medio Grace completo. En un tubo de poliestireno se 

mezclaron IOO ng de DNA AcMNPV (DNA baculoviral) y 1 ng del vector pbluebac4 con 

la secuencia para el betaglicano soluble. Se adicionó igual volumen de lipofectina diluida 

1: 1.5 con agua estéril. La solución se mezcló y se incubó a temperatura ambiente por 15 

min. La monocapa de células Sf9 se lavó 2 veces con medio Grace sin suplementos. Se 

adicionaron a la monocapa de células, 1 mi de medio Grace sin suplementos y la mezcla de 

DNA-lípido. Las células se incubaron en cámara húmeda a 27 ºC por 5 horas. Después de 

este tiempo, se adicionó 1 mi de medio de cultivo completo a las células y se continuo la 

incubación durante 8 días. El medio condicionado conteniendo al baculovirus recombinante 

se cosechó en condiciones estériles y se mantuvo a 4 ºC hasta su uso (143). 
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Western blot 

Los medios condicionados fueron sometidos a electroforesis en geles 

desnaturaliz.antes de poliacrilamida, transferidos a membranas de nitrocelulosa y probados 

con anticuerpo monoclonal anti-c-myc (9EIO) (144). Para la detección con el anticuerpo, 

las membranas fueron bloqueadas en PBS-Tween 20 al 0.1 % (PBS-T) conteniendo leche 

descremada al 5%. Las membranas se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. 

Las membranas se lavaron con PBS-T y se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-c­

myc 9El0 (145) diluido 1:2000 en PBS-T, durante 45 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente. las membranas se lavaron con PBS-T y se incubaron con el anticuerpo de 

conejo anti-IgG de ratón (SIGMA ALDRICH) diluido 1 :5000 en PBS-T. durante 30 mina 

temperatura ambiente. Finalmente, las membranas se lavaron y se revelaron por 

quimioluminiscencia utilizando el kit ECL (Western blotting detection reagents. Amersham 

Pharmacia Biotech). 

Ensayo en placa 

Se sembraron cajas Petri de 9.5 cm2 con 1.5 X 106 células Sf9 en 2 mi de medio 

Grace completo. Se incubaron 2 horas a 27 ºC. El medio condicionado obtenido de la 

transfección de las células Sf9. el cual contenía al baculovirus recombinante. se diluyó a 10-

1, 10·2 y 10·3 en medio Grace completo. Se removió el medio de las células y adicionaron 

l 00 µI de la dilución del virus. La infección se hizo por duplicado. Las células se incubaron 

1 hora a temperatura ambiente con agitación suave. Posteriormente, se descartó el inóculo 

de virus en una solución desinfectante y se cubrieron las células con 2 mi de agarosa de 

bajo punto de fusión al 1 % (GIBCO. BRL) en medio Grace completo a 27 ºC. Una vez 

gelificada la agarosa (10-15 min). cada placa se cubrió con 1 mi de medio Grace completo. 

Se pusieron las cajas Petri en cámara húmeda y se incubaron a 27 ºC por 5 días. Para teñir 

las placas de lisis de virus recombinante (virus lac-Z positivo), se removió el líquido que 

cubría la caja Petri y se descartó en una solución desinfectante. Se adicionó 1 mi de medio 

Grace completo conteniendo 15 µI de X-gal (al 2 % en dimetilformamida). Las cajas se 

incubaron 5 horas a 27 ºC y se les quitó la solución de tinción. Estas cajas se invirtieron y 

se incubaron a temperatura ambiente toda la noche, protegidas de la luz (143). 
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Obtención de stock de baculoviros de alto titulo 

Las células Sf9 se sembraron a una concentración de 5 X 104 células/pozo en placas 

para cultivo de 12 pozos. Usando una pipeta Pasteur estéril y un bulbo, se penetró la 

agarosa y se removió la placa de lisis de virus recombinante. Se transfirió una placa de lisis 

a cada pozo. Se selló la placa con parafilm y se incubó a 27 ºC durante 6 días. Se cosechó 

el medio condicionado de cada pozo. se centrifugó y se mantuvo el sobrenadante a 4 ºC. 

Este sobrenadante se denominó stock viral P-1. Posteriormente. se sembraron 2 X 106 

células Sf9 en 5 m1 de medio completo en cajas Petri de 28.2 cm2
• Se adicionaron 20 µI del 

stock P-1 a cada caja y se incubaron a 27 ºC entre 5 y 10 días, o hasta tener del 80 al 90 % 

de lisis. Se cosechó el medio condicionado mediante centrifugación. Se colectó el 

sobrenadante y se le denominó stock viral P-2. Se tomó 1 m1 del sobrenadante y se congeló 

a -80 ºC como stock de reserva. El resto se guardó a 4 ºC protegido de la luz. 

Para obtener un stock de virus de alto título a gran escala. se adicionaron 5 mi de 

stock viral P-2 a 500 mi de células Sf9 creciendo en suspensión a una densidad de 1.8 a 2.2 

x 106 células/ml. Se incubó el cultivo a 27 ºC con una agitación constante de 100 rpm 

durante varios días. El cultivo se cosechó cuando se obtuvo ~ 90 % de de lisis celular, 

mediante centrifugación a l 0,000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se guardó a -70 

ºC protegido de la luz hasta su uso. 

Titulación del baculovirus 

La titulación del baculovirus se hizo mediante el ensayo en placa descrito 

anteriormente. Para la titulación se ensayaron diluciones del virus de 10-1 a 10-9 • 

Purificación del betaglicano soluble recombinante 

Las células 1-15 crecidas a una densidad de 2 X 106 células/mi se infectaron a una 

multiplicidad de infección de 1 O con un stock de alto título de baculovirus recombinante. 

Después de 48 h. se adicionó PMSF al cultivo a una concentración final de 1 mM y se 

obtuvo el medio condicionado mediante centrifugación a 12000 rpm durante 30 mina 4 ºC. 

El medio condicionado se concentró 1 O veces usando un sistema de ultrafiltración Minitan 

(Millípore, Bedford, MA). El betaglicano soluble recombinante se purificó a partir del 

medio condicionado mediante cromatografía de afinidad por iones metálicos inmobiliz.ados 
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(IMAC). Para ello, se utilizó sefarosa quelante de flujo rápido (Amersham Pharmacia 

Biotech. UK) cargada con níquel y equilibrada con buffer de lavado (hepes 25 mM pH 7.5, 

KCl 1 M, imidazole 20mM y PMSF 1 mM). El betaglicano se e luyó utilizando un gradiente 

continuo de imidazol de 20 a 250 mM en un volumen de 200 mi. Se colectaron fracciones 

de 5 mi y se detectó el betaglicano mediante electroforesis en geles de poliacrilarnida en 

condiciones desnaturalizantes y reductoras, tinción con plata y western blot utilizando el 

anticuerpo policlonal 822. Las fracciones conteniendo el betaglicano puro se concentraron 

mediante un sistema de arnicón (Millipore, Bedford, MA). La muestra se dializó contra 

buffer de fosfatos y salina (PBS) conteniendo 1 % (v/v) de glicerol y 1 mM de PMSF. Se 

determinó Ja concentración de proteínas en la muestra mediante el método de Bradford y se 

congeló en alicuotas a -70ºC hasta su uso. Para poder reutilizar la columna quelante se 

despegó el níquel con buffer de lavado adicionado de 50 mM de EDT A. Se lavó con agua 

ultrapura y se cargó nuevamente con NiCb 50 mM. La columna se guardó a 4ºC hasta su 

uso. 

Filtración en gel 

Para la filtración en gel, 30-50 µg de betaglicano soluble recombinante fueron 

pasados a través de una columna de cromatografia BioSpe Sec-S3000 (300 x 7.8 mm) 

usando un sistema de cromatografia líquida de alta resolución (HPLC) Beckman Gold 126. 

El buffer de la columna fue NaH2P04 25 mN, NaCl I 50mM, pH 6.8 a un flujo de 1 

mllmin. Las proteínas se detectaron por su absorbancia a 280 nm y las fracciones fueron 

colectadas y analizadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en condiciones 

reductoras. mediante tinción con plata. El peso molecular del betaglicano soluble en 

condiciones nativas se obtuvó comparando el volumen de clusión del betaglicano con el 

volumen de elusión de proteínas estandar (tiroglobulina, lgG, ovoalbumína, mioglobina y 

vitamina Bl2). 

Electroforesis desnaturalizante o nativa 

La electroforesis en geles nativos de poliacrilamida fue hecha de acuerdo a métodos 

descritos anteriormente ( 146, 147). Las muestras se separaron en geles de poliacrilarnida y 

las bandas fueron detectadas mediante tinción con plata. Para la titulación de los agentes 
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desnaturaliz.antes o reductores: urea, HCl-guanidina, ditiotreitol (DTT), 13-mercaptoetanol, 

dodecilsulfato de sodio (SOS), Tritón X-100 y Nonited P40, el betaglicano soluble fue 

incubado con estos agentes por 30 minutos a 3 7 ºC antes de la electroforesis. El cálculo del 

peso molecular fue hecho de acuerdo al método de Ferguson usando estandares de peso 

molecular: catalasa y monómeros, dímeros. trímeros y tetrámeros de BSA (148). 

Desglicosilación 

La desglicosilación química del betaglicano soluble fue llevada a cabo mediante el 

método descrito por Sojar y Bahl ( 149). Brevemente, 50 µg del betaglicano soluble 

recombinante alquilado y liofiliz.ado fueron incubados en la obscuridad a 4 ºC por 2 hr con 

100 µI de ácido trifluorometanosulfónico (TFMS) en tubos de vidrio saturados con N2• La 

reacción se detuvo adicionando piridina al 60% a -20 ºC. La proteína fue dializada 

exaustivamente contra agua y concentrada en un Speed Yac (Savant lnstrument). Para su 

análisis. la proteína fue solubiliz.ada y repurificada por IMAC via su extremo carboxilo 

terminal de seis histidinas. Posteriormente. la muestra fue sometida a electroforesis en geles 

de poliacrilarnida en condiciones desnaturaliza.ates y reductoras y detectada por western 

blot usando anticuerpo 9E 1 O anti-myc y concanavalina A. 

Secucnciación amino-terminal 

Para la secuenciación amino-terminal. el betaglicano soluble recombinante fue 

sometido a electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y 

reductoras y transferido a membranas de PVDF (Millipore, Bedford. MA). La proteína 

transforida fue teñida con azul de Coomassie y sometida a degradación de Edman 

automatiz.ada en un secuenciador de proteínas (LF 3000. Beckman lnstrument) equipado 

con un sistema de HPLC Beckman. 

Marcado por afinidad 

El marcado por afinidad del betaglicano soluble recombinante se realizó mediante Ja 

técnica descrita por Andres y cols. en 1989 (55) utilizando TGF-13 marcado radiactivamente 

con 
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1. La iodinación del TGF-13 se realizó de acuerdo al método de clorarnina T (23). 

Para ello, se mezclaron 2 µg de TGF-13 (en 5µ1 de acetonitrilo al 30 % y TCA 0.1%) con 5 
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µl de fosfato de sodio 1.5 M. Se adicionaron en campana de extracción., 4 µl de Na1251 

(aproximadamente 400 µCi) y 2 µL de cloramina T (50 µg/rnl). Se incubó la mezcla 

durante 2 min con agitación constante. Se adicionaron 2 µl de cloramina T y se incubó 

durante 1.5 min. Se adicionaron nuevamente 2 µl de cloramina T y se incubó durante 1 

min. La reacción se detuvo adicionando 1 O µl de N-acetiltirosina 50 rnM, 100 µl de KI 60 

rnM y 100 µI de urea (1.2 g en ácido acético 1 M). Se realizó la separación del TGF-J.3 

marcado del 1251 libre, utilizando columnas de sephadex-G25 (Pharrnacia Biotech) y se 

cuantificó su actividad específica mediante cromatografia de capa fina. 

Los ensayos de unión de TGF-J.3 a saturación, se realizaron con 1 O ng de betaglicano 

recombinante resuspendido en PBS con tritón X-100 al 0.05%. Las muestras se incubaron 

con diferentes concentraciones (0.05-16 nM) de TGF-J.3 1 marcado con 1251 durante 3 horas 

a 4ºC .. La reacción de entrecruzamiento se llevó a cabo mediante la adición de 

disuccinimidilsuberato (DSS) a una concentración de 0.1 mg/rnl. La reacción se detuvo 

después de 15 min .• adicionando Tris a una concentración de 1 O nM. Las muestras se 

inmunoprecipitaron utilizando el anticuerpo monoclonal 9E 1 O anti-c-myc a la dilución de 

1 :250 y se corrieron en geles desnauralizantes de poliacrilamida al 7%. La unión del TGF­

J.31 al betaglicano se detectó mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular 

Dinamics). La densitometría cuantitativa se llevó a cabo mediante el programa de 

computadora lmageQuant y los datos fueron analizados con el programa de computación 

Prism. 

Los ensayos de competencia de unión del TGF-J.3 al betaglicano se realizaron de 

acuerdo al protocolo anterior. incubando 1 O ng de betaglicano soluble recombinante con 

100 pM de con 1251-TGF-J.3 y diferentes concentraciones de TGF-J.3 frío (0.25- 4 nM). 

Ensayo de luciferasa 

Las células Mvl Lu y HepG2 fueron transfectadas con 1 O µg de plásmido reportero 

mediante el método de dietilarninoetil-dextran y el método de precipitación de fosfato de 

calcio respectivamente. Las células transfectadas fueron tripsinizadas y sembradas en cajas 

para cultivo de células de 24 pozos a una concentración de 50.000 células/pozo. Al 

siguiente día. se adicionaron diferentes concentraciones de betaglicano soluble 
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recombinante y TGF-J3 a una concentración de 20 pM, y se incubaron 18 h. Por último, las 

células fueron lisadas en buffer de lisis (Tris-fosfato 25 mM pH 7.8, DTI 2 mM, ácido 1.2 

diaminociclohexano-N,N,N',N' tetracético 2 mM, glicerol 10% y Tritón X-100) y 

ensayadas para actividad de luciferasa usando un sistema de ensayo para luciferasa 

(Promega) mezclando 50 µI del extracto celular con SC µI del reactivo de luciferasa. La 

emisión de luz fue medida durante los primeros 30s de la reacción usando un luminómetro 

(Berthold Lumat LB 9501 ). El ensayo se realizó también utilizando diferentes 

concentraciones de un anticuerpo anti-TGF-J3 comercial. 

Ensayo de inhibición de la proliferación 

Se sembraron células FBHE en c~jas para cultivo de células de 96 pozos a una 

concentración de 1 X 104 células/pozo en medio de cultivo DMEM con 0.2 % de SFB y 

mitógeno endotelial. Al siguiente día, se adicionó TGF-J3 a una concentración de 40 pM y 

diferentes concentraciones de betaglicano soluble recombinante en medio de cultivo 

DMEM con 0.2 % SFB y mitógeno endotelial. Las células se incubaron durante 48 ha 37 

ºC y se pulsaron con 0.5 µCi de 3H-Timidina en 25 µl de medio de cultivo. 18 horas antes 

de ser cosechadas. Las células se cosecharon y se midió la incorporación de timidina en las 

muestras utilizando un contador de centelleo (Beckman). 

Inducción de proteínas de matriz extracelular en células MMC 

Las células MMC se incubaron durante 48 horas en medio DMEM bajo en glucosa 

(1 gil) suplementado con 2mM de glutamina (GIBCO/BRL). Posteriormente las células se 

incubaron en medio DMEM con baja (1 g/l) o alta concentración de glucosa (4.5 g/I), en 

presencia o ausencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante durante 24 horas. 

Glomcrulonefritis aguda experimental 

Para la inducción de la glomerulonefritis se utilizó el anticuerpo policlonal anti­

timocito (ATS) donado por el Dr. Jonson. Division of Nephrology, Department of 

Medicine. University of Washington, Seatle, Washington, USA y el anticuerpo monoclonal 

anti-timocito (OX-7) purificado mediante precipitación con sulfato de amonio, a partir de 

medio condicionado de células de hibridorna (European Collection of Cell Culture No. 

44 



84112008) crecidas en medio de cultivo libre de proteínas (SIGMA). La glomerulonefritis 

se indujo en ratas macho de 150 a 200 g de peso, inyectando 1 mi de anticuerpo ATS o 300 

µg de anticuerpo OX-7 por vía intravenosa. Un día después, las ratas fueron tratadas con 

PBS o diferentes dosis de betaglicano soluble recombinante. Cada dosis se administró 

diariamente por vía intraperitoneal durante 6 días. Al octavo día las ratas fueron 

sacrificadas y se obtuvieron los riñones para su estudio. 

