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RESUMEN

El betaglicano es un proteoglicano de membrana que une TGF-B e incrementa la
afinidad de unién de este factor al receptor Il. Ademas de la forma membranal, el
betaglicano se puede encontrar en forma soluble en suero y matriz extracelular. La forma
soluble del betaglicano inhibe la acciéon del TGF-PB evitando su unién a los receptores 1 y I1.

El proposito de este trabajo fue analizar la capacidad del betaglicano soluble como
un agente anti-TGF-p. Para ello, el betaglicano soluble se obtuvo en forma recombinante
utilizando el sistema de expresion en baculovirus. Este betaglicano soluble recombinante es
un homodimero formado por dos mondémeros de 110 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 glicosilacién.
El betaglicano soluble recombinante contiecne carbohidratos que representan
aproximadamente 20 kDa de la masa molecular del monémero. La secuencia amino-
terminal del betaglicano soluble recombinante mostré que la Gly** es el primer residuo de
la proteina madura. El betaglicano soluble recombinante tiene una constante de disociacion
(K4) de 3.5 nM para TGF-B;. Ensayos de competencia de ligando indican que las afinidades
relativas del betaglicano soluble recombinante para las isoformas del TGF-$ son TGF-p; >
TGF-B3 > TGF-B;. La potencia anti-TGF-f del betaglicano soluble recombinante in vitro es
10 veces mayor para TGF-8; que para TGF-B,. Comparado con anticuerpos neutralizantes

anti-TGF-f, el betaglicano soluble recombinante es mas potente para TGF-P; y similar para

.~ TGF-B,. El betaglicano soluble recombinante es capaz de bloquear el cfecto del TGF-B in

vivo en la glomeruloneftitis experimental en ratas inducida por anticuerpos anti-timocito.
k ‘Estve betaglicano soluble recombinante es capaz de prevenir el depésito de proteinas de
matriz extracelular como la colagena 1. colagena IV y fibronectina en el glomérulo de las
© ratas con glomerulonefritis. Ademis. el betaglicano soluble es capaz de inhibir la sintesis
de mRNA de la SGK (serum and glucocorticoid-regulated kinase), una cinasa de proteinas
que se encuentra incrementada en biopsias de rifion de pacientes con diabetes.

Estos resultados indican que el betaglicano soluble recombinante es un potente

agente anti-TGF-p.




ABSTRACT

Betaglycan, is a membrane anchored proteoglycan that binds TGF-B and enhance
binding affinity of this factor to type Il receptor. In addition to the membrane betaglycan, a
soluble form is found in serum and extracellular matrices. Soluble form of betaglycan
inhibits TGF-B binding to type I and II receptors.

The purpose of this work was to analized the capacity of the soluble betaglycan as
an anti-TGF-B agent. Recombinant soluble betaglycan was produced using baculovirus
expression system. This recombinant soluble betaglycan is a homodimer formed by two
110 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 Gly?* is the first reside of the mature protein. Recombinant
soluble betaglycan has an equilibrium dissociation constant (kq) of 3.5 nM for TGF-p,.
Ligand competition assays indicate that the relative affinities of recombinant soluble
betaglycan for TGF-p isoforms are TGF-$, > TGF-B; > TGF-B, The anti-TGF-§ potency
of recombinant soluble betagiycan in virro is 10-fold higher for TGF-B; than for TGF-f,.
Comparated with a commercial anti-TGF-B neutralizing antibody. recombinant soluble
betagiycan is more potent against TGF-f, and similar against TGF-B;. Recombinant
soluble betaglycan inhibits TGF-B effects in vivo in experimental glomerulonephritis in
rats. This recombinant soluble betaglycan prevents deposition of extracelular matrix
proteins like collagen I. 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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INTRODUCCION

La comunicacién intercelular que guia ia morfogénesis y la reparacion de tejidos en
organismos superiores estd mediada por factores celulares y sus receptores. La
caracterizaciéon de estos factores llevo al aislamiento de una molécula multifuncional que
interviene en varios procesos celulares incluyendo el crecimiento, la diferenciacion. la
adhesién, el deposito de matriz extracelular y la inmunosupresion. A este factor se le

denominé TGF-pB (“transforming growth factor type beta”) (1).

1. Superfamilia del TGF-

El TGF-f pertenece a una familia de factores de crecimiento y diferenciacion 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 lineas de investigacion separadas. Por ejemplo.
el TGF-B, fue identificado como un regulador del crecimiento mesenquimal y como un
antimitogeno epitelial. Las activinas fueron identificadas como reguladores de la funcién
pituitaria y como inductores del mesodermo en ranas. Las proteinas morfogénicas de hueso
(BMPs) fueron identificadas como factores de reparacion de hueso y como agentes de
-dorsolizacién en Drosophila (1, 2).

De acuerdo a la comparaciéon 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, GDF5, Vgl, BMP3. miembros intermedios, activina, TGF-f y miembros
distantes. Estos factores muestran actividades biologicas de gran trascendencia como son la
proliferacion celﬁ]é.i‘,’flzi'difefénciacién. la movilidad, la adhesion y la muerte, y por lo tanto
juegan,unfpa?el‘iﬁipdnante en el desarrollo embrionario y crecimiento, la inflamacion, la
reparacion de tejidos y la respuesta inmunolégica (Tabla 1) (2).

La estr;UCtura prototipo de esta familia de genes es el TGF-1 que fue aislado por
primeré vez de plaquetas humanas (3) y posteriormente clonado de una biblioteca de cDNA

ﬁumano (4). Existen por lo menos cinco isoformas de TGF-B: el TGF-B, TGF-B2 y TGF-B;

- que son isoformas presentes en los mamiferos. el TGF-B, descrito en el pollo. que es




Tabla 1. Superfamilia del TGF-f y actividades representativas.

NOMBRE % ACTIVIDADES REPRESENTATIVAS
Subfamilia BMP2

BMP2 (DppD ) 100  Gastrulacion, neurogénesis, condrogénesis,
BMP4 92 apoplosis interdigital.

Subfamilia BMPS

BMPS5 (60 AD) 61 Desarrollo de érganos y ncurogénesis,
BMP6/Vgrl 61

BMP7/0P1 60

BMPS8/OP2 55

Subfamilia GDFS

GDF5/CDMP1 57 Condrogénesis en ¢l desarrollo de extremidades.
GDF6/CDM2 54

GDF7 57

Subfamila Vgl

GDF1 (Vgl®) 42 Induccién mesodérmica axial en ranas y peccs.
GDF3/Vgr2 53

Subfamilia BMP3

BMP3/osteogenina 48 Diferenciacién ostcogénica, formacion de hucso
GDF10 46  y quimiotaxis de monogcitos.

Miembros intermedios

Nodal (Xnr 1 a 3%) 42 Induccién mesodermal axial, regulacion de la
Dorsalina 40 difercnciacion celular en ¢l tubo neural, ¢
GDF8 41 inhibicion del crecimiento de musculo

GDF9 34 esquelético.

Subfamilia activina

Actinina BA 42 Producciéon de FSH y diferenciacion celular
Activina B 42 eritroide.