Tinción con ácido peryódico-reactivo de Schiff (P AS) 

Los riñones fueron cortados longitudinalmente en dos partes. Uno de los fragmentos 

se fijó con formaldehído al 1 O % en PBS y posteriormente se incluyó en parafina. Se 

hícieron cortes de 3 µm de grosor y se tiñeron de acuerdo al protocolo establecido. 

Brevemente, los tejidos se desparafinaron e hidrataron. incubando 30 mio a 60 ºC, 5 mio en 

xileno (2 veces), alcohol absoluto, alcohol al 96º y agua destilada. Los tejidos fueron 

incubados en ácido peryódico al 0.5 %, se lavaron con agua destilada y se incubaron con el 

reactivo de Schiff durante 30 mio. Posteriormente. se lavaron con agua corriente caliente y 

se contratiñeron con Hematoxilina de Harris incubando en hematoxilina 5 mio y lavando 

con agua corriente. alcohol ácido. agua corriente. agua amoniacal y agua corriente. Los 

cortes de tejido se deshidrataron incubando en alcohol 96º. alcohol absoluto y xileno, se 

montaron en resina y se observaron al microscopio. 

lnmunohistoquímica 

Se hicieron cortes por congelación de 4 µm de grosor a partir de tejido incluido en 

Tissue-Tek y se colocaron en portaobjetos silanizados. Las laminillas con los cortes de 

tejido se incubaron en PBS 0.15 M durante 2 mio y en etanol al 96 % durante 2 mio. Los 

tejidos se incubaron en Hi02 al 15 % en metano! durante 1.5 h y posteriormente en alcohol 

al 96 % durante 2 mio y en agua destilada durante 2 mio. Los tejidos se incubaron 30 mio 

con BSA al 2 % en PBS. se eliminó el exceso de buffer y se lavaron 5 veces con PBS­

Tween 20 al 0.05 %. Los tejidos se incubaron con los anticuerpo anti-colágena IV o anti­

colágena 1 (Rockland) diluidos 1 :250 en BSA al 1 % en PBS. durante toda la noche a 

temperatura ambiente en cámara húmeda protegidos de la luz. Los tejidos se lavaron con 

PBS-Tween 20 al 0.1 % y se incubaron con el anticuerpo anti-inmunoglobulina de conejo 
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biotinilado (DAKO) diluido l :400, durante 2 horas a temperatura ambiente y protegidos de 

la luz. Posteriormente, los tejidos se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.1 % y se incubaron 30 

min con el complejo AB/HRP (DAKO) diluido 1 :150 en BSA al 1 % en PBS. Los tejidos 

se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.1 % y con PBS. Finalmente. los tejidos se revelaron con 

diaminobencidina (SIGMA). Los tejidos se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.1 % y con agua 

destilada. Los tejidos se contrastaron con hematoxilina de Harris 5 min. se deshidrataron. se 

montaron con resina y se observaron al microscopio. Se hizo el análisis morfométrico de 

los tejidos mediante el programa de computadora LeikaQwin, que permitió medir el área 

glomerular teñida por los anticuerpos utilizando un microscópio óptico conectado a la 

computadora. 

Northern blot 

Se extrajo el RNA de las células MMC utiliz.ando el método de Trizo! (Life 

Technologies). Brevemente. las células se disgregaron en 1 ml de Trizo!. Las muestras se 

incubaron 15 min a temperatura ambiente y posteriormente se les adicionó 0.2 mi de 

cloroformo. Las muestras se agitaron vigorosamente 5 seg, se incubaron a temperatura 

ambiente 3 min y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min a 4 ºC. Se recuperó la fase 

acuosa y se precipitó el RNA adicionando 0.5 ml de isopropanol e incubando l O min a 4 

ºC. Las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante IO mina 4 ºC. El botón de RNA se 

lavó con l ml de etanol al 75 % y se centifugó a 7,500 rpm durante 5 mina 4 ºC. El RNA 

se secó al aire y se resuspendió en agua-DEPC 0.2 % esterilizada. El RNA fue cuantificado 

midiendo la absorbancia de las muestras a 260 nm. 

También se obtuvo RNA a partir de l 00 mg de riñón congelado a -70 ºC. utilizando 

el método de Trizo!. Para ello. los tejidos se disgregaron en l ml de Trizo! utilizando un 

homogenizador (Polytron-A, Kinematica. Switzerland). El RNA se purificó como se 

describió anteriormente. 

Los RNAs se separon en geles de agarosa al 0.9 % conteniendo formaldehído 2.2 M 

y se transfirió a membranas de nylon (ICN) mediante capilaridad (144). El RNA fue 

entrecruzado a la membrana mediante luz ultravioleta (UV Stratalinker 1800. Stratagene). 

Las membranas se prehibridaron a 42 ºC durante 4 horas con un buffer de formamida 50 %, 

solución denhardt's 5X. SSC 0.1 %. SOS 0.1 %, buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 6.8 y 
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RNA de torula 250 µg/ml. Posteriormente, las membranas fueron lúbridadas con 50 ng de 

la sonda Col I (all) o Ja sonda mSGK marcadas radioactivamente con 50 µCi (a32)dCTP 

utiliz.ando el kit Random primer DNA labeling (Boehringer Mannheim Biochemica). Las 

membranas se hfüridaron durante 18 h a 42 ºC en buffer de prehibridación. La 

cuantificación de la señal del northern blot fue medida mediante escaneo en un 

Phosphorimager (Molecular Dinamics). La densitometria cuantitativa se llevó a cabo 

mediante el programa de computadora ImageQuant. Los datos fueron nonnalizados 

utilizando la expresión de Ja gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en las 

muestras. Los datos fueron analizados mediante el programa de computación Prisrn. 

Análisis estadístico 

Todos los datos están expresados corno promedio ± desviación estandar. Los datos 

fueron analiz.ados usando la prueba t de Student. P .::; 0.05 fue considerada corno 

significativa. 
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RESULTADOS 

l. Caracterización bioquímica del betaglicano soluble recombioante baculoviral 

1.1. Expresión del betaglicano soluble recombinante 

Se ha descrito anteriormente que el medio condicionado de células que expresan la 

forma soluble del betaglicano, tiene la capacidad de unir TGF-13 con alta afinidad Y 

bloquear la unión del factor a los receptores de señalamiento. La forma soluble del 

betaglicano también se encuentra en forma natural en el suero y la matriz extracelular. 

Debido a estas propiedades, el betaglicano soluble se considera un buen candidato como 

agente anti-TGF-¡3. Para obtener cantidades suficientes del betaglicano soluble que nos 

permitieran evaluar su efecto inhibidor sobre la acción del TGF-¡3, fue necesario recurrir a 

Ja producción del betaglicano soluble en forma recombinante utilizando el sistema de 

baculovirus. ya que la alternativa de purificar al betaglicano soluble de fuentes naturales 

sería muy elaborada y de bajo rendimiento ( 150). Para obtener el betaglicano soluble 

recombinante, el cDNA del betaglicano de rata ( 49) fue modificado para codificar una 

proteína de secreción que contenía un epitopo c-myc en el extremo amino-terminal para 

facilitar su inmunodetección y un codón de terminación justo antes de la secuencia que 

codifica para la región transmembranal del receptor, precedido de una secuencia para seis 

histidinas que nos permitió su purificación (figura 13). 

Para probar que la construcción del cDNA mutagenizado para el betaglicano soluble 

era funcional, se procedió a transfectar en las células COS-1 este cDNA y una versión 

modificada del betaglicano soluble sin los sitios de unión de GAGs. La transfección se 

realizó mediante el método de DEAE-Dex"tran y los medios condicionados fueron 

sometidos a electroforesis en geles desnaturaliz.antes de poliacrilamida, transferidos a 

membranas de nitrocelulosa y probados con anticuerpo monoclonal anti-c-myc (9E10) para 

detectar la presencia del betaglicano soluble. El cDNA del betaglicano soluble de rata 

modificado expresado en las células COS-1 generó una proteína de secreción_ la cual fue 

detectada por el anticuerpo monoclonal anti-c-myc. Este betaglicano soluble presentó un 

patrón de migración de un proteoglicano de tiempo parcial, ya que se sintetizó con las 

cadenas de glicosaminoglicanos y sin ellas. Este proteoglicano se observó como una 
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His782-Glu-Asn-Gly-Gly-His-His-His-His-His-His-STOP 

Membrana 
celular 

Figura 13. Construcción del betaglieano soluble. El cDNA que codifica para el betaglicano membrana! de 
rata fue mutagenizado insertando un codón de terminación justo antes de la región transmembranal del 
cDNA. Se incluyó una secuencia de seis histidinas en el extremo carboxilo terminal y la secuencia del epitopo 
c-myc en el amino terminal. Se muestran los sitios de unión de cadenas GAG (circulas vacios), el péptido 
ser1al (región negra), la posición de los residuos de cisteinas (puntos negros) y el epitópo c-myc en el extremo 
amino-terminal (asterisco). Las regiones de secuencia similar a endoglina y uromodulina están indicadas en 
color gris claro y obscuro respectivamente. 
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mancha de alta masa molecular (aproximadamente 200 kDa) que corresponde al 

betaglicano soluble con cadenas de glicosaminoglicanos (GAG) y una banda que 

corresponde a la proteína medular de 100 kDa (figura 14, carril 1 ). Sin embargo. cuando el 

cDNA modificado se expresó en células de insecto Sf9 usando el sistema de baculovirus. se 

produjo sólo una proteína medular con una masa molecular de 11 O kDa (figura 14, carril 3 ). 

El betaglicano soluble producido usando el sistema de baculovirus migró ligeramente más 

rápido que el betaglicano sin cadenas GAG expresado en células COS-1 (figura 14. carriles 

2 y 3). La movilidad de la proteina viral indica la incapacidad de las células de insecto de 

adicionar GAG a la proteína y también una disminución en la capacidad de adicionar otro 

tipo de oligosacaridos generando una proteína con una masa molecular menor a la 

producida en las células de mamífero. Las bandas observadas alrededor y por debajo de 69 

kDa pueden corresponder a productos de degradación derivados de las proteínas de 

secreción. 

1.2. Purificación del betaglicano soluble recombinante 

Una vez demostrado que la construcción del betaglicano soluble era funcional, se 

procedió a obtener cantidades mayores del betaglicano soluble recombinante que nos 

permitieran explicar el porque de las diferencias encontradas entre la proteína producida en 

células de insecto y en células de mamífero. y analizar si a pesar de estas diferencias, el 

betaglicano soluble producido en células de insecto era capaz de bloquear los efectos del 

TGF-13 tanto in vitro como in vivo. 

Para obtener cantidades mayores de betaglicano soluble se utilizaron células de 

insecto H5. las cuales producen más proteína recombinante que las células Sf9. Las células 

H5 se crecieron en suspensión en medio Express five, el cual es un medio sintético libre 

proteínas que nos permitió purificar la proteína en forma más sencilla. Las células H5 se 

infectaron con el baculovirus recombinante a una multiplicidad de infección de 1 O para 

asegurar que todas las células se infectaran y sintetizaran la proteína al mismo tiempo. 

Después de 2 días de infección. se obtuvo el medio condicionado mediante centrifugación y 

se concentró usando un sistema de ultrafiltración Minitan. El betaglicano soluble 

recombinante se purificó a partir del medio condicionado mediante cromatografia de 

afinidad por iones metálicos inmovilizados, utilizando sefarosa quelante cargada con niquel 
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Figura 14. Expresión del betaglicano soluble recombinante en células COS-1 y Sf9. El medio 
condicionado de células COS-1 transfectadas con el cDNA que codifica para el betaglicano soluble (BG 
soluble) (carril 1) o su versión sin GAGs (carril 2) y el medio condicionado de células Sft> infectadas con el 
baculovirus recombinante (carril 3) fueron analizados por western blot con el anticuerpo monoclonal 9E 10 
anti-c-myc. Los marcadores de masa molecular se indican a la izquierda del gel. 
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la cual nos permitió purificar al betaglicano soluble a través de su cola de histidinas. El 

betaglicano se eluyó utilizando un gradiente continuo de imidazol de 20 a 250 mM en un 

volumen de 200 mi. Se colectaron fracciones de 5 mi y se detectó el betaglicano mediante 

SDS-PAGE, tinción con plata y western blot utiliz.ando el anticuerpo policlonal 822. La 

proteina eluida de la columna a través del gradiente fue di!tectada por su absorbancia a 280 

nm y graficada (figura 15). En el cromatograma se observa una región de mayor absorbacia 

a 280 nm que corresponde al betaglicano soluble recombinante el cual eluyó de la columna 

a partir de la concentración de 120 nM de imidazol. El betaglicano se detectó en las 

fracciones mediante SDS-PAGE y tinción de los geles con plata (figura 15). Las fracciones 

conteniendo el betaglicano puro se concentraron mediante un sistema de amicón ("Stirred 

cell") de 50 mi utilizando una membrana de corte de l O kDa (Durapore, Millipore) y la 

muestra se dializó contra PBS. Se determinó la concentración de proteínas en la muestra y 

se congeló en alicuotas a -70ºC hasta su uso para evitar su degradación. Como se muestra 

en la figura 16, con este sistema se logró la purificación a homogeneidad del betaglicano 

soluble recombinante. La purificación del betaglicano soluble recombinante tuvo un 

rendimiento de entre 6 a 1 O mg por litro de medio condicionado. 

1.3. Secuenciación amino-terminal del bctaglicano soluble recombinante 

La diferencia en masa molecular encontrada entre el betaglicano soluble producido 

en células de insecto y en células de mamífero podría deberse a un procesamiento post­

traduccional defectuoso. el cual ha sido descrito en proteínas membranales o de secreción 

de mamíferos en células de insecto ( 151 ). Por lo tanto, fue importante determinar si el 

extremo amino del betaglicano producido en células de insecto era el esperado. lo cual nos 

demostraría que el péptido señal del betaglicano soluble se proceso correctamente en las 

células de insecto generando la proteína completa. Sólo se analizó el extremo amino. ya que 

su extremo carboxilo estaba intacto porque contenía la cola de histidinas que nos permitió 

purificarlo en la columna de afinidad. 

Se determinó la secuencia amino-terminal del betaglicano soluble recombinante 

mediante degradación de Edman automatizada y los primeros 16 ciclos de la degradación 

de Edman revelan la secuencia de aminoácidos mostrada en la figura 17. Esta secuencia 

confirma la identidad de la proteína recombinante e indica que su péptido señal fue 
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Figura IS. Purificación del beta¡?licano soluble recombinante mediante IMAC. El bctaglicano soluble 
recombinante se purificó a panir del medio condicionado mediante cromatografia de afinidad por iones 
metálicos inmovilizados (IMAC). El betaglicano se eluyó utilizando un gradiente continuo de imidazol de 20 
a 250 mM. Se colectaron fracciones y se detectó el bctaglicano mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida en condiciones dcsnaturalizantes y reductoras. tinción con plata y western blot utilizando el 
anticuerpo policlonal 822. La proteína eluida de la columna a través del gradiente fue detectada por su 
absorbancia a 280 nm y graficada. 
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Figura 16. Expresión del betaJ?licano soluble recombinante en células HS. El betaglicano soluble 
recombinante purificado de medio condicionado de células H5 infectadas con el baculovirus recombinante 
utilizando IMAC fue separado en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras y 
teñido con azul de Coomassie. 
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procesado apropiadamente en las células HS. El corte del péptido señal ocurre entre Ala23
-

GJy24 del propéptido (figura 17), exactamente predicho por las reglas von Heijne (70). 

1.4. Glicosilación del betaglicano soluble recombinante 

Debido a que el péptido señal del betaglicano soluble producido en células HS fue 

procesado adecuadamente, las diferencias en la masa molecular observadas entre el 

betaglicano soluble producido en células HS y en células COS-1 podrían deberse a 

diferencias en el patrón de glicosilación. Para confirmar esto, se dedujo la masa molecular 

del betaglicano producido en células HS después de su tratamiento con TFMS para eliminar 

los carbohidratos de la molécula. La masa molecular se calculó a partir de geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. El análisis del betaglicano 

soluble baculoviral glicosilado, mediante western blot y la detección con concanavalina A 

(figura 18, linea 3) reveló la presencia de oligosacaridos ricos en manosa en esta molécula, 

muy probablemente pertenecientes a la clase que están unidos a asparagina. La 

desglicosilación química del betaglicano soluble baculoviral con TFMS resultó en la 

generación de una proteína de 87 kDa que se pudo purificar por IMAC (figura 18). El 

producto desglicosilado fue reconocido por el anticuerpo anti-myc, pero no pudo unir 

concanavalina A (figura 18. líneas 2 y 4). Estos resultados indican que el TFMS 

desglicosiló completamente al betaglicano soluble recombinante baculoviral, removiendo 

aproximadamente 20 kDa de su masa molecular determinada por electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. La masa molecular del 

betaglicano baculoviral desglicosilado concuerda con la masa molecular de 87.3 kDa 

predicha a partir del cDNA. 