Activina BC 37

Activina SE 40

Subfamilia TGF-f

TGF-§, 35 Control de la proliferacion y diferenciacion
TGF-B; 34 celular, produccion de matriz extracelular e
TGF-§; 36 inmunosupresion.

Miembros distantes

MIS/AMH 27 Regresion del tubo Mulleriano.

Inhibina o 22 Inhibicién de acciones de activina.

GDNF 23 Desarrollo de rifion.

Todos los miembros enlistados han sido identificados en humano y/o ratén. En paréntesis se encuentran los
-~-homélogos importantes en Drosophila (?) y Xenopus (¥). % es el porcentaje de identidad entre proteina
- morfogénica de hueso (BMP2) y el polipéptido maduro de GDF (*‘growth and differentiation factor””), CDMP
(“cartilage-derived morphogenetic protein”), MIS/AMH (“Mullerian inhibiting substance/anti-Mullerian
hormone™) y GDNF (“glial cell-derived neurotrophic factor”). Modificado de (2).




homélogo al TGF-B,, y el TGF-Bs presente en Xenopus. La secuencia de aminodacidos de
estos TGF-Ps esta altamente conservada entre especies. Por ejemplo, existe una identidad
mayor al 97% entre el TGF-B; maduro de varias especies de aves y de mamiferos. Lo
mismo sucede para el TGF-B, y el TGF-B; (1). Ademais, existe gran similitud entre las
isoformas del TGF-B, los TGF-B; y TGF-B, comparten 80 residuos idénticos (74%), TGF-
B, y TGF-B; 86 residuos (78%), y los TGF-B, y TGF-B; comparten 89 residuos (82%). El
TGF-Bs, comparte 82, 70 y 73% de aminoacidos idénticos con el TGF-B,, el TGF-B2 y el

TGF-B; respectivamente (5).

2. Sintesis del TGF-p

Todas las isoformas del TGF-B se sintetizan como precursores diméricos, que se
secretan al medio extracelular como moléculas inactivas. de las cuales se originan los TGF-
Bs maduros activos.

Cada cadena del dimero es sintetizada como un precursor de 390 aminoacidos (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 porcién amino terminal definen el péptido asociado de latencia (LAP). Este precursor
tiene las caracteristicas de un polipéptido secretor, contiene un péptido sefial que permite su
traslocacion a través del reticulo endopiasmatico y esta glicosilado (1). El procesamiento
proteolitico del pro-TGF-f esta mediado por endopeptidasas como la furina (7). El sitio de
corte del precursor son cuatro aminoacidos basicos precedidos inmediatamente del dominio
bioactivo. La prorregion amino (LAP) no es requerida para la actividad biologica del TGF-
B, pero juega un pape! importante en mediar el correcto plegamiento y dimerizacion de las
regiones maduras. y es necesario para un procesamiento proteolitico eficiente. EI TGF-
B procesado es secretado como un complejo latente formado por la asociacion no covalente
entre el LAP y ia region madura de la molécula. El TGF-PB asociado al LAP es denominado
complejo latente pequefio (SLC). Con excepcion de las plaquetas, donde este complejo
latente es almacenado en los granulos o de las plaquetas, el SLC es liberado en forma

constitutiva. E1 SLC se puede asociar covalentemente a una proteina adicional. la proteina
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dér unién de TGF-B latente (LTBP), formando el complejo latente grande (LLC) (figura 1)
(8). Se han descrito 4 miembros de la familia LTBP incluyendo a la LTBP! que fue la
primera que se describié en 1990 (9). Las LTBPs son proteinas que pueden existir en forma
soluble o asociadas a matriz extracelular (MEC). Estas LTBPs son requeridas para la
secrecion eficiente y el plegamiento correcto del TGF-f, ademas dirigen la union del LLC a
microfibrillas de la MEC (10, 11). Sin embargo, existen algunas células como las de
glioblastoma, lineas celulares parecidas a osteoblastos y células epiteliales de los tabulos

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

Pro-TGF-§

Prodomino

=) Rxxr IR
¥ = RxxrINEEE
Secuencia Factor

Lider Maduro

SECRECION

Complejo latente de TGF-§

LLC

Figura 1. Precursor y forma latente del TGF-. El precursor del TGF-B; consiste de una secuencia lider N-
terminal, un prodominio y un dominio bioactivo (factor maduro) que contiene 9 cisteinas (C). La secuencia
RXXR es el sitio de corte para liberar al factor maduro. Aldn después de cortado el prodominio (LAP)
permanece asociado con el dimero de TGF-B por interacciones no covalente, formando un complejo latente
pequefio (SLC) Este complejo SLC una vez secretado se une a la proteina LTBP por medio de puentes
disulfuro (|) formando el complejo latente grande (LLC). El LLC se une a matriz extracelular (MEC).
Modificado de (I, 8).
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La liberacién del TGF-B 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 activacion
del TGF-B in vivo implica la participacion de una proteina de MEC conocida como
trombospondina-1 (TSP-1). El LAP se une por medio de la secuencia LSKL localizada
cerca del extremo amino, con la secuencia K*2RFK*"® de la trombospondina-1. Se ha
propuesto que la interaccion trombospondina-1-precursor latente genera un arreglo
conformacional del LAP que permite la activacion del TGF-B (14, 15).

El TGF-p bioactivo se puede unir a la MEC, a op-macroglobulina (16) y a la
decorina (17) las cuales inhiben su actividad, o se une a acarreadores como la albiminay a

IgG que le permiten conservar su actividad (18). Los complejos TGFB-a-macroglubulina

son atrapados en el higado y probablemente catabolizados (16). El TGF-B bioactivo puede
ser degradado por proteasas y elastasas en el sitio de la inflamacién o puede ser excretado

en la orina (18).

3. Estructura del TGF-§

El TGF-B bioactivo es un homodimero de dos polipéptidos de 112 aminoacidos
unidos por un puente disulfuro. La estructura cristalina del TGF-f: revela que seis de las
nueve cisteinas que se encuentran en cada monoémero, forman una estructura central rigida
conocida como nudo de cistinas (5. 19). Esta estructura esta formada por un anillo de
ocho aminoacidos 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
mondémero. Los mondmeros estin orientados en forma antiparalela uno del otro y la cara
interna de las hojas beta ecn uno de los mondémeros forma interacciones hidrofobicas 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- que no tienen la séptima cisteina (22).
A diferencia de otros miembros de la familia, los TGF-fs y las activinas contienen una
regiéon amino-terminal con dos cisteinas. En el TGF-B. esta region forma una pequeiia alfa

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




 cisteinas. Las caracteristicas tridimensionales del TGF-B; 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-B, también tiene un nudo de cistinas (19).

Figura 2. Estructura del TGF-B. La estructura tridimensional del TGF-B; incluye 6 cisteinas (C) y 4
aminoacidos 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
cisteina (de un total de nueve que tiene la molécula) forman tres puentes disulfuro intracadena y una séptima
cisteina forma un puente disulfuro que mantiene unido el dimero (—). Modificado de (5).