1.5. El betaglicano soluble recombinante es un dímero no covalente 

Se ha descrito que el betaglicano de membrana forma homo-oligómeros en ausencia 

o presencia del TGF-J3. Para determinar si el betaglicano soluble baculoviral forma estos 

homo-oligómeros, se decidió determinar su masa molecular en condiciones nativas 

utilizando cromatografía de filtración en gel. Para ello, el betaglicano soluble baculoviral 
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Figura 17. Secuenciación amino terminal. La secuenciación amino-terminal del bctaglicano soluble 
recombinante fue detenninada mediante degradación de Edman automatizada. Se muestran los residuos 
identificados mediante esta técnica y se alinean los residuos con la traducción conceptual deducida del cDNA 
que codifica para el bctaglicano soluble. El primer residuo de la proteina corresponde a la Gly24
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Figura 18. Glicosilación del betaglicano soluble recombinante. El betaglicano soluble recombinante fue 
desglicosilado químicamente con TMSF (+)y después purificado por IMAC. Esta muestra fue separada en 
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras (carriles 2 y 4) y detectada por western 
blot utílizando concanavalina A (Con A) o anticuerpo anti-c-myc (Anti-c-myc). Como control se incluyó 
betaglicano soluble recombinante sin tratamiento con TMSF (carriles 1 y 3). 
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fue pasado a través de una columna de cromatografia BioSpe Sec-83000 usando un sistema 

de cromatografia líquida de alta resolución. La proteína fue detectada por su absorbancia a 

280 nm y se colectaron fracciones de los picos de mayor absorbancia. Las fracciones se 

analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras para determinar en cual se encontraba el betaglicano. El 

betaglicano soluble baculoviral eluyó a los 7.4 min. La masa molecular del betaglicano 

soluble calculada utilizando estandares de masa molecular conocida fue de 220 kDa. Este 

betaglicano soluble migró como una proteína de 11 O kDa bajo condiciones reductoras en 

geles de poliacrilamida (figura 19). Por lo tanto, el betaglicano soluble baculoviral es una 

molécula dimérica de 220 kDa constituida por dos monómeros de 11 O kDa cada uno. 

Debido a la naturaleza dimérica del betaglicano soluble, se decidió determinar la 

estabilidad de esta molécula a diferentes agentes desnaturalizantes y reductores. Para ello, 

el betaglicano soluble se sometió a tratamiento con diferentes agentes desnaturalizantes o 

reductores como urea, HCl-guanidina, ditiotreitol (DTT), J3-mercaptoetanol. dodecilsulfato 

de sodio (SDS), Tritón X-100 y Nonited P40. Después del tratamiento, las muestras fueron 

analizadas mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilarnida. Las bandas fueron 

detectadas mediante tinción con plata. El cálculo de la masa molecular fue hecho de 

acuerdo al método de Ferguson usando estándares de peso molecular conocido. Como se 

puede observar en la figura 20. la concentración de SDS y DTT requerida para disociar 

completamente el dímero a monómeros fue de 350 µM y 10 mM respectivamente. A menor 

concentración sólo se pudo detectar la forma dimérica del betaglicano soluble. 

Experimentos similares mostraron que el tratamiento del <limero con 4 M de urea o 2 M de 

guanidina provocaron su disociación (figura 21 ). Además, la mezcla de agentes como la 

guanidina y el DTT disociaron al dímero a concentraciones menores que las utilizadas para 

cada reactivo por separado (figura 21 ). El tratamiento con tritón X-100 y Nonidet P-40 no 

logró disociar el dímero aún a la concentración de 1% (figura 22). Estos datos sugieren que 

a pesar del número impar de residuos de cisteína por monómero de betaglicano soluble 

(figura 9), el dímero de betaglicano soluble recombinante está unido por interacciones no­

covalentes. Además, la presencia de puentes disulfuro intracadena parecen participar en la 

estabilidad del dímero. ya que el tratamiento con DTT provocó su disociación. 
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Figura 19. Determinación del estado oligomérico del bctaglicano soluble rccombinante. El betaglicano 
soluble recombinante (BG) fue sometido a filtración en gel como se describió anterionnente. Las alícuotas 
eluidas de la cromatografía que corresponden al pico mayor obtenido a los 7.4 min fueron sometidas a 
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Los geles fueron 
teñidos con plata. La gráfica muestra la relación de volumen de elusión de cada proteína (Ve) y volumen 
vacío de la columna (Vo) contra el logaritmo de la masa molecular del betaglicano soluble y estandares de 
masa molecular utilizados para calibrar la columna. 
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Figura 20. Efecto del SOS y DTT sobre el estado dimero del betaglicano soluble recombinante El 
betaglicano soluble baculoviral fue sometido a tratamiento con diferentes concentraciones de SDS o DTI y 
separado en geles de poliacrilamida en condiciones nativas. Se incluyó además betaglicano soluble 
baculoviral intacto. Los geles fueron teñidos con plata. 
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Figura 21. Efecto de la urea y la guanidina sobre el estado dímero del beta~lieano soluble 
reeombinante. El betaglicano soluble recombinante fue incubado con diferentes concentraciones de urea o 
guanidina y diferentes combinaciones de guanidina (Gnd-HCI) y DIT. Las muestras fueron separadas en 
geles de poliacrilamida en condiciones nativas. Los geles fueron teñidos con plata. Se incluyó además 
betaglicano soluble baculoviral intacto 
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Figura 22. Efeclo de detergentes sobre el estado dímero del betaglicano soluble recombinantc. El 
betaglicano soluble baculoviral fue incubado con diferentes concenlracioncs de nonidet P40 o Trilón X-100. 
Las muestras fueron sometidas a electroforésis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas y los geles 
fueron teñidos con plata. Se incluyó bctaglicano soluble baculoviral intacto. 
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1.6. El betaglicano soluble recombinante une TGF-P con alta afinidad y selectividad 

de isoforma 

El betaglicano soluble encontrado en fuentes naturales tiene alta afinidad para el 

TGF-1}1 (55), por lo tanto fue importante evaluar las afinidades del betaglicano soluble 

baculoviral para las tres isoformas manúferas del TGF-p. Para ello, se realizaron ensayos 

de unión de TGF-P a saturación utilizando 10 ng de betaglicano soluble baculoviral y 

diferentes concentraciones (0.05-16 nM ) de TGF-P1 marcado con 1251.. El 125I-TGF-P1 

unido al betaglicano se entrecruzó utilizando DSS. Las muestras se inmunoprecipitaron 

utilizando el anticuerpo monoclonal 9E 1 O anti-c-myc y se corrieron en geles 

desnauralizantes de poliacrilarnida. La unión del TGF-1}1 al betaglicano se detectó mediante 

escaneo en un Phosphorimager (Molecular Dinamics). En el gel de la figura 23 se muestran 

el corrimiento electroforético del betaglicano soluble, al cual se unieron diferentes 

cantidades de 125-TGF-1} 1. El 125-TGF-1}1 unido al betaglicano soluble se cuantificó y los 

datos fueron analizados con un programa de computación. En la figura 23 se muestra la 

curva de saturación de unión del TGF-1} 1 al betaglicano soluble y la gráfica de Scatchard. a 

partir de la cual se calculó que el betaglicano soluble viral une una molécula de 1251-TGF-1}1 

por molécula de dímero, con una K.i de 3.5 nM. Este valor de K.i está en acuerdo con lo 

reportado para el betaglicano soluble producido por fibroblastos 3T3-LI (55). 

Con el fin de establecer la afinidad relativa del betaglicano soluble recombinante 

para las otras isoforrnas del TGF-p, se realizaron experimentos de competencia de unión 

del ligando. Para ello, se realizaron marcados por afinidad en solución con una cantidad 

constante de 100 pM de 1251-TGF-Pi y cantidades crecientes del competidor no radiactivo 

TGF-P1. TGF-P2 o TGF-1}3 (figura 24). La cantidad de 1251-TGF-P entrecruzado al 

betaglicano soluble fue cuantificada a partir de geles desnaturalizantes de poliacrilarnida 

utilizando un Phosphorlmager y graficados como porcentaje del TGF-P radioactivo unido 

contra la concentración de competidor no radioactivo. La concentración de TGF-f3 1 que 

bloqueó la mitad de los sitios de unión (EC50) füe de aproximadamente 0.5 nM, resultado 

similar a lo observado para el betaglicano soluble natural (55). Sin embargo. las otras 

isoforrnas mostraron un grado mayor de competencia. En presencia de 0.5 nM de TGF-p3, 

el 
125

I-TGF-P1 unido al betaglicano soluble fue de aproximadamente 75%, mientras que con 
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Figura 23. Unión del TGF-11 1 a saturación por el betaglicano soluble recombinante. El bctaglicano 
soluble recombinante (BG sol) fue marcado por afinidad en solución con las concentraciones indicadas de 
1251-TGF-p,. Las mezclas de reacción fueron inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-c-myc, sometidas a 
electroforesis en condicones desnaturalizantes y reductoras y la unión del TGF-13 1 al bctaglicano se detectó 
mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular Dinamics). La localización del bctaglicano marcado t."Stá 
indicada con una flecha. El nivel de pegado fue estimado por análisis de dcnsitomctría del bctaglicano 
marcado utilizando el programa de computadora lmagcQuant. Los datos fueron analizados mediante el 
programa de computación Prism. Se muestran la curva de saturación de unión del TGF-13 1 al betaglicano 
soluble baculoviral y la gráfica de Scatchard. 
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Figura 24. Ensayos de competencia de umon del TGF-13 1 al betaglieano soluble recombinante. El 
betaglicano soluble recombinan te fue sometido a marcado por afinidad en solución con 100 pM de 125

- TGF-13 1 

y las concentraciones indicadas del TGF-P competidor. Las muestras fueron inmunoprccipitadas con 
anticuerpo anti-c-myc, sometidas a electroforesis en condiciones desnaturalizante y la unión del TGF-J3 1 al 
betaglicano se detectó mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular Dinamics). El porcentaje de 
competencia fue estimado por análisis de dcnsitometria del betaglicano marcado utilizando el programa de 
computadora lmagcQuant y graficado contra la concentración del TGF-P competidor. 
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la misma concentración de TGF-lh fue de l 0%. Estos resultados sugieren que la afinidad 

relativa del betaglicano soluble viral para las tres isoformas mamíferas del TGF-13 fue, 

TGF-132 > TGF-133 > TGF-131. 

2. El betaglicano soluble es un potente inhibidor de la activdad del TGF-13 in vitro 

2.1. Actividad neutralizante del betaglicano soluble recombinante sobre el efecto del 

TGF-13 en ensayos de luciferasa 

Se ha demostrado previamente que el medio condicionado que contiene betaglicano 

soluble recombinante bloquea la unión del TGF-13 a los receptores 1 y 11 e inhibe el efecto 

antiproliferativo del TGF-13 en células MvlLu (49). Para determinar Ja potencia precisa del 

betaglicano soluble baculoviral. se ensayó su efecto en la expresión de luciferasa 

dependiente de TGF-13 por células transfectadas con p3TP-lu.x, un plásmido reportero que 

responde a TGF-13 (24). Para ello. fue necesario determinar la concentración mínima de 

TGF-13 que induce la máxima expresión de luciferasa. Las células Mvl Lu transfectadas por 

el plásmido p3TPlux fueron incubadas con diferentes concentraciones de TGF-13. 

Posteriormente. estas células se lisaron y los extractos fueron ensayados para determinar su 

actividad de luciferasa. La concentración minima de TGF-13 que indujo la respuesta 

máxima de luciferasa fue 20 pM. Utilizando esta concentración de TGF-13, se indujo la 

sintesis de luciferas en células Mv 1 Lu transfectadas con el plásmido p3TPlux en presencia 

de diferentes concentraciones de betaglicano soluble baculoviral. La figura 25 muestra que 

el betaglicano soluble baculoviral inhibe la respuesta de luciferasa en células Mvl Lu 

tratadas con 20 pM de TGF-13. Esta inhibición depende de la concentración de betaglicano 

soluble adicionado. En varios experimentos. el valor estimado para la EC50 del betaglicano 

soluble recombinante para el TGF-13 1 fue de 20 nM aproximadamente. Por otro lado, como 

se esperaba por su alta afinidad por TGF-132• la EC50 para esta isoforma fue un orden de 

magnitud menor (aproximadamente 2 nM) que para TGF-13 1. En este ensayo, el betaglicano 

soluble recombinante a una concentración de aproximadamente 25 nM fue capaz de inhibir 

el 100% de respuesta a TGF-lh. Sin embargo. a una concentración 10 veces mayor 

66 



125 
IU 
111 

~ 100 TGFJ3 1 ~ ·u 
..2 - 75 
Q) ~ 
'C e_. 
'C 50 IU 

~ 25 Ji. 
o 

o 100 200 300 400 500 

Betaglicano soluble (nM) 

125 

IU 
111 100 
~ 
~ TGFJ32 ·u 75 :::i 
a;~ 
'C ~ 

50 'C 
IU 
32 
~ 25 
Ji. 

o 
o 10 20 30 40 50 60 

Betaglicano soluble (nM) 

Figura 25. Neutralización de la actividad del plásmido reportero 3TPIUll en respuesta al TGF'-Jl por el 
betaglicano soluble recombinan te. Las células Mv 1 Lu fueron transfectadas con el plásmido reportero 
3TPlux e incubadas con 20 pM de TGF-13 1 o TGF-132 en presencia de las concentraciones indicadas de 
betaglicano soluble recombinante. La actividad de luciferasa fue graficada contra la concentración de 
betaglicano soluble. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado y los resultados fueron normalizados al 
100 %. el cual es el valor obtenido en la células que no se trataron con betaglicano soluble. Los resultados son 
el promedio:!:: la desviación estandar. 
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(400nM), la máxima inhibición de la respuesta de TGF-131 fue aproximadamente 75 % 

(figura 25), lo cual enfatiza que el betaglicano soluble recombinante tiene mayor afinidad 

por la isoforma TGF-132. 

El efecto bloqueador del betaglicano soluble baculoviral sobre la actividad del TGF-

13 fue comparado con el efecto de un anticuerpo comercial neutraliz.ante anti-TGF-[3. En 

este caso, el anticuerpo inhibió la actividad del TGF-[3 con una ECso de 20 nM y 11 nM 

para TGF-[31 y TGF-[32 respectivamente (figura 26). Por lo tanto. el betaglicano soluble 

recombinante inhibe la actividad del TGF-[3 1 en forma semejante al anticuerpo 

neutraliz.ante anti-TGF-[3 y es 5 veces más potente que el anticuerpo en el caso de la 

isoforma TGF-132. Además, es importante hacer notar que a diferencia del betaglicano 

soluble, el anticuerpo anti-TGF-[3 no fue capaz de inhibir al 100 % la actividad del TGF-132. 

De acuerdo a los resultados anteriores, el betaglicano soluble baculoviral fue capaz 

de bloquear el efecto del TGF-[3 y este efecto fue mayor sobre la isoforma TGF-[32. Para 

determinar si el betaglicano soluble baculoviral únicamente bloquea la actividad del TGF-13 

y no la de otros miembros de la familia del TGF-[3, se analizó el efecto del betaglicano 

soluble recombinante sobre la actividad de BMPs y activina. Para ello. las células HepG2 

fueron transfectadas con plásmidos C-77 y p3TPlux que responden a BMP y activina 

respectivamente. Las células transfectadas fueron incubadas con diferentes concentraciones 

de BMP 2, BMP 7 o activina y 100 nM de betaglicano soluble baculoviral. El betaglicano 

soluble baculoviral aún a la concentración de 100 nM no fue capaz de bloquear la actividad 

de 2 nM de BMP 2. BMP 7 y 0.5 nM de activina (figura 27). Tampoco concentraciones 

menores de estos factores se pudieron bloquear con 100 nM de betaglicano soluble 

baculoviral (figura 28). Estos resultados indican que el betaglicano soluble baculoviral 

bloquea en forma específica la actividad del TGF-[3. Este hallazgo hace al betaglicano 

soluble un candidato importante como agente anti-TGF-[3. ya que su empleo in vivo 

bloqueará específicamente la actividad del TGF-[3 y no la actividad de otros factores de la 

familia del TGF-[3 que tienen una función importante en diversos procesos celulares como 

son BMPs y activina. 
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Figura 26. Neutralización de la actividad del plásmido reportero JTPlux en respuesta al TGF-IJ por 
anticuerpo neutralizante anti-TGF-p. Las células Mvl Lu fueron transfectadas con el plásmido reponero 
3TPlux e incubadas con 20 pM de TGF-J3 1 (triángulos) o TGF-J32 (cuadros) en presencia de las 
concentraciones indicadas de anticuerpo neutralizante anti-TGF·J3. La actividad de luciferasa fue graficada 
contra la concentración de bctaglicano soluble. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los resultados 
fueron normalizados al 100 %. el cual es el valor obtenido en la células que no se trataron con betaglicano 
soluble. Los resultados son el promedio::!:: la desviación estandar. 
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Figura 27. Efecto del betaglicano soluble recombinante sobre las actividades del BMP 2, BMP 7 y la 
activina. Las células HepG2 fueron transfectadas con el plásmido reportero C77 o 3TP1ux (para BMPs y 
activina respectivamente). La células fueron incubadas con 2 nM de BMP2 o BMP7 o 0.5 nM de activina. en 
presencia o ausencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante (BG). Los ensayos fueron llevados a 
cabo por duplicado y los resultados fueron graficados como el promedio±. la desviación estandar. 
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2.2. Actividad neutralizante del betaglicano soluble recombinante sobre la actividad 

inbibidora de la proliferación celular por TGF-fJ 

Además del efecto del betaglicano soluble baculoviral sobre la actividad del TGF-(J 

en ensayos transcripcionales, se analizó su capacidad de bloquear una función fisiológica 

importante del TGF-13 que es la inhibición de la proliferación. En este ensayo, las células 

FBHE que son sensibles a la acción del TGF-13, fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de TGF-J3 y se midió su proliferación mediante la incorporación de 

timidina tritiada en su DNA. En este ensayo se observó que la concentración de TGF-13 

requerida para inducir una buena respuesta de inhibición de la proliferación fue 40 pM . 