4. Mecanismo de transduccion de seiial del TGF-

La busqueda de proteinas que unen TGF-B en la superficie de la célula usando
métodos de entrecruzamiento de ligando, revel6 la existencia de varias proteinas unidoras
de TGF-B que fueron clasificadas de acuerdo a su peso molecular como receptores tipo I, 11
y III (23). Los receptores tipo I y II son proteinas transmembranales con actividad de cinasa
para serinas y treoninas y participan directamente en el sefialamiento para TGF-B, mientras
que los receptores tipo III o coreceptores del TGF-$ no tiene una funcién de seiializaciéon

intrinseca bien definida pero regulan el acceso del TGF-B a los receptores de sefialamiento.




4.1. Receptores tipo 1y Il
Los receptores tipo I y II son glicoproteinas transmembranales de 53 y 75 kDa

respectivamente que forman homodimeros constitutivos independientemente de la unién
del ligando (24, 25). Estos receptores pueden distinguir entre las isoformas del TGF-8,
unen mejor al TGF-B; y TGF-B3que al TGF-B> (1). Ambos receptores participan
directamente en la transduccion de sefiales, ya que en las lineas de células tumorales y las
mutantes de células de epitelio pulmonar, la pérdida de expresién de cualquiera de los dos
receptores resulta en pérdida del efecto inhibidor del crecimicento del TGF-p (26).

Los receptores | y Il presentan un dominio extracelular rico en cisteinas, una region
transmembranal y una region citoplasmica con actividad de cinasa para serinas y treoninas
(figura 3). La region extracelular es relativamente corta (aproximadamente 150
aminoacidos), estd N-glicosilada y contiene 10 o mas cisteinas que determinan el
plegamiento de esta region (27).

El receptor I presenta ademas en el extremo amino del dominio cinasa, una region
de 29 aminodcidos altamente conservada. Esta region se conoce como dominio GS debido a
la secuencia caracteristica SGSGSG (serina-glicina-serina-glicina-serina-glicina) que
contiene (25, 28). Inmediatamente después de la region SGSGSG. el receptor tipo 1 tiene
una secuencia L-P (leucina-prolina) que sirve como un sitio de unién para la molécula
FKBP12 (29). La molécula FKBP12 actiia como un regulador negativo de la sefializacion
del receptor. El receptor tipo Il presenta una cola en el extremo carboxilo terminal rica en
serinas y treoninas (figura 3). La actividad de cinasa de este receptor esta constitutivamente

*13 (localizada fuera del dominio de cinasa) para

mediar su efecto autocatalitico. Ademas, la fosforilacién en la Ser*®®

activa y requiere su fosforilacion en la Ser
estimula la capacidad
del receptor 11 de fosforilar al receptor I: mientras que la fosforilacion en la Ser*'® impide su

autofosforilacion y la fosforilacion del receptor I (30).




Receptor Receptor
Tipo il Tipo |

Fosforilacién ;
Sitio de union E
de FKBP 12

Cola —P[ |

Figura 3. Receptores de transduccién de seiial para el TGF-B. Los receptores | y Il son proteinas
transmembranales con una pequeiia region extracelular, una hélice transmembranal hidrofébica y un dominio
citoplasmico con actividad de cinasa para serinas y treoninas. El receptor tipo II tiene una cola en el extremo
carboxilo terminal rica en serinas y treoninas. El receptor | presenta una region altamente conservada en el
extremo amino del dominio cinasa, rica en glicinas y serinas conocida como dominio GS. El dominio GS
contiene la secuencia caracteristica TTSGSGSG donde ¢l receptor | es fosforilado. El receptor 1 tiene una
secuencia leucina-prolina inmediatamente después de la region TTSGSGSG que sirve como un sitio de unién
para la molécula FKBP12. Modificado de (2).

El receptor I requicre la presencia del receptor II para unir al TGF-p. Por otro lado,
el receptor tipo 11 puede unir de forma independiente al TGF-B pero requiere la presencia
del receptor tipo I para la transduccién de la sefial. El TGF-B se une directamente al
receptor II. El TGF-f unido al receptor I es reconocido por el receptor I, formando un
- complejo heterotetramérico. El receptor I es entonces fosforilado por el receptor II en las
serinas y treoninas de la secuencia TTSGSGSG del dominio GS (25, 31). Esto resulta en la
“. activacién de la cinasa del receptor I, la cual actia sobre las proteinas SMAD, que sirven
como segundos mensajeros en la via de sefialamiento de TGF-f (figura 4). Para que se lleve

a cabo el sefialamiento es necesario la actividad de cinasa en ambos receptores (24).
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Cofactor con capacidad l
de unién a DNA ‘m 4

Figura 4. Mecanismo de transduccién de sefial del TGF-f3. La union del TGF-f3 a los receptores 1 y Il lleva
a la formacién de un complejo (3) y fosforilacion del receptor 1 (4). Una vez activado, el receptor 1 fosforila a
la Smad 2 o 3 (R-Smad) (5), permitiendo que esta protecina se asocie con Smad 4 (6) y se mueva al nucleo (7).
En el nicleo, ¢l complejo de Smad se asocia con proteinas que se unen a DNA como Fast-1 (8) y este
complejo se une a regiones especificas en los genes blanco, activando su transcripcion (9). En el estado basal,
la Smad 2 es retenida en el citoplasma por SARA. Modificado de (2).

4.2. Proteinas SMADs

Las proteinas de la familia SMAD son los primeros sustratos identificados de la
cinasa del receptor I y juegan un papel central en la transduccién de la sefial del receptor a
los genes blanco en el nicleo. El miembro fundador de la familia de las SMAD es el
producto del gen Mad “Mothers against dpp”. Mad fue aislado en busquedas genéticas de
potenciadores de un débil fenotipo materno de un alelo de dpp y su descubrimiento llevé a
la identificacién de muchos genes relacionados en nemitodos y vertebrados (32, 33).
Posteriormente, tres homdlogos de Mad, Sma-2, Sma-3 y Sma-4 se aislaron en C.elegans
buscando genes cuyas mutaciones causaran el mismo fenotipo de cuerpo pequeiio
observado en la mutante Daf+# (receptor tipo II) (34). En los vertebrados se han identificado

ocho proteinas diferentes relacionadas a SMA y MAD denominadas SMADs.
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Las proteinas SMAD se han dividido en tres familias de acuerdo a su estructura y
funcién: a) SMADs que son sustratos de las cinasa de los receptores de la familia del TGF-
B (R-Smads, “Receptor-regulated SMADs”), b) SMADs que participan en la sefializacién
asociandose a las R-Smads (Co-Smads, “collaborating SMADs”) y ¢) SMADs antagonistas
que inhiben la sefializacion de los otros dos grupos (Anti-Smads, “antagonistic SMADs”)
(figura 5).

R-Smads| Mad* MH1 MH2
Smad 1

BMP! Smad 5

[T Smad 8

|| dSmad 2*

TGF{$ Smad 2
& Activina | Smad 3

Co-Smads| Medea*

Smad 43

Anti-Smads Dad*

{ Smad 6
e Smad7

Figura 5. Familia de proteinas Smad. Dendrograma de similitud de secuencia entre las tres subfamilias de
proteinas Smad. Las R-Smads y las Co-Samds poseen dominios conservados amino terminal (MHI1) y
carboxilo terminal (MH2), separados por una region divergente llamada region de unién. En las anti-Smads,
s6lo el dominio MH2 estd conservado. El cuadro verde representa el sitio de fosforilacién de las R-Smads en
el dominio MH2, el triangulo indica el sitio de insercion de un procesamiento alternativo del mRNA de la

Smad 2. Los (*) indican los miembros representativos en Drosophila. Modificado de (35).