Posteriormente, se analizó el efecto del betaglicano soluble baculoviral en estas células 

incubándolas con 40 pM de TGF-13 y diferentes concentraciones de betaglicano. En este 

caso, el betaglicano soluble baculoviral fue capaz de bloquear el efecto inhibidor de la 

proliferación del TGF-13 en células FBHE. En estos experimentos. se logró un bloqueo total 

del efecto inhibidor de la proliferación por TGF-132 , con tan solo 6 nM de betaglicano 

soluble recombinante. Sin embargo. en el caso del TGF-13 1 aún a la concentración de 90 nM 

de betaglicano soluble, no se logró bloquear completamente su efecto (figura 29). En el 

caso del efecto del betaglicano soluble sobre la actividad del TGF-13 1, el análisis estadístico 

de los datos muestró que hay una diferencia significativa entre el efecto en la proliferación 

de las células FBHE incubadas con 40 pM del TGF-13 1 y las células control que se 

incubaron únicamente con medio de cultivo. Sin embargo, el betaglicano soluble no tuvo 

un efecto significativo en la proliferación con respecto al efecto del TGF-13 1• En el caso del 

efecto sobre la actividad del TGF-132. el análisis estadístico muestró que hay nuevamente un 

efecto significativo en la proliferación celular entre las células incubadas con TGF-132 o 

únicamente con medio. Además el betaglicano soluble mostró un efecto significativo sobre 

la proliferación de las células aún a la concentración de 5.7 nM. 
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Figura 29. Efecto del betaglicano soluble recombinante sobre la inhibición de la proliferación de células 
FBHE inducida por TGF-p. La células FBHE se incubaron durante 48 horas con 40 pM de TGF-p, o TGF­
p2, en presencia de diferentes concentraciones de bctaglicano soluble recombinante (BG soluble). Las células 
se pulsaron con 0.5 µCi de 3H-timidina 18 horas antes de ser cosechadas y se midió la incorporación de 
timidina en las muestras utilizando un contador de centelleo. Los ensayos fueron realizados por duplicado y 
los resultados fueron graficados como el promedio de la proliferación celular%± la desviación estandar. Se 
incluye el porcentaje de la proliferación celular de células incubadas únicamente con medio (control sin TGF­
J3)o con 40 pM de TGF-p .. La diferencia entre los grupos fue analizada por la prueba estadística t de Studcnt. 
El asterisco(•) denota diferencia significativa (p < 0.05) entre las células incubadas con TGF-P y las células 
incubadas con medio unicamente o TGF-P más BG soluble. 
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2.3. Efecto del betaglicano soluble recombinante sobre la expresión de colágena 1 en 

células MMC cultivadas en alta concentración de glucosa 

La capacidad del betaglicano soluble recombinante para bloquear la actividad del 

TGF-13 también se observó inhibiendo Ja respuesta que las células mesangiales murinas 

(MMC) tiene cuando se cultivan en alta concentración de glucosa. La línea celular MMC 

generada a partir de células mesangiales de ratón conserva muchas de las propiedades de 

las células progenitoras. en particular Ja de incrementar la sintesis de matriz extracelular 

cuando son cultivadas en alta glucosa. Este efecto es mediado por TGF-P y simula la 

respuesta glomerular a Ja hiperglicemia del diabético ( 1 02 ). 

Para el ensayo. las células MMC se incubaron en medio DMEM con baja 

concentración de glucosa 1 gil (GN) y posteriormente en medio DMEM con baja (GN) o 

alta concentración de glucosa (GA) (1 gil o 4.5 gil respectivamente). Las células se 

incubaron además en ausencia o presencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante. 

Se extrajo el RNA de las células y se analizó por la técnica de northern blot hibridando las 

membranas con la sonda para una de las cadenas de la colágena I (ul) y la sonda para Ja 

enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidogenasa (GAPDH). La señal fue cuantificada 

mediante escaneo en un phosphorirnager. Los datos de la densitometría mostraron que en 

las células cultivadas en alta concentración de glucosa la cantidad de mRNA para la cadena 

ul de la colágena I se incrementó en 2.2 veces (figura 30. carril 3) con respecto al mRNA 

de las células cultivadas en baja concentración de glucosa (figura 30, carril 1). Este 

incremento es neutralizado cuando las células se cultivan en presencia de 100 nM de 

betaglicano soluble recombinante (figura 30, carril 4). 

3. El betaglicano soluble es un potente inhibidor de la actividad del TGF-P in vivo 

3.1. El betaglicano soluble rccombinante previene el daño histológico en riñón de ratas 

con glomendonefritis experimental aguda inducida por suero anti-timocito (ATS) 

Uno de los modelos de nefropatía experimental mejor caracterizados en los que se 

ha demostrado que el TGF-13 tiene un papel preponderante como mediador fisiopatológico 

es la glomerulonefritis aguda inducida por suero anti-timocito. Una de las características de 

este modelo es la hipertrofia glomerular. debida a un incremento de la proliferación de las 
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Figura 30. Efecto del bctaglicano soluble recombinante sobre la expresión de la colágena 1 en células 
MMC cultivada en alla concentración de glucosa. Las células MMC se incubaron en medio DMEM con 
baja (GN) (carriles 1 y 2) o alta concentración de glucosa (GA) (carriles 3 y 4). en ausencia (carriles 1 y 3) o 
presencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante (BG soluble) (carriles 2 y 3). El RNA de estas 
células se extrajo y se analizó mediante la técnica de northem blot hibridando las membranas con la sonda 
para la cadena al de la colágena l. La cuantificación de la señal del northem blot fue medida mediante 
escaneo en un Phosphorimager. La densitometria cuantitativa se llevó a cabo mediante el programa de 
computadora lmageQuant. Los datos fueron normalizados utilizando la expresión de la gliceraldehido-3-
fosfato dcshidrogenasa (GAPDH) en las muestras. 
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células mesangiales y a una expansión de la matriz mesangial mediados por TGF-13 (113, 

114). Con el propósito de demostrar que la actividad anti-TGF-P del betaglicano soluble 

recombinante puede tener efectos terapéuticos in vivo, se decidió administrar al betaglicano 

soluble a ratas con glomerulonefritis aguda inducida con anticuerpos anti-timocito. 

Para ello, se indujo glomerulonefritis en 6 ratas inyectando por vía intravenosa 1 mi 

de suero anti-timocito (ATS), lo cual es suficiente para inducir un daño renal demostrable 

histopatológicarnente 8 días después de la inyección. Las ratas inyectadas se dividieron en 2 

grupos de 2 ratas cada uno y se trataron durante 6 días (iniciando un día después de la 

inoculación del ATS) con el vehículo solo (PBS) o con 500 µg de betaglicano soluble 

baculoviral. Al octavo día del experimento, las ratas se sacrificaron y se evaluó el daño 

renal mediante estudio histológico utilizando la tinción de ácido periódico-reactivo de 

Schiff (PAS) que tiñe selectivamente las membranas glomerulares y tubulares y destaca la 

matriz mesangial. En el experimento se incluyó un tercer grupo de ratas como control, que 

no fueron tratadas con el suero anti-timocito ni con el betaglicano. únicamente con PBS. 

Los cortes histológicos de los riñones de las ratas inoculadas con el suero anti­

timocito y tratadas con PBS (ATS + PBS) teñidos con la tinción de PAS, mostraron un 

incremento en la acumulación de matriz mesangial que se muestra como un material 

amorfo color magenta. comparado con los glomérulos de las ratas control (PBS) (figura 31. 

panel A y 8). Esto indica que el suero anti-timocito (ATS) fue capaz de inducir la 

glomerulonefritis en las ratas. Por otro lado. las ratas inoculadas con el ATS y tratadas con 

el betaglicano soluble baculoviral (ATS + BG sol) presentaron glomérulos con apariencia 

normal. con mínima acumulación de matriz mesangial comparada con los animales con 

glomerulonefritis (ATS + PBS) (figura 31, panel A y C). Estos resultados indican que la 

administración de betaglicano soluble baculoviral evitó casi completamente el daño 

histopatológico causado por el suero anti-timocito (ATS) en las ratas. 
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Figura 31. Análisis histológico de glomérulos de ratas con glomerulonefritis tratadas con el betaglicano 
soluble recombinante. Se inyectaron ratas en forma intravenosa con una dosis única de suero anti-timocito 
(ATS). Las ratas fueron tratadas con el vehículo solo (PBS) (panel B) o con 500 µg/dosis de betaglicano 
soluble recombinante (BG sol) (panel C). Se incluyo un grupo control que solo fue inoculado con PBS (panel 
A). Después del tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron los riñones. Se muestra el análisis 
histológico de los gloméulos teñidos por tinción de PAS. La matriz extracelular se observa como un material 
amorfo de color magenta en los glomérulos (""') 
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3.2. Dosis minima de betaglicano soluble recombinante requerida para prevenir la 

acumulación de proteínas de matriz extracelular causada por el suero anti-timocito 

Una vez demostrada la efectividad del betaglicano soluble baculoviral en la 

prevención de la glomerulonefritis en ratas, se procedió a determinar la concentración 

minima de betaglicano soluble baculoviral requerida para prevenir la acwnulación de 

proteínas de MEC como la fibronectina. la colágena 1 y la colágena IV. Para ello. se 

inyectaron por vía intravenosa 12 ratas con 1 mi de A TS. Las ratas inyectadas se dividieron 

en 4 grupos de 3 ratas cada uno y se trataron durante 6 días (iniciando un día después de la 

inoculación del ATS) con PBS o con diferentes concentraciones de betaglicano soluble 

baculoviral (125, 250 y 500 µg por dosis). Como control se incluyó un grupo de 3 ratas que 

no fueron tratadas ni con el suero anti-timocito ni con el betaglicano. únicamente con 

inocularon con PBS. Al octavo día. las ratas fueron sacrificadas y sus riñones se analizaron 

mediante inmunohistoquímica utilizando anticuerpos anti-fibronectina. colágena 1 y 

colágena IV. 

El análisis inmunohistológico de los riñones de las ratas inoculadas con el ATS 

mostró un aumento en el depósito de proteínas de MEC como la fibronectina (FN), 

colágena 1 (Col 1) y colágena IV (Col IV) (figura 32. panel D, E y F respectivamente) en 

comparación a lo observado en los animales control (PBS) (figura 32, panel A, By C). Este 

depósito de proteínas de MEC se observa como un precipitado de color café en el 

glomérulo. El tratamiento de las ratas con 125 µg/ dosis de betaglicano soluble 

recombinante fue capaz de reducir la acumulación en el glomérulo de las proteínas de MEC 

mencionadas anteriormente (figura 32. panel G. H e 1). El análisis morfométrico de los 

glomérulos teñidos con los diferentes anticuerpos mostró que el A TS aumentó en forma 

significativa el depósito de proteínas de MEC como la fibronectina (FN), colágena 1 (Col 1) 

y colágena IV (Col IV) (figura 33). Este ATS aumentó en 2.1. 5.7 y 1.9 veces la cantidad 

de fibronectina. colágena 1 y colágena IV depositada en el glomérulo. El betaglicano 

soluble fue capaz de disminuir este depósito de proteínas de matriz utilizando una 

concentración de 125 µg por día. Este efecto fue mayor que el obtenido con la dosis de 250 

µg por día (figura 33). La fibronectina y la colágena IV fueron disminuidas a valores 

comparables a los de animales control. mientras que la colágena 1 fue disminuida un 63 % y 

33 % con 125 y 250 µg de betaglicano soluble respectivamente (figura 33). 
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Figura 32. Depósito de proteinas de matriz extraeelular en glomérulos de ratas con glomerulonefritis 
tratadas con el betaglicano soluble recombinante. Se inyectaron ratas por vía intravenosa con una dosis 
única de suero anti-timocito (ATS). Las ratas fueron tratadas con el vehículo solo (PBS) o con 125, 250 o 500 
µg/dosis de bctaglicano soluble recombinante (BG sol). Se incluyó un grupo control inoculado con PBS. 
Después del tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron los riñones. Los glomérulos de estos 
riñones fueron teñidos con anticuerpos anti-fibronectina (FN). anti-colágena 1 (Col-1) y anti-Col IV (Col-IV). 
La tinción se contratiñó con hematoxilina. Se muestran los glomérulos de las ratas de los grupos PBS (panel 
A; BY C), ATS + PBS (panel D, E y F) y ATS + 125 µg/ día de BG sol. (panel G, He 1). Las zonas teñidas 
con los anticuerpos se observan como un precitipado de color café (j) en el glomérulo y los núcleos de las 
células se tiñen de color azúl. 
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Figura 33. Cuantificación de las proteínas de matriz extracelular acumuladas en los glomérulos de 
ratas con glomerulonefritis aguda tratadas con diferentes concentraciones del betaglic.no soluble 
recombinante. Se inyt.-ctaron ratas por vía intravenosa con una dosis única de suero anti-timocito (ATS). Las 
ratas fueron tratadas con el vehículo solo (PBS) o con 125. 250 o 500 µg/dosis de bctaglicano soluble 
recombinante (BG). Se incluyó un grupo control que sólo füe inoculado con PBS. Después del tratamiento las 
ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron los rii1ones. Los glomérulos de estos riñones fueron teñidos con 
anticuerpos anti-fibronectina tanti-FN). anti-colágena 1 (anti-Col 1) y anti-colágena IV (anti-Col IV). La 
cuantificación se hizo mediante análisis morfométrico de 40 glomérulos por rata utilizando el programa de 
computadora LeikaQwin. Los datos se graficaron como el pOl"centaje del área del glomérulo teñida por el 
anticuerpo. La diferencia entre los grupos fue analizada por la prueba estadística t de Student. El asterisco(*) 
denota diferencia significativa (P < 0.05) entre el grupo control y los grupos con los diferentes tratamientos. 
El doble asterisco(**) denota diferencia significativa (P < 0.05) entre el grupo A TS y los grupos tratados con 
BG. 
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Estos resultados demuestran que el betaglicano soluble baculoviral fue capaz de 

prevenir el depósito de proteínas de MEC como fibronectina, colágena 1 y colágena IV en 

el riñón de ratas con glomerulonefritis inducida con suero anti-timocito (ATS). 

3.3. La glomerulonefritis inducida por el anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7) 

también es prevenida por el tratamiento con el betaglicano soluble recombinante 

Debido a que la cantidad de suero anti-timocito era limitada. se decidió probar la 

capacidad de un anticuerpo monoclonal OX-7 anti-timocito para inducir glomerulonefritis 

en ratas y analiz.ar en este sistema el efecto del betaglicano soluble. El anticuerpo 

monoclonal OX-7 se purificó de medio condicionado de células de hibridoma productoras 

de anticuerpo anti-timocito. La purificación se llevó a cabo mediante precipitación del 

anticuerpo con sulfato de amonio. La preparación se dializó contra PBS y se determinó la 

concentración de proteínas. 

Utilizando este anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7), se indujo la 

glomerulonefritis en 12 ratas. Las ratas se inyectaron por vía intravenosa con 300 µg de 

anticuerpo monoclonal OX-7. Estas ratas se dividieron en 3 grupos de 4 animales cada uno 

y se trataron durante 6 días con el vehículo solo (PBS) o con 250 µg de betalicano soluble 

baculoviral un día después de Ja inoculación del anticuerpo OX-7. Al octavo día del 

experimento. las ratas se sacrificaron y se evaluó el daño renal mediante estudio histológico 

utilizando la tinción de PAS. El análisis histológico de los riñones de las ratas mostró que el 

anticuerpo OX-7 indujo un incremento en la matriz mesangial de los glomérulos que se 

observa como un material amorfo de color magente en los glomérulos (figura 34, panel B) 

con respecto a Jos animales control (figura 34, panel A). En este caso también se observó 

un incremento aparente en el número de células presentes en el glomérulo (figura 34. panel 

B). Por lo tanto. el anticuerpo monoclonal OX-7 fue capaz de inducir glomerulonefritis en 

las ratas demostrada por incremento en la matriz mesangial de glomérulos e 

hipercelularidad glomerular. Los glomérulos de las ratas tratadas con 250 µg de betaglicano 

soluble recombinante presentaron una apariencia normal con disminución en la 

acumulación de matriz extracelular y en el número de células en el glomérulo (figura 34, 

panel C) con respecto a los animales con glomerulonefritis (figura 34, panel B). 
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Figura 34. Acumulación de matriz mesangial en los glomérulos de ratas con glomerulonefritis inducida 
por el anticuerpo OX-7 y tratadas con el betaglicano soluble recombinante. Se inyectaron ratas en fonna 
intravenosa con una dosis única de anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7). Las ratas fueron tratadas con 
el vehículo solo (PBS) (panel B) o con 250 µg/dosis de bctaglicano soluble recombinante (BG sol) (panel C). 
Se incluyó un grupo control inoculado únicamente con PBS (panel A) Cada dosis se administró diariamente 
por vla intraperitoneal por 6 días, iniciando un dla después de la inyección del anticuerpo anti-timocito. Al 
octavo d!a las ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron los riñones. Se hizo el análisis histológico de los 
gloméulos utilizando tinción de ácido periódico-reactivo de Schiff(PAS). Las laminillas se contratiñeron con 
hematoxilina. La matriz mesangial se observa como un material amorfo de color magenta en el glomérulo y 
los núcleos de las células se tiñen de color azul. Las flechas indican zonas de hipercelularidad mesangial. 
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3.4. El betaglicano soluble disminuye la acumulación de proteínas de matriz 

extracelular en glomérulos de ratas con glomerulonefritis causada por anticuerpo 

OX-7 

Se analizó la capacidad del betaglicano soluble recombinante para disminuir la 

acumulación de proteÚlas de matriz extracelular en glomérulos de ratas con 

glomerulonefritis causada por anticuerpo monoclonal anti-timocito OX-7. El análisis 

inmunohistológico de los riñones de las ratas mostró que el anticuerpo OX-7 incrementó el 

depósito de colágena 1 y IV en los glomérulos (figura 35, panel C y D) con respecyo a los 

animales control inoculados únicamente con PBS (figura 35, panel A y B). Este depósito se 

observa como un precipitado de color café en el glomérulo. El tratamiento de las ratas con 

250 µg/dosis de betaglicano soluble dismÚluyó el depósito de colágena 1 y colágena IV en 

los glomérulos (figura 35, panel E y F). Los glomérulos de las ratas tratadas con el 

betaglicano soluble muestran una apariencia semejante a los glomérulos de las ratas 

control. 

El análisis morfométrico de los glomerulos teñidos con los anticuerpos anti­

colágena 1 (Col I) y anti.colágena IV (Col IV) mostró un incremento significativo de 5 

veces la cantidad de colágena IV (Col IV) y 9 veces la cantidad de colágena 1 (Col 1) en los 

animales inoculados con el anticuerpo OX-7 con respecto a la expresión de estas proteínas 

en los anímales control (figura 36). En los animales inoculados con el anticuerpo OX-7 y 

tratados con el betaglicano soluble recombinante se observó una disminución del 65 % y 55 

% en la cantidad de Col IV y Col 1 respectivamente, con respecto a los animales inoculados 

con el anticuerpo OX-7 que no recibieron betaglicano soluble (figura 36). Esta disminución 

fue significativa con una P < 0.05. 

3.5. El betaglicano soluble recombinante disminuye la expresión genética de la cinasa 

SGK causada por el anticuerpo OX-7 

Además de estudiar el depósito de proteínas de la MEC en los glomérulos de las 

ratas. se analizó la presencia de mRNA para la SGK en los riñones de estos animales. La 

SGK es una cinasa que regula la actividad del cotransportador de Na+ :K+ : 2cr del asa de 

Henle y del canal epitelial de sodio del túbulo colector. Esta cinasa se encuentra aumentada 

en pacientes con nefropatía diabética y en cultivos celulares expuestos a TGF-13 o alta 
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Figura 35. Acumulación de proteinas de matriz e:dracelular en glomérulos de ratas con 
glomerulonefritis inducida por el anticuerpo OX-7 y tratadas con el betaglicano soluble recombinantc. 
Se inyectaron ratas por vía intravenosa con una dosis única de anticuerpo monoclonal antí-timocito (OX-7). 
Las ratas fueron tratadas con el vehículo solo (PBS) (panel C y D) o con 250 µg/dosis de betaglicano soluble 
recombinante (BG sol) (panel E y F). Se incluyó un grupo control inoculado únicamente con PBS (panel A y 
B). Cada dosis se administró diariamente por vía intraperitoneal, iniciando un día después de la inyección del 
anticuerpo anti-timocito. Al octavo día las ratas fueron sacrificadas y se hizo el análisis de los gloméulos 
mediante inmunotinción con los anticuerpos anti-colágena 1 (Col 1) y anti·colágena IV (Col IV). Los tejidos 
se contratiñeron con hematoxilina. Las zonas teñidas con los anticuerpos se observan como un precitipado de 
color café en el glomérulo están señaladas con una flecha y los núcleos de las células se tiñen de color azúl. 
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Figura 36. Expresión de proteínas de matriz extracelular en glomérulos de ratas con glomerulonefritis 
inducida por anticuerpo OX-7 y tro1tadas con el betaglicano soluble recombinante. Se inyectaron 8 ratas 
en forma intravenosa con una dosis única de anticuerpo monoclonal anti-timocito. Las ratas se dividieron en 2 
grupos de 4 ratas cada uno y füeron tratadas con el vehículo solo (PBS) o con 250 µg/día (dosis) de 
betaglicano soluble recombinan! (BG). Cada dosis se administró diariamente por vía intraperitoncal por 6 
días. iniciando un día después de la inyección del anticuerpo anti·timocito. Al octavo día las ratas fueron 
sacrificadas y se obtuvieron los rinoncs. Se incluyó un grupo control que solo fue inoculado con PBS. Se hizo 
el análisis inmunohistoquímico de los gloméulos utilizando anticuerpos anti- Col 1 (anti-Col I) y Col IV (anti­
Col IV). Se realizó el análisis morfométrico de 20 glomérulos por rata mediante el programa de computadora 
LeikaQwin. Los datos se graficaron como el porcentaje del área del glomérulo tenida por el anticuerpo. La 
diferencia entre los grupos fue analizada por la prueba estadística t de Student. El asterisco (•) denota 
diferencia significativa (P < 0.05) entre el grupo control y los grupos con diferentes tratamientos. El doble 
asterisco( .. ) denota diferencia significativa (P <O.OS) entre el grupo ATS y los grupos tratados con BG. 
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concentración de glucosa. Debido a la importancia que esta cinasa puede tener en el 

mantenimiento de la tasa de filtración glomerular y en las alteraciones fucionales de la 

nefropatía diabética, fue importante estudiar el efecto del betaglicano soluble baculoviral 

sobre la expresión de la cinasa SGK. 

El análisis por northern blot de los riñones mostró un aumento en la cantidad del 

mRNA para SGK en los animales inoculados con el anticuerpo OX-7. Este incremento fue 

de 3 veces la cantidad del mRNA para SGK en los animales inoculados con el anticuerpo 

OX-7 conrespecto a los animales control inoculados con PBS. Los animales inoculados con 

el anticuerpo y tratados con el betaglicano soluble recombinante mostraron menor cantidad 

de mRNA para SGK que los animales inoculados únicamente con el anticuerpo OX-7. Esta 

disminución fue del 72 % (figura 37). 

Estos resultados demuestran por primera vez, que el betaglicano soluble 

recombinante, un agente anti-TGF-J3 es capaz de inhibir la sintesis del mRNA para la 

cinasa SGK. 
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Figura 37. Expresión genética de la cinasa SGK en ratas con glomerulonefritis tratadas con el 
betaglicano soluble recombinante. Se inyec1aron 8 ratas en fonna intravenosa con una dosis única de 
anticuerpo monoclonal anti-timocilo (OX-7). Las ratas se dividieron en 2 grupos de 4 ratas cada uno y se 
trataron con el vehículo solo (PBS) o con ::!50 µg/dia (dosis) de betaglicano soluble recombinanle (BG). Cada 
dosis se administró diariamente por vía intraperitoncal por 6 dias, iniciando un dia después de la inyección del 
anticuerpo anti-timocito. Se incluyo un grupo control de 4 ratas que solo se inoculó con PBS. Al octavo día 
las ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron los riñones. Los riñones se analizaron por northcm blot con 
sondas para mSGK y GAPDH marcadas con (a32

) dCTP. Se muestra la señal para el RNA de cada rata ( 1 a 
12). La hibridación con las sondas se detectó mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular Dinamics) 
y se analizó utilizando el programa de computadora lmageQuant. La gráfica representa la relación 
SGK/GAPDH. A esta relación en los animales inoculados con PBS se le asignó el valor de 1. 
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DISCUSION 

No obstante que el TGF-13 es necesario para la reparación tisular, su exceso ha sido 

identificado como el mediador de la fibrosis que se observa en un considerable número de 

enfermedades fibróticas. A este efecto nocivo se la ha denominado como "el lado obscuro'' 

del TGF-13 en la reparación tisular y tiene su origen en la producción excesiva de matriz 

extracelular (152). El TGF-13 es una citocina productora de matriz extracelular por 

excelencia, ya que estimula la expresión de los genes cuyos productos protéicos constituyen 

la matriz extracelular como son las colágenas, fibronectina y proteoglicanos, y a la vez 

estimula la producción de proteínas inhibidoras de las proteasas que degradan los 

componentes de la matriz extracelular ( 1 ). Normalmente estos efectos son de gran utilidad 

en la reparación de las heridas ya sean cutáneas o de otros órganos. En el animal intacto se 

ha observado que estos efectos del TGF-J3 aparecen y desaparecen exactamente cuando se 

les requiere, actuando en concierto con otros factores autócrinos en la reparación de 

heridas. La pérdida de esta regulación. por mecanismos aún no bien esclarecidos, da lugar a 

un aumento exagerado de la matriz. ocasionando procesos fibróticos que acaban por dañar 

los tejidos en que ocurren ( 153 ). Dentro de las enfermedades fibróticas en las que el TGF-J3 

juega un papel importante en la fisiopatología encontramos a la diabetes que lleva al daño 

renal. una complicación con serias consecuencias médicas y socioeconómicas ( 154). La 

diabetes es uno de los muchos ejemplos en el cual agentes capaces de neutralizar al TGF-J3 

pueden ser de gran valor farmacológico (72. 96). En este trabajo, se demostró que la forma 

soluble del betaglicano producido en células de insecto usando el sistema de expresión en 

baculovirus, tiene las propiedades bioquimicas y funcionales necesarias para llegar a ser un 

potente agente anti-TGF-J3. 

El betaglicano soluble es expresado eficientemente en células de insecto H5 

El betaglicano soluble recombinante es expresado como una glicoproteína secretora 

en la cual el péptido señal es cortado con la especificidad esperada para mamíferos. Este 

resultado apoya el hecho de que las proteínas sintetizadas utilizando vectores baculovirales 

son procesadas en la célula de insecto como se espera para la proteína en la célula original. 

Por ejemplo. muchos péptidos señales son reconocidos y procesados en el retículo 
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endoplásmico y la proteína resultante es dirigida a la membrana o secretada 

apropiadamente. Se ha reportado por análisis de la secuencia amino-terminal, el correcto 

procesamiento del péptido señal para el interferón-a humano, interleucina-2 humana y 

otras proteínas en las células de insecto (143). 

En contraste al betaglicano soluble encontrado en fuentes naturales (55), el 

betaglicano soluble recombinante producido en células de insecto no tiene cadenas de 

glicosaminoglicanos (GAGs) y presenta menor grado de glicosilación. Esto ocurre a pesar 

de que el betaglicano soluble recombinante tiene los residuos de serina que son 

modificados con cadenas de GAGs en los receptores silvestres de rata y ratón ( 49). Este 

cDNA cuando se expresa en células de epitelio renal de mono (COS- 1 ), produce un 

receptor soluble que contiene cadenas de GAGs. Además, el betaglicano soluble 

recombinante tiene una masa molecular ligeramente menor que el betaglicano sin cadenas 

de GAGs expresado en células de mamífero. La masa molecular de la proteína viral indica 

la incapacidad de las células de insecto de adicionar cadenas de GAG a la proteína y 

también una disminución en la capacidad de adicionar otro tipo de oligosacáridos. Estos 

resultados muestran que hay diferencias en la glicosilación entre las células de insecto y las 

células de mamífero. Anteriormente ha sido reportado que la comparación de glicoproteínas 

derivadas de células de mamífero y de insecto. revela varias diferencias en la naturaleza de 

los oligosacáridos adicionados. Las células de mamífero modifican los oligosacáridos en 

eventos de glicosilación terminal. Estos eventos usualmente resultan en la adición de 

fucosa. glucosarnino-galactosa y residuos de ácido siálico para formar un oligosacaridos 

complejo y ramificado. Las células de insecto al parecer no tiene o tienen muy pocos 

niveles de transferasas de fucosa. galactosa y ácido siálico. por lo que no tiene la capacidad 

de procesar oligosacáridos. Una consecuencia de estas diferencias en glicosilación es que 

las proteínas recombinantes obtenidas en células de insecto tienen una aparente masa 

molecular menor que su contraparte en células de mamífero (143). 

Como se mencionará posteriormente. a pesar de las diferencias en glicosilación 

entre el betaglicano soluble producido en células de mamífero y células de insecto, el 

betaglicano soluble producido en células de insecto tiene características funcionales 

semejantes a las observadas en el betaglicano soluble obtenido de fuentes naturales. El 

hecho de que el betaglicano soluble recombinante tenga menor grado de glicosilación, 
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puede ser ventajoso para su distnbución sistémica cuando se administre en el animal 

intacto. 

El betaglicano soluble recombinante es una molécula dimérica estabilizada por 

interacciones no covalentes 

Por otro lado, se ha reportado que el betaglicano membrana! forma homo­

oligómeros. Estos homo-oligómeros existen en la superficie celular en ausencia o presencia 

del TGF-13 1 o TGF-132- El hecho de que estos complejos se hayan detectado por ensayos de 

inmunofluorescencia y no por ensayos de inmunoprecipitación hace suponer que estos 

homo-oligómeros no son estables en presencia de detergentes ( 155). Además, se sabe que 

los receptores I y JI para el TGF-13 son moléculas diméricas. En relación a esto. en este 

trabajo se muestra que el betaglicano soluble recombinante nativo se asocia como un 

dímero formado por monómeros de 11 O kDa. El tratamiento con agentes no reductores 

disocia al dímero de betalicano soluble, indicando que esta asociación ocurre a través de 

interacciones no-covalentes. Esto es inesperado debido al número impar de cisteínas en 

cada monómero del betaglicano soluble que sugieren que la dimeriz.ación podría requerir un 

enlace disulfuro intercadena entre los monómcros como ocurre en el caso de la endoglina 

(68). 

Las afinidades del betaglicano soluble recombinante para el TGF-P son semejantes al 

receptor silvestre 

El bctaglicano soluble recombinante une TGF-J3 1 con alta afinidad (KJ aproximada 

de 3.5 nM) que es comparable a la del betaglicano soluble obtenido de fuentes naturales 

(55). Este bctaglicano también une a las isoformas TGF-lh y TGF-J33 con mayor afinidad 

relativa. mostrando al menos 5 veces mayor afinidad para TGF-132 que para TGF-13 1• La 

mayor afinidad del betaglicano soluble por el TGF-132 es igual a la del receptor silvestre 

membrana! (1 ). 

Los experimentos de unión a saturación con 1251-TGF-13 indican una estequiometría 

de una molécula de TGF-13 por molécula dimérica de betaglicano soluble. Dada la 

naturaleza dimérica del TGF-13 se podría pensar que una molécula de TGF-P se une a un 

dímero de betagiicano. sin embargo este hallazgo es dificil de explicar. ya que 

90 



experimentos previos de mutagénesis muestran que hay dos sitios de unión al ligando en el 

ectodominio del betaglicano (49, 56, 156). 