Entre las R-Smads s¢ encuentran las Smad 2 y Smad 3 que son sustratos del
receptor I de TGF-B y mediadores de la transduccion de la sefial del TGF-B y activina (36,
37) y las Smads 1, 5 y 8 que son reconocidas por receptores de BMP (2). Para la
transduccion de la sefial, las R-Smads requieren a las Co-Smads. En vertebrados se han
: ,'v__des’crito dos proteinas muy relacionadas que pertenecen a este grupo: Smad 4 y Smad
4[3 (35). Los productos de los genes Medea, Sma-4 en Drosophila y nematodos son
"‘-fhomélogos 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 proteinas tiene muy poca homologia con otras Smads (35).
Las proteinas SMADs contienen dominios amino-terminal y carboxilo-terminal

(MH1 y MH2 respectivamente) muy conservados y una region de union (“linker”) que es
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de tamafio y secuencia variable (figura 6). El dominio MH1 esta 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 biologicas del dominio MH2. Este efecto inhibidor es
debido a la asociacion de los dos dominios. Ademids, el dominio MHI1 tiene actividad de
union al DNA en su estado activado. El dominio MH2 contiene los sitios de fosforilacion
por el receptor (en las R-Smads) y participa en varias interacciones proteina-proteina
importantes. En estado basal, las SMADs forman homo-oligémeros por interacciéon entre
sus dominios MH2. El dominio MH2 también participa en la asociacion de la R-Smad con
el receptor I, Smad 4 y factores de unién a DNA (2).

Las R-Smads interaccionan con el receptor I activado, a través del dominio MH2 y
son activadas por la fosforilacion por el receptor I en la regiéon 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 nicleo y regulan
negativa y positivamente la transcripcion de genes, reclutando coactivadores o
correpresores. El mecanismo de apagado de la sefial implica la ubiquitinacion de las

SMAD:s en el niicleo seguida por la degradacion mediada por proteosomas (38).

r « Interaccién con receptor
Estado Basal Homodimerizacion
N Autoinhibiciéon
r— Fosforilacion
por receptor
Regulacion por Regién de

Fosforilacion

- * Interaccion Smad-Smad4

Estado Activado Unién a DNA * Interaccion con proteinas
unidoras de DNA

* Activacion de transcripcion

Figura 6. Dominios de las Smad y su funcién. En ¢l estado basal, las Smads forman homo-oligdmero y
permanccen en un estado inactivo a través de interaccién entre los dominios MH1 y MH2. La R-Smad
interacciona con el receptor I activado, a través del dominio MH2 y es activada por la fosforilacién por el
receptor | en la regién SSXS carboxilo terminal. En el estado activado las Smads se asocian con Smad 4 y con
protefnas unidoras de DNA a través del dominio MH2. El dominio MH1 en algunas Smads también participa
en la unién a DNA. Modificado de (2).
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-~ La especificidad del reconocimiento de las R-Smads por el receptor 1 estd

rfjdeterminada por la sequencia del asa L45 en el dominio de cinasa del receptor I 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-f y BMP, solo difieren en tres residuos. El
: .a’sa L3 en la Smad 1 y Smad 2 difiere por sélo dos aminoacidos. Estas diferencias parecen

“permitir la discriminacion en las interacciones receptor-SMAD (39).

Dominio MH2
Smad2

Dominio citoplasmico del
receptor Tipo | de TGF-[3

Figura 7. Estructura de la region citoplismica del receptor 1 del TGF-B y del dominio MH2 de la Smad
2. En el estado basal, el receptor 1 se mantienc inactivo ya que la regién GS presiona contra el dominio de
cinasa dislocando el centro catalitico. La fosforilacion en la region GS por el receptor 11 activa la cinasa del
receptor I, permitiendo que este fosforile a la proteina Smad en la secuencia SSXS del extremo carboxilo
terminal. La especificidad de reconocimiento entre el receptor de TGF-f y la R-Smad esta 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
interaccion entre los dominios MH1 y MH2 y son retenidas en el citoplasma (2). En el caso
de Smad 2, esta retencion es mediada por SARA (“SMAD anchor for receptor activation™)
(40). Ademas de limitar el movimiento de la SMAD, el contacto con SARA ocluye una
region de la Smad 2 que interviene en su movimiento a niicleo. La fosforilacion 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
nticleo, lo cual lleva a la acumulacién rapida de Smad 2 activada en el micleo (41).

Las Smads activadas logran una afinidad alta en su interaccion con el DNA
asociandose con cofactores que unen DNA. Algunos cofactores para Smads funcionan
solamente como adaptadores de uniéon a DNA. En este grupo se encuentran las proteinas
OAZ (“Olf-associated zinc finger”) para Smad 1, y FAST (“forkhead activin signal
transducer”) y Mixer para Smad 2 (42). Otro grupo de proteinas que facilitan la unién de
las Smads a los promotores blanco son los factores de transcripcion que tienen la capacidad
de reclutar coactivadores y en otros contextos funcionan independientemente de la Smads.
Ejemplos de estas proteinas son: JUNB, TFE3 (“transcription factor binding to
immunoglobulin heavy constant mu enhancer), AML (“acute myeioneous leukaemia™) y
LEF1 (“lymphoid enhancer-binding factor). El complejo de Smad activado puede activar o
reprimir la expresion de un gen, reclutando no solo coactivadores sino también
corepresores. Entre los coactivadores que se han descrito se encuentran p300 y CBP
(“CREB binding protein) y entre los corepresores se encuentran TGIF (“TG3-interacting
factor”), SKI (“Sloan-Kettering Institute proto-oncogene™) y SnoN (“Ski-related novel gene
N™) (35, 39).

Otro tipo de SMADs son las anti-Smads que tienen muy poca homologia con otras
SMADs en el dominio MHI y no tienen el sitio de fosforilacién tipico en el extremo
carboxilo-terminal. A este grupo pertenccen la Smad 6 y Smad 7. La Smad 7 se une al
receptor 1 e inhibe la transduccién de la sefal impidiendo la fosforilacién de la R-Smad por
la cinasa del receptor I (43). La Smad 6 por otro lado. inhibe la transduccion de la seifial
uniéndose a la R-Smad y bloqueando su unién a la Co-Smad (figura 8) (44). LaSmad 7 es
principalmente un inhibidor de Ia via de sefalamiento para el TGF-8, mientras que la Smad

6 especificamente bloquea la sefializacion para el BMP (45)

4.3. Coreceptores del TGF-p

Entre los receptores tipo 111 o coreceptores del TGF-B se encuentran: el betaglicano
y la endoglina. Estos coreceptores no participan directamente en la transduccion de la sefial
por TGF-B, sin embargo son de gran importancia ya que modulan el acceso del TGF-$ a los

receptores [ y I1.
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Figura 8. Proteinas Smad antagonistas (anti-Smads). Las anti-Smads tienen muy poca homologia con
otras SMAD:s en el dominio MHI y no tienen cl sitio de fosforilacién tipico en el extremo carboxilo-terminal.
Smad 7 sc une al receptor 1 ¢ inhibe la transduccion de la seiial impidiendo la fosforilacion de la R-Smad por
la cinasa del receptor 1. Smad 6 por otro lado, inhibe la transduccion de la seiial uniéndose a la R-Smad y
bloqueando su uni6n a la Co-Smad. Smad 7 es principalmente un inhibidor de la via de la transduccion de la
sefial para TGF-B, mientras que Smad 6 especificamente bloquea la transduccion de la sefial para BMP,

4.3.1. Betaglicano

El betaglicano es un proteoglicano transmembranal con cadenas de
glicosaminoglicanos (GAGs), que se identificé por su capacidad de unir al TGF-B con alta
afinidad (1). La deduccién de la estructura primaria del betaglicano de rata revelé que es
una proteina sintetizada a partir de un precursor de 853 aminoacidos, con un gran dominio
extracelular que contiene 16 cisteinas, una region transmembranal y una cola citoplasmatica
de 43 aminodcidos rica en serinas y treoninas (46). La region extracelular en su dominio
amino tiene homologia con la endoglina(46) y en su dominio carboxilo con la uromodulina,
los receptores espermdticos Zp2 y Zp3 y la proteina de secrecion de granulos pancreaticos
GP-2 (47). La cola citoplasmatica del betaglicano no tiene un region conocida de
sefialamiento pero tiene una sorprendente homologia con la endoglina (48). La proteina
medular del betaglicano ticne una masa molecular aproximada de 100 kDa. A la proteina
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-§ se une a la
proteina y su interacci6n no requiere las cadenas de GAGs (46, 49). Sin embargo, las
cadenas sulfatadas de heparano pueden unir al factor de crecimiento para fibroblastos
basico (FGFb) (50).

Ectodominio

Region E Regién U

{con similitud a Endoglina) {con similitud a Uromodulina)

Membrana
celular

Figura 9. Caracteristicas estructurales del betaglicano. La proteina medular del betaglicano es un
polipéptido de 853 aminoacidos. Este polipéptido contiene un péptido seiial (caja negra), un gran dominio
extracelular, una regién transmembranal y una pequefia cola citoplasmica rica en serinas y treoninas. El
dominio extracelular tiene una region de similitud a endoglina (E) y otra a uromodulina (U), ademas contiene
2 sitios de anclaje de las cadenas de GAGs (circulos verdes) y 16 cisteinas (puntos negros).

El betaglicano se expresa en tejido fetal y adulto, incluyendo células
mesenquimales, epiteliales, neuronales y otros tipos celulares. Sin embargo, no esta
presente en cierto tipo de células como mioblastos, endotelios y células hematopoyéticas
que tienen la capacidad de responder al TGF-B, por lo que el betaglicano no parece
participar directamente en la transduccion de senales (1).

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

v "é’ﬁni‘dad (TGF-B:, TGF-B2 y TGF-B;) (51, 52). El betaglicano facilita la unién del TGF-f al
Hr"eyct%p:tor IT formando un complejo ternario betaglicano/TGF-B/receptor II en el proceso
(ﬁgufa 10)‘y potenciando asi su accién (53). El papel potenciador del betaglicano es mas
Jé’vidénte para la isoforma TGF-B,. Aunque el TGF-f; seifializa a través de los receptores 1 y
I1, esta isoforma tiene menor afinidad intrinseca para el receptor Il y su accidén es menos
potente que el TGF-B; en células progenitoras hematopoyéticas (54), mioblastos (53) y
células endoteliales (52) que no tienen betaglicano. La transfeccion del betaglicano en estas

células aumenta la unién de TGF-B; y su actividad (53). La capacidad del betaglicano de
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Betaglicano membranal Betaglicano soluble

Sefial

Figura 10. Efectos del betaglicano sobre la actividad del TGF-p. En betaglicano membranal potencia los
efectos del TGF-B, facilitando la unién de este factor al receptor 1. La forma soluble del betaglicano generada
a partir de la forma membranal por corte proteolitico ( » ), secuestra al TGF-B y previene su unién a los
receptores | y 11 inhibiendo su actividad.

igualar la potencia de las tres isoformas de TGF-B, aumenta la posibilidad de que el
betaglicano no so6lo concentre al TGF-B en la superficie celular, sino también puede estar
estabilizando la conformaciéon 6ptima del TGF-B para su union a los receptores de
sefialamiento (2).

La expresion recombinante del betaglicano resulta en la produccién de la proteina
transmembranal y una version secretada que corresponde al dominio extracelular(46). Esto
es consistente con la observacion de que muchas lineas celulares secretan betaglicano
soluble (55). La liberacion puede ser debida a la presencia de un sitio de corte para
proteasas (lisina-lisina) antes de la region transmembranal o a la presencia de la secuencia

752_alanina-valina-valina que es idéntica a una secuencia en el precursor del TGF-a,

leucina
el cual es liberado al medio como TGF-a soluble (46). Esta forma soluble del betaglicano
también se encuentra presentc en forma natural en matriz extracelular y suero (55).

La forma soluble del betaglicano evita la unién del TGF-B a los receptores de
sefialamiento previniendo su accion (figura 10). Debido a las caracteristicas funcionales del

betaglicano, este receptor se considera como un regulador dual del acceso del TGF-B a los
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' rece;itérré; de éeﬁalaﬁﬁénto, ya que cuando se encuentra anclado a la membrana aumenta la

. ',u"ni‘(')ﬁ'de‘luf'l{(}F-ﬁ é estos receptores, mientras que cuando esta en forma soluble evita la
: uﬁién del TGF—G a los receptores de sefialamiento previniendo su accion.
. El dominio extracelular del betaglicano presenta dos sitios de unién al TGF-B, uno
’en la regi6n similar a endoglina (49) y el otro en la regién similar a uromodulina (56). La
' identificacion de estos dos sitios de unién de TGF-B 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 la capacidad de unir a la inhibina A, un factor que pertenece a
la familia del TGF-B y cuya funcién es inhibir la produccion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y otras acciones de la activina. El betaglicano forma un complejo
ternario con la inhibina A y el receptor II de la activina (ActRIl). Este complejo es el
encargado de mediar el antagonismo de la activina por la inhibina, secuestrando al receptor
IT de la activina dentro de un complejo inactivo junto con el betaglicano (figura 11) (59). La
capacidad del] betaglicano de unir a la inhibina A reside exclusivamente en la region

semejante a la uromodulina (60).