El betaglicano soluble recombinante tiene la capacidad de bloquear el efecto del TGF­

Jl in vitro 

En este trabajo, se analizó in vitro la capacidad del betaglicano soluble 

recombinante purificado a homogeneidad para bloquear la actividad del TGF-Jl. Se 

encontró que el betaglicano soluble recombinante es capaz de bloquear al TGF-Jl1 y al 

TGF-Jl2 en ensayos utilizando el plásmido reportero p3TPlux. Estos estudios muestran la 

misma especificidad de isoforma que la observada en los ensayos de competencia de unión 

del ligando, esto es, el betaglicano tiene mayor efecto bloqueador sobre la isoforma TGF-Jl2 

que la isoforma TGF-Jl1. Este efecto bloqueador es al menos un orden de magnitud más 

efectivo contra TGF-Jl2. 

El betaglicano soluble baculoviral también mostró mayor efecto sobre la isofonna 

TGF-Jl2 en ensayos de inhibición de la proliferación celular usando células endoteliales de 

corazón bovino fetal. En este caso, se requieren concentraciones de betaglicano soluble 

alrededor de 5 nM para bloquear la actividad del TGF-Jl2. El efecto del betaglicano soluble 

es mayor al que se observa con otros inhibidores del TGF-Jl como los péptidos de la ni­

macroglobulina. de los cuales se requiere una concentración de 200 nM para inhibir el 

efecto del TGF-Jh sobre el crecimiento de estas células (134). 

Se ha reportado que los anticuerpos neutralizantes anti-TGF-Jl son capaces de 

disminuir la producción de MEC en el glomérulo y atenar dramáticamente las 

manifestaciones histológicas de la glomerulonefritis inducida por anticuerpos anti-timocito. 

Además, los anticuerpos neutralizantes anti-TGF-J3 disminuyen la producción de TGF-Jl 1, 

colágena IV (a 1) y fibronectina en el riñón de ratones con diabetes inducida por 

estreptozotocina (130). Ya que la capacidad del betaglicano soluble recombinante para 

bloquear la actividad del TGF-Jl en ensayos de luciferasa es comparable o mayor (en el 

caso del TGF-Jl2) que la capacidad del anticuerpo neutralizante anti-TGF-Jl, podríamos 

pensar que el betaglicano soluble recombinante puede tener un potente efecto bloqueador 

del TGF-Jl en padecimientos fibróticos como los mencionados anteriormente. 
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El hecho de que el betaglicano soluble baculoviral tenga una actividad neutraliz.ante 

anti-TGF-13 está en contraste con la actividad potenciadora observada por otros 

investigadores, al utiliz.ar el betaglicano producido en bacterias (156). El betaglicano 

producido en bacterias es expresado como una proteína de fusión. Este betaglicano es capaz 

de inhibir la unión del TGF-13 a las células Mvl Lu, sin embargo tiene la capacidad de 

aumentar la actividad del TGF-13 medida por inhibición de la proliferación de estas células. 

La diferencia en función encontrada entre el betaglicano producido en células de insecto y 

el producido en bacterias puede deberse a que el betaglicano producido en bacterias 

requiere de un proceso de desnaturalización y renaturaliz.ación para su purificación. Este 

procedimiento puede conferir un plegamiento diferente con respecto al betaglicano 

baculoviral. Sin embargo, se requieren más estudios para establecer y comparar las 

estructuras tridimensionales del betaglicano soluble bacteriano y el betaglicano baculoviral. 

Estos estudios pueden proporcional información útil en porque el mismo polipéptido puede 

comportarse como un agente neutralizante o promotor del efecto del TGF-13. 

El betaglicano soluble baculoviral bloquea en forma específica al TGF-13, ya que en 

células transfectadas con plásmidos que contiene elementos de respuesta a BMPs y 

activina, el betaglicano soluble no fue capaz de bloquear la actividad de BMP 2, BMP 7 y 

activina. Este hecho es de gran importancia ya que apoya el uso del betaglicano soluble 

baculoviral como un agente anti-TGF-13 específico. útil en el tratamiento de padecimientos 

en los que el TGF-13 es un mediador fisiopatológico importante. Este hecho nos indica 

además. que es poco probable que el betaglicano soluble baculoviral pueda bloquear los 

efectos de los BMPs y la activina in vivo. 

La afinidad del betaglicano soluble recombinante para diversas isoformas del TGF-

13 es similar o mayor que la de otros agentes neutralizantes del TGF-13 in vivo (113, 120, 

130, 157). El betaglicano soluble recombinante une TGF-13 1 con una K.t aproximada de 3.5 

nM. Las Kts de una forma recombinante de un LAP-TGF-13 1 y de un T13RII soluble 

recombinante para el TGF-131 fueron 8 nM y 120 nM respectivamente ( 158). Las afinidades 

estimadas del proteoglicano intersticial que une TGF-131, biglicano. decorina y 

fibromodulina están en el intervalo de 1-20 nM ( 17, 159). La .Ki calculada de a 2-

macroglobulina para el TGF-p es de 300 nM (134). 
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Estos valores predicen que el betaglicano soluble recombinante puede tener un 

potente efecto neutraliz.ante del TGF-13 in vivo. Además, ya que el betaglicano soluble se 

encuentra en forma natural, se puede esperar que la administración sistémica no induzca 

una respuesta inmune adversa en modelos animales de experimentación. 

El betaglicano soluble recomhinante tiene un efecto protector del daño renal en un 

modelo de glomerulonefritis experimental 

En los ultimos años ha habido una búsqueda intensa de moléculas inhibidoras del 

TGF-13 que permitan disminuir la síntesis exagerada de matriz extracelular dependiente de 

TGF-13 que es común en varias enfermedades renales, hepáticas y pulmonares. En el caso 

de la fibrosis renal. se han reportado varios métodos y proteínas blanco para prevenir este 

daño a través de la inhibición de la vía de señalamiento del TGF-J3. Estos métodos 

comprenden: a) la inhibición de la síntesis del TGF-13 utiliz.ando oligonucleótidos 

antisentido (137), b) la inhibición del TGF-13 por anticuerpos neutraliz.antes (113) o por 

inhibidores naturales del TGF-13 como la decorina (120), y receptores tipo 11 quiméricos. 

los cuales bloquean la unión del TGF-13 a los receptores membranales (125) y c) el bloqueo 

de los receptores de señalamiento utilizando anticuerpos anti-receptor 11 de TGF-13 (131 ). 

En este trabajo se ha demostrado mediante varios ensayos in vi/ro, que el 

betaglicano soluble baculoviral es capaz de bloquear el efecto del TGF-13. Estos ensayos 

comprenden expresión del gen reportero del plásmido p3Tplux en la linea celular MvlLu 

(epitelio pulmonar de bisón). ensayos de inhibición de la proliferación en la linea celular 

FBHE (epitelio de corazón fetal bovino) y expresión de proteínas de matriz extracelular en 

células MMC (células mesangiales de ratón) cultivadas en alta concentración de glucosa. 

Los resultados obtenidos en estos experimentos permiten predecir que el betaglicano 

soluble recombinante puede tener un efecto terapéutico in vivo, al menos comparable al de 

los anticuerpos neutraliz.antes del TGF-13 que han sido usados en el tratamiento de 

nefropatías experimentales, con la ventaja de que se trata de un inhibidor natural (55) que 

posiblemente no induzca una respuesta inmune adversa si se utilizan concentraciones bajas 

del betaglicano soluble. Para comprobar esto. se analizó el efecto del betaglicano soluble 

recombinante sobre la actividad del TGF-13 en un modelo de glomerulonefritis experimental 
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en ratas inducida por anticuerpos anti-timocito. En la glomerulonefritis inducida por suero 

anti-timocito (ATS) o por anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7), el tratamiento con 

betaglicano soluble recombinante redujo la acumulación de proteínas de matriz extracelular 

como la fibronectina, colágena I y colágena IV en el glomérulo. 

Además se ha demostrado por primera vez que un agente anti-TGF-J3 como lo es el 

betaglicano soluble baculoviral es capaz de disminuir la síntesis de la cinasa SGK en el 

riñón de ratas inoculadas con anticuerpo anti-timocito (OX-7). La cinasa SGK es capaz de 

regular la actividad del cotransportador de Na+:K+:2cr sensible a furosemida del asa 

ascendente de Henle y del canal epitelial de sodio del túbulo colector. Por lo tanto, el 

tratamiento con betaglicano soluble baculoviral posiblemente pueda regular la 

hiperfiltración glomerular y la hipertensión sistémica que se observan en las nefropatías. 

El efecto bloqueador del TGF-J3 por el betaglicano soluble baculoviral es 

comparable al obtenido con los anticuerpos neutralizantes anti-TGF-J3 empleados hasta el 

momento (113, 157). El efecto del betaglicano soluble en el tratamiento de la 

glomerulonefritis es mayor al que se obtiene con el anticuerpo anti-receptor 11 (131), ya que 

la cantidad de anticuerpo anti-receptor 11 que se requiere para disminuir el depósito de 

proteínas de matriz extracelular en el glomérulo es de 9 mg/dosis durante 4 días, comparada 

con 250 µg de betaglicano soluble que se administran a la rata durante 6 días. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el betaglicano soluble 

recombinante producido en células de insecto fue capaz de bloquear la actividad del TGF-J3 

en ensayos in vitro y previnó la acumulación de proteínas de matriz extracelular en el 

glomérulo de ratas con glomerulonefritis inducida por anticuerpos anti-timocito, por lo que 

es un potente agente anti-TGF-13. Sin embargo, sería muy importante analizar si el 

betaglicano soluble recombinante es capaz de revertir o detener el daño producido por el 

TGF-J3 en padecimientos crónicos en los cuales la desregulación de la actividad del TGF-J3 

induce fibrosis en diferentes órganos. 
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CONCLUSIONES 

1. El betaglicano soluble recombinante es un homodímero formado por 2 monómeros 

de 11 O kDa asociados por interacciones no covalentes. 

2. Esta proteína no presenta cadenas de glicosaminoglicanos, sin embargo. posee 

carbohidratos que representan 20 k.Da de la masa molecular de cada monómero. 

3. El análisis de secuencia amino-terminal del betaglicano soluble recombinante 

muestra que su péptido señal es prncesa!lo apropiadamente en las células de insecto. 

4. El betaglicano soluble recombinante tiene una constante de disociación en el 

equilibrio (K.i) de 3.5 nM para el TGF-1} 1• 

5. La afinidad relativa del betaglicano soluble para las isoformas de TGF-P es TGF-fü 

> TGF-1}3 > TGF-p,. 

6. El betaglicano soluble es capaz de bloquear en efecto del TGF-1} 1 y TGF-P2 en 

ensayos in vitro utilizando el plásmido reportero p3TPlux y en ensayos de 

inhibición de la proliferación de células FBHE. El efecto es 1 O veces mayor para 

TGF-1} 1 que para TGF-1}2. Este efecto es comparable o mayor (en el caso del TGF­

P2) que el obtenido con anticuerpos neutralizantes anti-TGF-1}. 

7. Este betaglicano bloquea en forma específica al TGF-P ya que en ensayos in vitro 

utilizando el plásmido reportero p3TPlux. no fue capaz de inhibir el efecto de 

BMP2. BMP7 o activina. 

8. El betaglicano soluble tiene un efecto protector del dafio renal en el modelo de 

glomerulonefritis experimental en ratas. Es capaz de disminuir el depósito de 

fibronectína, colágena I y IV en el glomérulo y la síntesis de Ja cinasa SGK en el 

riñón. Por lo tanto. puede funcionar como potente un agente anti-TGF-P in vivo. 
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Betaglycan is an accessory receptor oí members oí the tmns­
forming growth íactor-P (TGF-P) superfamily, which regulates 
their actions througb ligand-dependent intemctions with type 11 
receptors. A natuml soluble form oíbetaglycan is found in serum 
and extracellular matrices. Soluble betaglycan, preparcd as a 
recombinan! protein using the baculoviml expression syslem, 
inhibits the actions ofTGF-p. Beca use oí its potential use asan 
anti-TGF-pthempeuticagent. we havepurified and chamcteri7.ed 
baculoviral recombinan! soluble betaglycan. Baculoviml soluble 
betaglycan is a homodimer formed by two l IO kDa monomers 
associated by non-covalenl interactions. This protein is devoid oí 
glyeosaminoglycan chains. although it contains the serine 
residues. which. in vertcbrate cells. are modified by lhese carbo­
hydrates. On lhe other hand, mannosc-rich carbohydrates ac­
count for approximately 20 kDa oí the mass oí the monomer. 
End-terminal sequence analysis oíthe soluble betaglycan showed 
that Gly" is lhe first residue oí the maturc protein. Similarly lo 

INTRODUCTION 

Trnnsforming growth íactor-// (TGF-//) is the prototype oí a 
superíamily oí autocrine and paracrinc íactors that are involvcd 
in dcvelopment. ccll differentiation and proliíeration ( 1.2). TGF­
// controls many physiological proccssL-s and. thus. disturbanccs 
in its rcgulation or signalling pathway can lcad to discasc (3.4). 
TGF-Piscentral to thccontrol oícxtracellular-matrix production 
and. lhercby. in wound rcpair [5]. TGF-// promotes the ac­
cumulation oíextrnccllular matrix by incrcasing its synthesis and 
dccrcasing its dcgradation ( 1 ). TG F-// is ncccssary íor proper 
wound hcaling; howcver. cxccss TGF-p leads to the fihrosis that 
is obscrved in various diseascs; a dclcterious effect that has bcen 
callcd thc 'dark sideº oíTGF-// in tissue repair (6). Thc dark side 
oí TGF-// includL'S diseascs oí relevancc to humans. such as 
hepatic cirrhosis. ncphropathics oí divcrse actiologies and many 
lung fibrotic diseascs (7-9). Thcrcforc it is importan! to identiíy 
pharmacological agents that neutralize TGF-/1 activity. and thus 
prevent its dclctcrious effccts. To this end, a rational approach 
would be to find targcts for anti-TGF-p intcrvention in thc TGF­
// si¡malling pathway. 

TGF-//signals through lypc 1and11 rL-ceptors; thcsearesingle 
spanning membrnne protcins with cxtraccllular regions that bind 
TGF-¡i, and cytoplasmic regions that contain serine/thrconinc 
protein kinascs. Whcn associatcd in a ligand-induced hetcromcric 
complex. the constitutivcly active type 11 receptor kinase 
phosphorylatcs thc glycine/serine-rich regulatory ('GS') domain 

the natuml soluble betaglycan. baculoviral soluble betaglycan 
has an equilibrium dissociation consta ni (K.) oí 3.5 nM for 
TGF-pl. Ligand compctition assays indicate thal the relative 
affinities oí recombinan! soluble betaglycan for lhe TGF-p iso­
forms are TGF-/12 > TGF-p3 > TGF-pl. The anti-TGF-p 
potency oí recombinan! soluble betaglycan in vi1ro is IO-fold 
higher for TGF-/12 than for TGF-PI. Compared with a com­
mcrcial pan-spccific anti-TGF-// neutralizing antibody, recom­
binan! soluble betaglycan is more poten! against TGF-f/2 and 
similar against TGF-/fl. These results indicatc that baculovir.tl 
soluble betaglycan has thc biochemical and íunctional propen1es 
that would makc it a suitable agent for the treatmcnt oí the 
discases in which cxcess TGF-// plays a centrnl physio­
pathological role. 

Key words: insect ccll protcin proccssing. soluble receptors. 
trnnsforming growth factor-// antagonists. 

in the cytoplasmic rcgion oí thc typc 1 receptor. lcading lo thc 
activation oí its kinasc domain. Active typc 1 receptor kinase 
phosphorylatcs Smad:? or Smad3, pcrmitting iL• association with 
Smad4 into a eomplcx that migrates to ccll nuclei and mcdiatc• 
the transcriptional regulation oíTGF·/f targel genes (4.10,11). 

In addition to thc si¡malling type 1 and 11 rcceptors, other 
membrane proteins bind TGF-¡i with high affinity (12). Beta­
glycan and endoglin (typc 111 class of TGF-/1 receptors) are 
transmembrane glycoproteins with large cxtraccllular regions 
that bind TGF-//. and small cyloplasmic rcgions, with no 
clcarly idcntifiable signalling motif. The typc 111 receptors are 
considered • accessory • re<.-cptors. sincc they regulate the in­
tcraction oí TGF-// with the signalling rcceptors, and thus 
determine the outcome of thc TGF-// stimulation (13-16). Re­
L'ently, it has becn demonstrated that bctaglycan also hinds and 
regulutcs the actions oíother membcrs ofthe TGF-/1 supcríamily 
( 17). Bctaglycan and the type 11 activin receptor fom1 u complcx 
that binds inhihin A with high aflinity and prevents the formation 
oí the íunctional activin typc 1 and 11 rL-cL11tor complex; it has 
bcen proposed that this accounts for the anti-activin effect oí 
inhibin ( 17). Betaglycan is a membmnc protcoglycan contuining 
heparan and chondroitin sulphate chains. whose core protcin 
binds ali three TG F-// isoforms and associates with typc 11 recep­
tor in a ligand·dcpcndent manner. thcrcby modulating thc cffccts 
oíTGF-pjl3.18). Howcvcr. bccausc oíits requircd panicipation 
in the epithelial-mesenchymal transition oí cardiac endothelial 
cclls that lcads lo heart valve formation, the possibility oía direct 

Abbrevia11ons used: TGF·/I, lranstorming growth taclor-p; GAG, glycosammoglycan chains; TFMS, trifluoromelhnnesulphomc nc1d; IMAC. 
immob1hzed metal-ion afflnlty chromatography; K", equilibrium dissocialion constant; DTT. dlthiothre1tol. 