Inhibina Activina
op 615
8o “ \
ALK bo

ActRIl ActRIl 71 ALK4

? Senal

Figura 11. El betaglicano actua como corepresor con la inhibina y el receptor tipo 11 de la activina
(ActR-1I). En ausencia del betaglicano (BG), la activina se une al ActR-l1l y forma el complejo de
sefialamiento con ALK4. Sin embargo, en presencia de betaglicano la unién de la inhibina al ActR-I1 se
incrementa y se impide el acceso de la activina. El resultado es la formacién de un complejo

betaglicano/inhibina/ActR-11, que impide el reclutamiento y la activacion de ALK4. Modificado de (59).
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Recientemente se ha demostrado un papel esencial del betaglicano en la
sefializacion del TGF-f. El betaglicano participa en la transicion epitelio-mesenquimal de
las células endoteliales que permite la formacion de las valvulas cardiacas (61, 62). Durante
el desarrolio del corazon de pollo, el epitelio que recubre el lumen del corazén se activa en
la zona del canal atrioventricular. Las células endotcliales se transforman en células
mesenquimales e invaden la MEC. Este proceso se conoce como transformacion epitelio-
mesenquimal e implica dos procesos importantes: la activaciéon de las células endoteliales y
la subsecuente invasion de las células mesenquimales. La activacion del endotelio se
caracteriza por pérdida del contacto célula-célula, la hipertrofia celular, la polarizacion y un
incremento en la expresion de moléculas de MEC (63). Las células endoteliales activadas
sufren cambios morfolégicos para transformarse en células mesenquimales que invaden la
MEC. En el proceso de transformacion epitelio-mesenquimal, el TGF-B. es critico para la
activacion de las células endoteliales, mientras que el TGF-$3; lo es para la formacion de las
células mesenquimales (64). El receptor I1 y el betaglicano son requeridos para mediar la
transformacion epitelio-mesenquimal en el corazon. El betaglicano media respuestas
distintas a las del receptor II. El bloqueo del betaglicano pero no del receptor 11 utilizando
anticuerpos, inhiben el paso de separacion célula-célula endotelial. El estudio de
marcadores de desarrollo revela un patron de expresion distinto cuando se bloquea al
betaglicano o al receptor II. Estos datos sugieren que el betaglicano y el receptor II llevan a
cabo la transformacion epitclio-mesenquimal en el corazén a través de distintas vias de
transduccion de sefial (62).

El betaglicano puede modular la unién del TGF-f; al receptor tipo Il en las células
epiteliales del borde medio (MEE “medial edge epitelial cells”) contribuyendo asi a la
transformacion epitelio-mesenquimal durante la fusion del paladar (65). Durante la fusion
del paladar, las MEE selectivamente presentan transformacion epitelio-mesenquimal. Este
proceso es regulado por el TGF-B; endogeno (66). Los receptor 1 y 11 se expresa en todas
las células epiteliales del paladar durante la fusién (65), sin embargo la expresion del
betaglicano esta restringida a las células MEE durante la fusién del paladar. De esta forma,
el betaglicano puede modular la unién del TGF-B; al receptor II en las células MEE.

El betaglicano inhibe la sefializacion por TGF-p bloqueando la formacion del

complejo TBR1/TBRII en células de epitelio renal LLC-PK (67). Este fenémeno 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 Lg se observa el fenomeno de potenciacion del efecto
del TGF-B por el betaglicano. Estos resultados tienen implicaciones importantes en el
entendimiento de la funcion del betaglicano y la regulacion de la respuesta del TGF-f en

diferentes tipos celulares.

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

alta concentracion y en monocitos, precursores eritroides y otros tipos celulares en menor
concentracion (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
autosémico dominante conocido como telangectasia hemorragica tipo 1 (69). La endoglina
une TGF-B; y TGF-f; con alta afinidad (K¢=50 pM) en células endoteliales humanas. pero
no une TGF-B2 (48). Se han caracterizado dos isoformas de la endoglina, la L-endoglina y
la S-endoglina. Ambas isoformas tiene capacidad de unir TGF-B pero difieren en la
composicion de aminoacidos en su cola citoplasmica. La isoforma predominante es la L-
endoglina, la cual contiene 658 aminoacidos, mientras que la S-endoglina tiene solamente
625 aminoacidos.El betaglicano y la L-endoglina comparten una regiéon con alta identidad
en la cola citoplasmica, la cual tiene un alto contenido de residuos de serina y treonina
potenciaimente fosforilables (46, 68. 70). A pesar de que se han observando complejos
entre la endoglina y los receptores del TGF-f, su papel en la sefializacion no esta claro. La
unién del TGF-B por la endoglina es limitada si se compara con el betaglicano y se
incrementa cuando se coexpresa el receptor 11 de TGF-B. La sobreexpresion de la endoglina

puede disminuir mas que aumentar la respuesta de TGF-B ¢cn monocitos (71).

5. Funciones biolégicas del TGF-$
Los miembros de la familia del TGF-B son ubicuos, multifuncionales y esenciales
para la sobrevivencia del organismo. El TGF-B es una citocina que regula muchos procesos

biolégicos, los cuales se pueden categorizar en tres grandes grupos: efectos sobre la
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proliferacion celular, sobre el estado de diferenciacion celular y sobre la produccion de la
matriz extracelular (1, 72).

La importancia del papel del TGF- esta ilustrado por modelos in vivo en los cuales
se ha eliminado el gen que codifica para cada una de las isoformas del TGF-f.y algunos de
sus receptores. En el caso de los ratones “knockout” para el gen de TGF-1, el 50% de los
animales mueren en el ttero y los sobrevivientes mueren por una inflamaciéon exagerada 4
semanas después del nacimiento (73). El 75% de los ratones “knockout” para TGF-B,
mueren en el titero por defectos pulmonares, cardiovasculares y urogenitales, ademas hay
osificacion disminuida en crdaneo y esqueleto (74). Por otro lado, los ratones *“knockout”
para TGF-B; mueren los primeros dias después del nacimiento al parecer por problemas
pulmonares, ademas presentan paladar hendido (75, 76). En el caso de los receptores para
TGF-B, los ratones “knockout”del reccptor I del TGF-3 mueren durante la gestaciéon por
defectos en el desarrollo vascular y la hematopoyesis (77), mientras que los ratones
“knockout”del receptor 1 del TGF-B mueren durante la gestacion por defectos en el

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

5.1. Proliferacion y diferenciacién celular

La proliferacion celular esta controlada por la accién de moléculas que la estimulan
o la inhiben. El TGF-B induce un fuerte efecto inhibidor de la proliferacién en muchos tipos
celulares. En cé€lulas de origen epitelial, endotelial y fibroblastico, el TGF-p inhibe
reversiblemente la proliferacion celular, y en células de epitelio pulmonar y queratinocitos
detiene completamente la proliferacion (79).

El TGF-B acta negativamente en la proliferacion celular al detener a las células en
la udltima parte de la fase G1 del ciclo celular (26). La inhibicion de la proliferacion
mediada por el TGF-B se lleva a cabo a través de dos mecanismos: la inhibicién de cinasas
dependientes de ciclina (cdks) y la disminucion de la expresion del c-myc. En las células de
mamiferos, los complejos ciclina D-cdk4, ciclina D-cdk6, ciclina E-cdk2 y ciclina A-cdk2
actian secuencialmente durante la transicion G1/S y son requeridos para la progresion del
ciclo celular durante este periodo. La inhibicion de G1 Cdks por el TGF-$ es llevada a cabo

por induccién de p15 y p21. los cuales son inhibidores de cdks, y por la disminucion de c-




myc. Aunque no se conoce el mecanismo exacto, es posible que el c-myc participe
directamente como un represor del gen p15 (80, 81).

En contraste a lo mencionado anteriormente, se ha observado que el TGF-
estimula la proliferacion de células principalmente mesenquimales. Esta proliferacion
ocurre por la expresion de factores de crecimiento endégenos inducida por el TGF-, tales
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (82), el factor de crecimiento
de tejido conjuntivo (83) o incremento en la expresion de los receptores para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (84).

Ademas del efecto del TGF-f en la proliferacion celular, este factor participa en la
diferenciacion celular y juega un papel importante en la regulacion del desarrollo
embrionario. Se ha observado que el TGF-B se expresa durante la embriogénesis y es
particularmente elevado en las dreas de morfogénesis rapida tales como los sitios de
condrogénesis y osteogénesis (72, 85).

Por otro lado. el TGF-B suprime la proliferacion y diferenciacion de células By T in
vitro, antagonizando los efectos de citocinas que participan en inflamaciéon como son IL-18,
TNF-a e IFN-y, y suprime la expresion de los receptores para IL-1f e IL-2 en las células.
En macréfagos, la produccion de superoxido y oxido nitrico son bloqueadas por el TGF-p.
El estudio de los efectos inmunosupresores del TGF-B han llevado al descubrimiento de su

papel endégeno y su posible aplicacion terapeltica en enfermedades autoinmunes (86).

5.2. Producciéon de matriz extracelular

El TGF-$ controla la produccion y remodelacion de la MEC (1). Este factor
incrementa la sintesis y el deposito de componentes extracelulares tales como Ia
fibronectina y algunas formas de coldgena como las tipo 1. III, VI y X (87, 88). Ademas.el
TGF-B incrementa la sintesis de inhibidores de enzimas de degradacion tales como el
inhibidor del activador del plasminogeno (PAJ-1) y el inhibidor tisular de metaloprotcasas
(TIMP), mientras que disminuye la expresion de proteasas tales como la colagenasa, y el
~activador del plasminégeno (89, 90). Este aumento en la sintesis de los inhibidores y la
disminucién en la sintesis de proteasas aumentan la acumulacion de las proteinas de la
MEC inducidas por el TGF-.
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El TGF-B también altera la capacidad de las células de interaccionar con otras
células y con la MEC debido a su efecto en la expresion de las integrinas. Este factor puede
alterar la expresién de subunidades de integrinas entre las que se encuentran: las
subunidades a; a o y la subunidad B, las cuales se combinan para formar los receptores
para la fibronectina, la colagena, la laminina y otras moléculas de la MEC; las subunidades
o, Y Ps que forman el receptor para vitronectina y la a, que combinada con la f3;
constituyen el LFA-1, un receptor de adhesion célula-célula que se une a ICAM-1
(molécula de adhesion intercelular I) en la superficie de otras células linfoides.

Debido a los efectos del TGF-f mencionados anteriormente, este factor tiene un
papel importante en la reparacion de tejidos. Después de la liberacion del TGF-$3 por la
desgranulacion de las plaquetas en el sitio de la herida, se inicia una cascada de procesos
que incluyen reclutamiento de células por el efecto quimiotictico para monocitos y
fibroblastos que tiene el TGF-B, formacion de nuevos vasos sanguineos y sintesis de
coldgena para dar soporte a la herida (72). El papel del TGF-B en la reparacion de tejidos
no esta limitada a lesiones en donde participa el tejido conjuntivo. Recientemente se ha
puesto interés en sus efectos en reparacion o modulacion del tejido cardiaco dafiado como
resultado de la isquemia o el infarto. Estudios del patrén inmunohistoquimico del TGF-B,
en corazon después de infarto al miocardio inducido en forma experimental. han llevado a
la sugerencia de que el TGF-P puede acelerar la reparaciéon y restablecer la funcién de los
miocitos (91). Ademis. su administracion sistémica antes de inducir el infarto experimental
en ratas ha mostrado tener un efecto cardioprotector (92). Uno de los efectos de esta
administracion sistémica. e¢s la supresion de la liberacién del IL-1B y el TNF-a a la
circulacion debido indirectamente a la capacidad del TGF-B de preservar y estabilizar la
funcion endotelial ademas de inhibir la adhesion endotelial de neutréfilos y linfocitos (93,
94). Esta funcién del TGF-B hace suponer que puede ser util en el tratamiento del choque

séptico y puede ser administrado junto con agentes tromboliticos.
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6. Papel del TGF-B en enfermedades renales

Las actividades del TGF-f son benéficas y de duracion limitada dentro del contexto
de la reparacion de heridas. Sin embargo, en algunas ocasiones existe desregulacion en la
produccién y la activaciéon de este factor que resulta en un depdsito excesivo de tejido
conjuntivo y fibrosis del rifion, higado y pulmén (95). Se ha visto que la expresion del
mRNA del TGF-p y la produccién del factor esta incrementada en pacientes con
enfermedades fibréticas del rifion, incluyendo nefropatia por IgA, nefropatia membranosa,
neftitis en lupus y diabetes y nefropatia asociada a HIV y en pacientes con infeccién con el
virus de hepatitis C, fibrosis hepatica autoinmune o inducida por alcohol y fibrosis
pulmonar idiopatica o inducida por bleomicina, esclerosis sistémica. mielofibrosis, ciertas
formas de artritis reumatoide, esquistosomiasis, enfermedad de Crohn, y vitreorretinopatia

proliferativa (96).

6.1. Glomerulonefritis

El rifion excreta los productos de deshecho del metabolismo, regula con gran
precision las concentraciones de agua y sales del organismo, mantiene el equilibrio acido-
base adecuado del plasma y actia como 6rgano endocrino, secretando hormonas tales como
la eritropoyetina, la renina y las prostaglandinas. Los mecanismos fisiologicos que el rifion
ha desarrollado para llevar a cabo estas tareas exigen un alto grado de complejidad
esctructural. La unidad funcional del rifidon es la nefrona. Una nefrona esta formada por dos
porciones: un tibulo renal individual y una marafia de capilares (corpisculo) que se llama
glomérulo. El glomérulo estid formado entonces por la invaginacion de una madeja de
capilares en el extremo dilatado, ciego de la nefrona (capsula de Bowman). Los capilares
son prefundidos por una arteriola aferente y drenados por una arteriola eferente. En la
capsula de Bowman la sangre esta separada del filtrado glomerular por dos capas de
células: el endotelio capilar y células del epitelio visceral que se encuentran encima de los
capilares glomerulares. Estas capas estan separadas por la lamina basal. El glomérulo
presenta ademas, una membrana basal glomerular formada por colagena tipo 1V, laminina,
proteoglicanos, fibronectina y otras glicoproteinas; células mesangiales (M) que estan
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 celu.lares
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 rifion son tan complejas como la propia estructura del 6rgano
pero su estudio resulta mas ficil clasificandolas en los cuatro componentes morfolégicos
basicos: glomérulos, tibulos, intersticio y vasos sanguineos.