1 
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TGF-p signalling function for betaglycan has not beco rejected 
(19]. 

A naturally occurring soluble form of betaglycan is found in 
serum and extracellular matrices (20). This form is generated by 
a still unchar.1cterized proteolytic cleavage of the extracellular 
portian of the membrane betaglycan (21]. In conlrast to its 
membrane counterpart, soluble betaglycan produced in insect 
cells by cDNA recombinan! methods, is a TGF-/l antagonist 
(22]. As the first slep lo determine if this recombinan! soluble 
betaglycan could be a useful therapeutic anli-TGF-/1 agenl, we 
ha ve purified il and chamcterized its biochemical and functional 
properties. Our data indicate thal recombinant soluble beta­
glycan is a dimeric glycoprolein thal binds TGF-/1 with high 
affinity and isoform sclcctivity. In addition, we found that in the 
in vitro assays lested. baculoviral soluble betaglycan neutr.dizcs 
TGF-p with high polency, opcning up the possibility ofits use as 
a therapcutic anti-TGF-/1 agent. 

EXPERIMENTAL 

Rugenls 1nd cell cultures 

COS-1 and Mv 1 Lu (CCL-64; American Type Culture Collection) 
cclls were grown in Dulbccco's modified Eagle medium 
supplemented with 1 O% fetal-bovine serum (Gibco/BRL, Grand 
lsland. NY, U.S.A.). Sf9 cclls were grown in Gracc's mcdium 
supplemenled with 1 O% fetal-calf serum, yeastolate and lac­
talbumin hydrolysate. High flve cells (H5: lnvitrogen. Carlsbad, 
CA. U.S.A.) were grown in spinner Hasks al 27 ºC at 100 
rev/min, using Express Five (Gibco/BRLl serum-free mcdium 
supplemented with 4 mM glutamine. TGF-PI and pan-speciflc 
anti-TGF-pncutralizing antibody (AB-100-NA) (R & D Systems. 
Minneapolis, MN. U.S.A.). TGF-¡'12 and TGF-p3 were ¡rlfts 
from Dr N. Cerlelli (Ciba Geigy. Basel, Switzerland). The anti 
c-myc monoclonal untihody (9EIO) has bcen described previously 
(23). Unless olherwise specifled, ali other btochcmicals werc from 
Sigma-Aldrich Co. 

Cell lllnslecllon anti lucltenise assay 

Tmnsienl tmnsfeclions were pcrformed by the diethylumino­
ethyl-dextran method (24]. For thc anti-c-myc Western blot, 
72-h conditioned media from thc COS-1 cells transfccted with the 
soluble betaglycan or the glycosaminoglycan chain (GAGJ-less 
soluble betaglycan vcctors(the LS or LS gag- construets rcported 
in (22)) werc transferred to nitroccllulose and probcd with thc 
9EIO monoclonal antibody. For lhc luciferase assay. MvlLu 
cclls lntnsfccted with lhe p3Tr-lux rcporter plasmid (25). were 
secded in 24-well multicluster wells (5 x 10' per well) for assay. 
On the following day, the transfcctcd cells werc supplemented 
with 20 pM TGF-/1 (dissolved in Dulbccco's modified Eagle 
medium containing 0.2 •:., (v/v) fetal-bovine serum) and 0-
400 nM soluble bctaglycan (or nculra1i7jng antibody) (scc the 
legend to Figure 6) ami incubatcd for 18 h. After incubation, 
cclls wcrc washcd twice with res and lyscd in 25 mM Tris/ 
phosphate (pH 7.8), 2 mM dithiothreitol (DTTJ. 2 mM 1.2-
diammocyclohexane-N.N.N',Nº -tetra-acetic acid, 1 O •: 0 (v /vl 
glyccrol and 1 "., (v/v) Triton X-100, for 15 min al room 
temperature. Luciferase activity was measured in the clear lysates 
using the Luciferasc Reporter Assay System (Promega. Madison, 
WI, U.S.A.) in a Berthold luminometer (Lumat LB9501). 

Purlllcatlon ol recombl1111nt soluble betaglycan 

High tíve cclls at a dcnsity of 2 x 10'/ml wcrc infccted, at a 
multiplicity of infcction of 10. wilh a high litre stock of thc 
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soluble betaglycan baculovirus. The eonditioned media were 
harvested 48 h post-infection and immediately processed. 
Conditioned media were supplemented with 1 mM PMSF, ccntri­
fuged at 18000 K for 20 min al 4 ºC to rcmove debris, conccn­
trated x 10 using the Minitan Ultrafiltration System (Millipore. 
Bcdford, MA, U.S.A.). and subjected to immobilized metal-ion 
affinily chromatography (IMAC) with fast-flow chelating 
Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech. Littlc Chalfont, 
Bucks .• U.K.). Chelating Sepharosc (a 60 mi bead-column) w-.is 
loaded wilh 50 mM NiCl, and then cquilibratcd in washing 
buffer(25 mM Hepes, pH 7.5/IM KCl/20 mM imidazole/I mM 
rMSF). The concentrated conditioned media were loaded and 
the column was washcd wilh 6 volumes of washing buffer 
and cluted with a 20--250 mM linear gradienl of imidazole. Fruc­
tions (5 mi) wcre collccled and analysed for the presencc of 
soluble betaglycan by SDS/PAGE and detected with silver 
staining. Fractions containing soluble betaglycan wcre pooled. 
concenlmted in an Amicon Ultr.ifiltration chamber (Millipore). 
dialysed against rBS containing 1 % (v/v) glycerol and 1 mM 
rMSF and storcd at - 70 ºC. 

Gel nn11111an entl n1ttw1/d11111turtno 1111 

For gel filtration, 30--50 pg of purifled baculoviral soluble bctu­
glycan were subjected to HrLC (Beckman Gold 126) on a 
BioSep Sec-S3000 (300 mm x 7.8 mm) column. The column 
buffer was 25 mM NaH,P0,/150 mM NaCI (pH 6.8) and the 
flow r.ite was 1 ml/min. rrotein in the eluate was monitorcd at 
A.,0 : fractions werc collccted and analysed by SDS/rAGE and 
silver staining. Native rAGE was as dcscribcd previously [26,27) 
and protcins bands were revealed by silver staining. For titrution 
of denatunng and reducing rcugenls (urca. guanidine HCI. DTT. 
2-mercaptocthanol. SOS. Triton X-100 and Nonidet P40), the 
protein samples were incubated for 30 mio at 37 ºC in 59 mM 
Tris/HCI {pH 6.9)/8 ", 0 (v/v) glycerol/0.025 ~ .. Bromophcnol 
Blue and SDS or DTT al the concentrations indicated in Figure 
3(8). The samplcs wcrc then loaded on to thc gel and subjccted 
to rAGE. Calculation of protein mass was according to the 
Ferguson mcthod. using molecular mass standards of catalase 
and a set of monomers, dimcrs, lrimcrs and letmmcrs of BSA 
(28). 

lleglycosyllllan •lll•lments 

Chemical dcglycosylation of soluble betoglycan was performed 
as dcscribcd by Sajar and Babi (29). Briefly. 50 ¡1g of alkylatcd. 
lyophilized protein was incubated at 4 ºC for :! h. in the dark. 
with 100 ¡d of triHuoromethancsulphonic acid (TFMS) in glass 
tubing satumted with N,. The rcaction was stopped by the 
addition of 60':., (v/v) pyridme at -20 ºC. The protein was 
extcnsively dialyscd ugainst water. and concentrated in a Speed 
Vac (Savant lnstruments). For analysis, thc dcglycosylatcd 
protein was subjccted to IMAC using chclating Scpharose, as 
described above for the puriflcation of recombinan! soluble 
bctaglycan. The protcins eluted werc separated by SDS/PAGE 
and bands were detcctcd by Western hlot using the anti-c-myc 
antibody and concanavalin A. 

N-t1rmlnll •1111-lng 

For N-terminal sequencing. baculoviral soluble bctaglycan was 
lirst resolved by SDS/rAGE and electroblolled on to PVDF 
membrancs (Millipore). The tmnsferred protein was revealed by 
Coomassic-blue staining and subjected to automated Edman 
dcgr.idation on a gas-phasc protein scqucnccr (LF 3000: 
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Beckman lnstruments) equipped with an on-line HPLC system 
(Beckman Gold). The HPLC equipment included a model 126 
pump anda 168 diode-army detector set at 268 nm and 293 nm 
for signal and reíerence respectively. 

Antnlty 111111111111 In salutlan 

TGF-/Jl was labelled wilh " 6 1 by the chlommine T method, as 
described previously (30). For affinity labelling in solution, JO ng 
oí soluble betaglycan and 100 pM oí 1261-labelled TGF-/11 (in 
the absence or presence oí 0-4 nM oí non-mdioactive TGF-/1) 
were incubated for 3 h al 4 ºC in POS supplemented with O.OS ':!'o 
(v/v) Triton-X 100. Cross-linlcing was started by the addition oí 
0.1 mg/ml disuccinimidyl subemte (Picrcc, Rockford, IL, 
U.S.A.) and stopped aíter IS min by the addition oí Tris/HCI 
(pH 7.S) to a final concentration oí 1 O mM. The reaction mixture 
was immunoprecipitated with the anti-c-myc antibody 9EIO, 
separated by SDS/PAGE and bands were revealed by Phosphor­
lmager (Molecular Dynamics). Quantitative densitometry oí 
radiolabclled soluble bctaglycan was carried out using the 
JmageQuant soítware; data wcre analysed using thc Prism 
soítwarc. 

RESULTS 

Expresslan 1nd purtllcallon al baculavlral recombinan! saluble 
beblglyc1n 

We have described the prcparation oí recombinan! soluble 
betaglycan by mutagenesis of the mi wild-type betaglycan cDNA 
(the LS mutant dcscribcd in [22}). Brieíly, the modified 
cDNA cncoded a sccretory protein with cngineered cpitopcs 
designed to fücilitatc its immunodctection and purification. A 
human c-myc epitopc was placed al lhe N-tcrminus. with a stop 
codon, preceded by a His, scquence, inserted immediately befare 
the code for the transmembrane region oí the receptor (Figure 
IAl. Expression oí this modified cDNA in COS-1 cells resultcd 
in the sccretion oí proteins, detected by the anti-c-myc antibody. 
that exhibited the migration pattern oí a 'part-time' proteo­
glycan; that is. the smcarcd. high molecular mass tapprox. 
200 kDa). GAG-containing protcoglycan along with its core 
protein (Figure 1 B. lane 1 ). However, the expn.-ssion oí the 
modified cDNA in Sí9 inscct cells, using the baculovirus systcm, 
yiclded only acore protein with a molecular mass oí 110 kDa 
(Figure 1 D. lane 3). Baculoviral soluble bctaglycan migmted 
slightly füster than the GAG-less soluble betaglycan expressed in 
mammalian cells (Figure IU. compare Janes 2 and 3). The mo­
bility oí the baculoviml protein indicated thc inabilitv oí lhc 
inscct cclls to add GAG to thc core protein. and also a d~creascd 
capacity to add other typcs oí oligosaccharidcs (sce below). The 
bands obscrved around and bclow 69 kDa most likely correspond 
to degradation products derived from the secretcd protems. High 
fivc (HS> cclls werc used to prepare larger amounts oíbaculoviml 
soluble bctaglycan becausc this ccll line produc<-d al least live 
times more oíthis protein titan the Sí9 cells (results not shown). 
Soluble betaglycan was purified from conditioncd media rrom 
HS cells iníected for 2 days, usmg IMAC. with yields in the mnge 
ó-10 mg/litre oí conditioncd mediu. As shown in Figure HC), 
this single atlinity-chromatograpby step allowed the purification 
to homogeneity oí baculoviral soluble betaglycan. 

N-termln11I sequence 1nd glycasytallan at bacutoytral soluble 
betaglycan 

Post-tmnslational proccssing of mammalian mcmbrane und 
secretory proteins in inscct cclls oíten is deícctivc, and results in 
proteins with abnormal propcrties [31]. Thus the N-terminal end 
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Cond1t1oneo mecJ1a al COS· 1 cells transtected with the cDNA encoo1~ lhe soluble t>e1ao1vcan 
(lane 1 l ar 1ts GAG·less version (tane 2) and co0011toneo media ol 519 ~lis mlecled wilh me 
baculovirus encod1ng lhe soluble betaqlycan (lane 3). were amlysed by WeS!ern blof with 
the ant1-<:-myc monoclonal ant100dy 9EtO. lhe GAG·less soluble betaglyr.an vedar used m tane 
2 corresponos to llle LS gag double mutan! Se~~ - Ala descnbed prev1ously (22J. (C) 
Samples ol 1 ami 5 J'Q al IMAC..purlf1ed soluble belaQtvcan were separated by reducmg 
SDSIPAGE and gels were stuned w1th Coomass1e Blue. lhe mgrahon m molecular mass 
S!andards 1s stown m lane M Molecular mas.ses (kDa) are stmw~ on !he leh m t~ panels. 

sequcncc and degree oí glycosylation oí our preparation was 
determinL-d. The tirsl 16 cycles of the Edman degradation oí 
puritied baculoviral soluble betuglycan rcvealed the amino acid 
sequcncc shown in Fi¡mre 2(A). This sequence confirmed the 
idcntity oí our rccombinant protcin and indicatcd that its signal 
pcptide w¡¡s propcrly processed in HS cclls. The signal pcptide 
cleavage occurrcd bctween Ala"-Gly" oíthc pro-peptide (Figure 
:?A), cxactly as prcdictcd by the von Hcijne rules [32]. Bascd on 
thc conceptual translation of its cDNA. the prcdicted mass of 
rccombinant soluble bctaglycan was 87 :?52 Da. Thus. from thc 
molecular mass deduccd in SDS/PAGE, wc predicted u sub­
stantial degree oí glycosylation in baculoviral soluble hetaglycan. 
lndced, Western blot and detcction with concanavalin A (Figure 
2B, lane 3) rcvealed the prescncc oí mannose-rich oligo­
saccharides. most likely helonging to thc class that are linked to 
asparagine. Chemical deglycosylation of baculoviml soluble 
bctaglycan with TFMS resulted in thc generation oían 87 kDa 
protein that could be purificd by IMAC (Figure 2B). The 
deg_lycosylated product was still recognized by the anti-c-myc 
ant1body, but bccamc negative to concanavalin A (Figure 2B, 
Janes 2 and 4). Thcsc tindings indicated that TFMS completely 

r--------------._a:_2001 Blochemical Sooety 

TESIS CON. 
FALLA DE ORIGEN .... 



211 M. M. Vllchls-l.anderos and olhe!s 

A 

ORf" 
conceptual 

L 
1.=AG"roACA'l'l'CCACCACATCll.TCCCOOTGATGGTTCTCCTCATGACCGCc=CACCCCC 

M A V T S H H M l ~- V M V V L M S A C L A T A 

a111"" 
L 

DRF" 
canc:ept.ual 

CCTCCAGAGCCCAGC'ACCCGCOACGll.ACAGAAGCTGATCTCCGAOOMGA=GOTCT· • • - > 
G P E P S T R. E f: Q K L l S E: f D L L flt C ·,.. ·.-1> 

cycle 1 J 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 lJ 14 15 16 
exper1.n:e-nL41 a r E p s T R E E o ): L I s E E 

B Anti-c-myc Con A 

TFMS:,__~~+~~~+___, 

kDa '• 
120 

87 
64 
52 
39 

- -.. 
1 2 3 4 

Figure 2 N-termlul uq .. nce 1nd glycosyllllon sllte DI blalovlnl solllllle llellglycmn 

(A) N·lermmal sequence m baculovrral soluble bclaglvcan was Delermmed. The resulues 1dennhed are mdtca!ed aOO ahgned w1th the mnceptual translat1on deduced lrom the open rMdmg lrame 
(0Af) ol rts encodmg cDNA. The hrst res1due ol the ma1ure orotein correstx>nds 10 Gti4 (bold). The pred1cted s1gnal pepllde IS uncJerllned and rne engmeered c·mvc ep1tope IS Shown In undethned 
1tahcs. (11 BacUIOV1ral solutie belaqlvcan was coorrucaUy Oeglycosylated wrnth TFMS (+)as ttescnbed tn lhe Expeumental sed1on and lllen punlied by IMAC. lhe TFMS-treated sample was drvided 
mto eol.l.ll volumes. and sernrated by SDS/PAGE (lanes 2 and 41. aoo blotted lor concanavalm A (Con Al Of anll·C·lTl)t: IAnu-c-mvcJ. As a oonuol (-). an equrvalent sample al baculoviral solu~e 
belaglycan was not treated wrth TFMS bul was subrocted to sanie pum1catmn aoo delechon proceelure as the TFMS·lfeated sampJe flanes 1 aOO 3) 

deglycosylated lhc protein. removing approx. 20 kDa of its mas.,. 
as determined hy SDS/PAGE. 

B1culowlral soluble btlt1glycan Is 1 non-conlenl dlmer 
Gcl-filtrntion chromatography and gel elcctrophoresis. under 
native conditions of baculoviral soluble betaglycan. indicated 
that it is a dimeric protein. Purificd baculovirnl soluble bcta­
glycan. subjcctcd to HPLC with a BioSep Sl'C·S3000 column. 
cluted as a protein with a calculated mass of 220 kDa. which 
migrated as a 11 U kDa protein under reducing conditions in 
SDS/PAGE (Figure JA). Gel electrophoresis under nalive 
conditions. which confinned the mass estimated by gel-tiltration 
chromalogrnphy. was also uscd to lilrnte the stability of the 
dimer against scveral denaturing and reducing reagents. Figure 
3(8) shows thal the lowest concentr.uion of SOS and 011 
required to completely dissociate the dimer was 350 mM and 
10 mM rcspcctively. Similar experiments dcmonstrnted thal 
treatment with 5 M urea or 2 M guanidinium hydrochloride 
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causcd dissociation of !he dimer \resulls no! shown). When 
chaotropic and reducing agenL' were combined. their individual 
conccntr.llions required to dissociate the dimcr were significanlly 
reduced. For example. when urea and 011 were used logether. 
the lowest conccntrntions necded for dissociation was 2 M and 
1 mM respectively. Thesc results suggest that. despite thc odd 
number of cystcine residues per monomer \sec Figure IA). the 
haculoviral soluble hctaglycan dimer is sustaincd by non-covalcnl 
intcractions. 

ll1culowtral soluble 11et1glycan lllnd• TGF·/J wllll 1111111 llllnlty 81111 
lsolerm 1llect1wtty 

Soluble betaglycan. found in naturnl sourccs. exhibits high 
affinity for TGF-/11 [20); therefore. it was imponant to evaluate 
thc alTinities of recombinan! soluble hetaglycan for !he thrcc 
mammalian TGF-p isofonns. Scatchard plots of saturntion 
binding experiments indicated that purified baculoviral soluble 
bctaglycan binds one molecule of "'1-lubelled TGF-//1 per 
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Rgure 3 Oetermlnallon of lhe ollgomerlc state of b-lovlral lalable 
betaglycan 

(Al Punf1ed soluble betagl.,,:an was subtecled 10 gel Mnarmn as desc11bed m me Exoenmental 
secllon. AllQuots ol ltie cnrnfn.llograpnv eluale were analysed nv SOS/PAGE and siamed with 
s11ver. The 1rae11ons corresooOOmg 10 ltle ma1or pea~ (7 4 m1n) are stmwn lhe mset 1s a plot 
ol the elutJon·vold voiume rallos versus the log ol tne mass ol soluble t>etaglycan and tne 
stantlaros used to cahbtate the column. (1) Puuf1eo soluble betaglycan, sub[ected lo 
dena1uratt0n (SOS! and reducuon conl. was anatvsect by na11ve gel electropnores1s as 
oescnbed m tne hperunental sect1on Tne m1grat1on ot an mtacl samp¡e ol soluble betagtycan 
{C) and tne moll'CUlar mass s1andards (M, kOa) are stxiwn Tne d1mets and monomers ol 
oaculo\11ra1 soluble betaglycan are md1cated witn arrows 

molccule of dimer, with a K. of 3.5 nM (Figure 4). This K. value 
is in good agreemenl with the valuc of 1.9 nM rcportcd by 
Andrcs et al. (20] far soluble betaglycan produced by 3T3-Ll 
fibroblasts. 

In arder to establish the relative affinity of recombinunt 
soluble betaglycun far the other TGF-ft isofonns. we perfanned 
ligund binding competition experiments. Far this purpose. allinity 
labclling in solution was carried out with a constan! nmount of 
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Raure 4 TGF-/tl uturallon lllndlng al llaculovlr•I aol•llle lletaglyun 

fAl Baculov1ral soluble belaQtvcan f1 O ngl was subiected 10 afh011Y labellrnQ m solullon tas 
descnbed m tne Exoer1menra1 secttonl wirn tne mo1r.ated concentratlons al 1 ~1-fabelled TGf· 
//1. Ant1-c-mvc 1mmunoorecna1es ol 100 reac11on m1'dures were resolVed by SOS/PAGE and 
re\lealed by ell>Osure to a phosphor screen (Storm: Molecular Oynamics). The loca11on al the 
labeUed soluble betaglycan (sol BG) 1s 1nd1ca1ed w1th an arrow. Molecular masses are 1001cated 
on me IL'il. (1) The le\lel al bmdmg was esllmated lrom densltometnc ana1vs1s ol tne labelled 
soluhle betagJycan (sol BG lrom (A)J usmg the lmaoeOuanl Software. and was ploned aaa1nst 
tlle 1 ~1-1arelled TGf -//1 concentrallon. (C) Scatcnard tranS1orma11on ot !he data shown in (1) 
usmg tne Prism sonware package 

"'1-labellcd TGF-ftl nnd increasing amounts (from 0-4 nM) of 
competing non-radioactively labellcd TGF-ftl. TGF-f/2 or TGF­
//3 (Figure 5). The amounl of '"1-labelled TGF-//1 cross-linkcd 
to soluble betaglycnn was quantified from the Phosphorlmager 
scnns of SDS/PAGE gels (rigures 5A. 58 nnd 5C) and ploltcd 
as the perccntagc of labellcd TGF/I bound against the con­
ccntralion of thc unlabelled competitor. Similar to the results 
observed far natural soluble bctaglycan [20). thc half-maximal 
homologous competition far TGF-¡11 labelling was approxi­
matcly 0.5 nM. However. thc other TGF-ft isofanns cxhibitcd 11 

higherdegrcc ofcompetition. In the prescnce of0.5 nM TGF-p3, 
thc '"I-TGF-/11 affinity labelling of baculovir.il soluble bcta­
glycan was only - 25 1!0 • whercas. with the same conccntration 
ofTGF-{12. , .. 1-TGF-/11 affinity labclling of baculoviral soluble 
betaglycan was - 90 '!,,. Takcn togcther. the data suggcstcd 
that thc relative affinities of baculoviml soluble betaglycan 
far the thrcc mammalian TGF-j/ isofonns werc. TGF-{12 > 
TGF-ft3 > TGF-fll. 

111 
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Figure 5 TGF·P llo1Drm-1pecllc competlllon lar !lle TGF-/11 lllndlng ol 
bllculovlral soluble betaglycan 

Baculov1ral soluble betaglycan was sUblecred to alhnity tabellmo in solut1on with 100 pM 1~· 
labeUed TGF-//1 and lhe 1nd1cated concenua11ons ol comoeflng unlabetled CAl lGf·/11. (11 TGf · 
¡12 ar {C) TGF·/13. The location ot soluble belaglycan ISof BGl is md1catt'd Wllh arrows 
Molecular mass markers are snown on tne lef1 ol tne paneis (DJ The oercentage comoebhon 
was e!;t1rnated lrom dens11ometric analys1s ol lhe lat>etted soluble betaglycan ¡sol BG trom fA). 
(81 ana (C)J. us1nq tne lrnaqeOuant Sottware. ana WdS p1onro agamst the comoetitor TGf·/I 
concenrra!Kln 

llaculovlral soluble blllaglycan lnhlblHon of TGF·P responses Is 
also lsolorm selecHve 

We have previously dcmonstrated that conditioned media con­
taining baculoviral soluble betaglycan blocks thc binding of 
TGF-// to typc 11 and 1 receptors and inhibits the TGF-/12 anli­
proliferative elfect in Mvl Lu cclls (22). To detcnnine the precise 
potency of the purilied preparation. we assayed iL' effect on the 
TGF-¡1-dependent lucifcrase exprcssion exhibited by MvlLu 
cells transfocted with p3TP-lux, a TGF-¡/-responsive reporter 
plasmid (25). Puritied baculoviral soluble betaglycan inhibitcd 
the Jucifcrase response in Mvl Lu cells treated with 20 pM TGF­
/1 (a concentration that induces the maximal luciferasc activity; 
res u lis nol shown). This inhibition depended on the concentration 
ofthcaddcd soluble bctaglycan (Figure 6). In severa! cxperimcnls, 
the cstimated Ec •• of bacuioviral soluhle betaglycan for TGF·/11 
was - 20 nM <Figure 6A ). On thc other hand, as cxpectcd from 
its higher affinity for TGF-fl:!, thc EC .. for this isofonn was onc 
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Mv1lu cells were uansk!clell with tne pJJP·lux TGF·/l·resixins1Ve reoorter ~asrrnd and 
1ncubated with 20 pM TGf·//1 (Al or TGF·/12 (91 1n lile P1esence ol lhe 1nd1cated 
mncentTallons ol baculov1ral solul.ile bctaQtyr.an 1 he luc1terase ttthv1ty exhlt1led tJy ltlf:se cells 
was ploned aqamst the soluble betagl~n concentrallon. Assays were per1ormed m tnohcate 
and results wcre normallzed to 100li. wn1cn rs lhe value otJtamed m cells lflal were nol expcsed 
10 soluble betagtycan lhe results are mea ns± SO 

order ofmagnitude lower (- 2 nM) than that ofTGF-pl (Fi¡rnre 
61:1). Wc also compared this clfect with that of a widcly uscd. 
commercially availablc. ncutralizing pan-sp~-citic TGF-// anti­
hody (AB-100-NA; R & D Systems). Tite antihody exhibitcd 
Ec •• of 20 nM und 11 nM for TGF-PI and TGF-/12 respectivcly 
(resulls not shown). In this assay. low concen11·,11ions ofbaculo­
viral soluble bctaglycan (25 nMl inhibited tite response to TGF­
/12 by 100'~ .. (Figure 68). However. al 10-fold greatcr conccn­
tmtions (for example 400 nM). tite maximal inhibition of thc 
TGF-/11 response was about 80°., (Figure 6A). further 
emphasizing tite notable higher affinity uf bctaglycan for tite 
TGF-//2. isoform. 

DISCUSSIDN 

In many discascs. such as diabetes mellitus. TGF-p has bccn 
identitied as tite major physiopatholog1cal agcnt lcading to renal 
failurc. a cornplication with scrious medie.al and socioc:conomic 
conscquences (8). However, this is.iust one of the man y examplc• 
in which agents capa ble of ncu1raJi1jng TGF-/1 would be of grcat 
pharmacological value (3.5,33}. In lhc present work, we dem­
onstrate tltat a recombinan! soluble form ofbetaglycan. produced 
in msect cells using thc baculoviral expression systcm, has the 
hiochemical and functional propertics nceded to bccomc suclt a 
pharmacological anti-TGF-// agcnt. 

l:laculoviral soluble hctaglycan is efficiently cxprcssed as a 
secrctory glycoprotein in which tite si¡mal pcptide is cleaved witlt 
thc spccificity cxpccted for mammalian cclls. Howcver. in contras! 
to the soluble bctaglycan found in natural sourccs (20). it lacks 



GAG chains and exhibits a lesser dcgree of glycosylation. This 
occurs, despite the fact that baculoviral soluble betaglycan 
contains the serine residucs that are modified with GAG chains 
in the rat and mouse wild-type receptors (22,34]. This deficiency 
resides in the insect cclls, sincc the same cDNA. when expressed 
in COS-1 cells, produces a GAG-containing soluble receptor. On 
the other hand, similar to results reponed for other extracellular 
proteins expressed in insect cclls (35], baculoviral soluble beta­
glycan has a lesser amount {when compared with the mammalian 
counterpan) of mannose-containing oligosaccharides. Thus 
baculoviral soluble bctaglycan has a lower degree of 
glycosylation. which nonetheless. could be advantageous for its 
wider systemic distribution when administered into the intact 
animal. 

The quaternary structure and the TGF-/1 affinities of 
baculoviral soluble betaglycan resemble those of the wild-type 
receptor. lt has been reported that the membrane-bound beta­
glycan forms homo-oligomers (36.37]. Our present work shows 
that native baculoviral soluble betaglycan associates as dimers 
composed of 110 kDa monomers. Treatment with diverse non­
reducing chaotropic agents dissociates the soluble betaglycan 
dimer, indicating that its association occurs through non-covalent 
interactions. This is unexpected, because the odd numbcr of 
eysteine residues in each monomer of soluble betaglycan 
suggested that dimerization would require an interchain di­
sulphide bond between the monomers. 

Soluble hetaglycan binds TGF-¡il with an affinily (K., 
- 3.5 nM) that is comparable to the soluble bctaglycan found in 
natural sourccs (20]. lt also binds the other TGF-/1 isofonns with 
even higher relative atnnities. showing al least a 5-fold higher 
affinity for TGF-,82 than for TGF-/11. The higher TGF­
/12 affinity ofthe recombinan! soluble receptor is equal to that of 
the wild-typc membrane-bound receptor [38-40). ,..1-labelled 
TGF-/11-saturation binding experiments indicated u stoichi­
ometry of one molecule of TGF-//1 per molecule of soluble 
betaglycan dimer. This finding is difficuh to explain, sincc 
previous mutagenesis experiments show that then: are two Jigand 
binding si tes in the betaglycan ectodomain (22.41,42]. This could 
indicale that binding ofTGF-//1 requires the two ligand binding 
domains to be presenl in one monomer and that the first 
binding prevents further binding to the other monomer. Funher 
studies are required to test the validity of this hypothesis. 

Crude preparations of baculoviral soluble betaglycan have 
been used to block the growth-inhibition effect ofTGF-//2 in the 
highly TGF-¡1-sensitivc MvlLu cells (22]. In the present study. 
wc assayed the homogcncously purified soluble bctaglycan and 
found that it bloch-d TGF-¡/2 and TGF-//1 in a TGF-// assay in 
rirro. that driven by tite p3TP-lux reporter (25]. These studies 
also showed the samc TGF-// isofonn selcctivity in the ligand 
binding competition assays. which were at least one order of 
magnitude more effective against TGF-¡12. Similar isofonn 
selectivity was observed ulso in the TG F-¡I growth-inhibition 
assay using fetal-bovine heart endothelial cells (resulls not 
shown). lt is relevant that the potency of baculoviral soluble 
betaglycan is comparable with that of a widely used anti-TGF­
// neutrali7jng antibody that has becn successfullv used ¡,, ,,;,.,, 
(43]. Tite facl that the baculoviral recombina ni soluble bctaglycan 
prepared by us hada consisten! TGF-¡'I neutralizing activity is in 
sharp contrast witb the enhancement of the TGF-// bioaetivity 
obscrved with a bacterially expressed. His,-tagged, full-length 
bctaglycan eclodomain protein. the bgl.2.3 fusion protein (42]. 
Despite inhibiting TGF-¡11 binding to MvlLu cells. the bg,J,2.3 
protein was ablc to enhancc the growth inhibitorv effect ofTGF­
//1 in this ccll line. The most likelyexplanation ror"this discrepancy 
is that the renaturing protocol employed to prepare the bg J .2.3 
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protein resulted in a folding that differs from that of baculoviral 
soluble betaglycan. Further ellperimentation is required to es­
tablish and compare the tri-dimensional structures ofbaculoviral 
and bacteria! soluble betaglycans. Thcse studies will provide 
useful infonnation on what determines that the same polypeptide 
behaves as a TGF-/1 neutralizing ora TGF-/1 promoting agent. 

Tbe affinity of baculoviral soluble l>claglycan for the diverse 
TGF-/1 isofonns is similar or higher than that of other agents 
that neutralize TGF-/1 in vit•o (44-48]. The TGF-/11 K., oí a re­
combinan! form oíthe TGF-//1 Jatency-associated peptide and of 
a recombinant soluble type 11 TGF-p receptor werc 8 nM and 
120 nM respectively (49). The estimated affinities oí the small 
interstitial proceoglycans tbat bind TGF-J.11, biglycan. decorin 
and fibromodulin are in the rangc 1-20 nM [50). These values 
predict that baculoviral soluble bcwglycan will bave a potent 
TGF-/1 neutralizing action in l'iro. Funhcnnore, bcing a soluble 
receptor tbat is found in natural sources. it would be expected 
that administration systemically would not clicit an immunc 
response in experimental animal models. 
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U. N.A. M .. lhe Howard Hughes Med1cal lnst11u1e. U.S.A. and 1ne lnternat1ona1 Cenlre 
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