Las enfermedades glomerulares son algunos de los problemas mas importantes de la
nefrologia. De hecho, las glomerulonefritis cronicas son una de las causas mas frecuentes
de insuficiencia renal crénica en el hombre. Los glomérulos pueden verse afectados por
transtornos inmunitarios, como el lupus eritematoso diseminado; por enfermedades
vasculares. como la hipertension y por alteraciones metabolicas como la diabetes mellitus.
En estos casos se habla de enfermedades glomerulares secundarias, para diferenciarlas de
las glomerulonefritis primarias en las que el rifion se afecta de forma exclusiva o
predominante (97).

Las glomerulonefritis primarias se caracterizan por uno o mas de cuatro reacciones
tisulares bdasicas: hipercelularidad glomerular, engrosamiento de la membrana basal,
hialinizaciéon y esclerosis. La hipercelularidad se debe a la proliferacion de las células
mesangiales o endoteliales, o a la infiltracidn leucocitaria compuesta por neutréfilos,
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 tefiidos
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con la técnica de acido periédico-reactivo de Schiff (PAS). Este engrosamiento de debe al
engrosamiento propio de la membrana basal o a un depésito de material amorfo
electrodenso formado por proteinas precipitadas en los lados endotelial o epitelial de la
membrana basal o en el interior de esta. La hialinizacion se refiere a la acumulacién de un
material extracelular que corresponde a una sustancia amorfa formada por proteinas
plasmaticas precipitadas, asi como a un aumento de la membrana basal o de la matriz
mesangial (97).

Aunque es poco lo que se sabe acerca de las causas de las glomerulopatias, es
evidente que en muchos casos existen mecanismos inmunitarios subyacentes a casi todas
las glomerulonefritis primarias. En los animales de experimentacion, es facil inducir
glomerulonefritis mediante reacciones antigeno-anticuerpo y en mas del 70% de los
pacientes con glomerulonefritis se encuentran depositos 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 antigenos glomerulares fijos e insolubles
(intrinsecos) o moléculas que han depositado en ellos y las lesiones secundarias al depdsito
de complejos antigeno-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 relacion a la importancia del TGF-B en la patogénesis de la enfermedad. El TGF-§8 es
producido por las células del parénquima renal y células linfoides infiltradas. En el rifién
normal humano se detectan niveles bajos de mRNA del TGF-B en algunas células
glomerulares, en células del epitelio parietal de la capsula de Bowman. en células de tabulo
distal y ocasionalmente en células intersticiales. Muchas enfermedades glomerulares estdn
asociadas con un incremento en la expresion del TGF-B. En la glomeruloneftritis mesangial
proliferativa, incluyendo la nefropatia por 1gA, hay un aumento del TGF-B dentro del
glomérulo consistente con un aumento de células mesangiales. En la glomerulonefritis con
semilunas, en la cual hay proiiferacion de las células epiteliales del glomérulo y migracién
de macrofagos al espacio de Bowman. hay una expresion elevada de TGF-B,, -B, y -B3

(99). En la glomeruloesclerosis focal y segmentaria hay un incremento en la expresion de
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mRNA del TGF-B,; y -Bs en las células de los epitelios visceral y parietal, en macréfagos
intersticiales y en células de epitelio tubular (100).

En estudios in vitro se ha confirmado que las células de rifion responden al TGF-B.
El TGF-p tiene un efecto bifisico en la proliferacion de células mesangiales: niveles bajos
de TGF-P estimulan la proliferacion, mientras que niveles altos la inhiben (101). La adicion
de TGF-B a cultivos de células mesangiales de ratén y humano, aumenta la expresion de
mRNA y proteina de componentes de la MEC, particularmente colagena tipo I, IV y
fibronectina (102, 103) y proteoglicanos como el biglicano y la decorina (104) e induce
TIMP (105). Ademas, concentraciones elevadas de giucosa estimulan la expresion del gen
de colagena y la sintesis de la proteina en células mesangiales de raton mediante una
activacion autocrina del TGF-B (102). El TGF-B participa también en la produccion de
matriz por los fibroblastos derivados del intersticio renal y por las células tubuloepiteliales.
El TGF-B incrementa la produccion de las colagenas tipo I, IIl y V en cultivo de
fibroblastos renales (106). Ademas. las células epiteliales tubulares incrementan la
produccién de proteoglicanos y colagena tipo IV bajo la influencia del TGF-B (107).

En estudios en animales de experimentacion se ha demostrado una asociacion entre
la expresion glomerular de TGF-B y la fibrosis, incluyendo el modelo Thy-1 de
glomeruloneftitis proliferativa en ratas (108). la glomerulonefritis anti-membrana basal
glomerular en conejos (109) y la glomerulonefritis focal y segmentaria en el modelo de
nefrectomia en ratas (110). La sobreexpresion del TGF-B en los glomérulos por la
transfeccion del gen de TGF-B induce la glomeruloesclerosis después de varios dias . Por
otro lado, la expresion hepatica de un transgen del TGF-f, resulta en fibrosis hepatica pero
también en lesiones renales caracterizadas por una expansion mesangial y fibrosis
tibulointersticial (111).

El modele Thy-1 de glomerulonefritis proliferativa mesangial aguda se demuestra
un incremento en el mRNA del TGF-B,, un incremento en la proteina Y un incremento en la
produccién 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
antigeno Thy-1 expresado en las células mesangiales de rata, que genera una mesangiolisis

dependiente de complemento. seguida por una proliferacién celular mesangial exuberante y
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expansion de matriz (112). La historia natural de este modelo de glomerulonefritis es la
resoluciéon eventual de todas las anormalidades histolégicas en pocas semanas después de la
administracion 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 ademas, que la administracion del anticuerpo anti-TGF-f atenua la
produccion de componentes de matriz glomerular y previene la expansion mesangial (113),
lo cual apoya la idea de que el TGF-f es causa y no consecuencia de la enfermedad.

Ademas de la glomerulonefritis, en la cual se presenta un proceso inflamatorio
inicial antes de la fibrosis progresiva del rifion, existen enfermedades que presentan este
fenomeno inflamatorio antes de la glomeruloesclerosis. La nefropatia diabética y la
glomeruloesclerosis focal y segmentaria son dos entidades que caen dentro de esta ultima
categoria y que han sido estudiadas en relacion al papel del TGF-B en la patogénesis de la
fibrosis. En todos los modelos de nefropatia. diabética y de otras etiologias. se ha
observado un incremento en la produccion de TGF-B en el rifion que precede al dafio
histopatolégico y funcional (114). Frecuentemente ocurre que el TGF-B estimula su propia
sintesis, estableciendo un circulo de autoestimulacion, que puede mantenerse aun en
ausencia del estimulo inicial. En pacientes diabéticos también se han encontrado niveles
aumentados del TGF-B en el rifion y en circulacion. lo cual sugiere que los mismos
mecanismos fisiopatolégicos se presentan en la enfermedad humana (115). Lang y cols.
(116), proponen un nuevo mecanismo que involucra la participacion de una cinasa de
proteinas (hSGK) recien descrita. que responsabiliza al TGF-B de los cambios funcionales
de la nefropatia 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
proteinas clonada originalmente como un gen regulado por el volumen celular. La hSGK es
capaz de regular la actividad del cotransportador de Na*:K*:2CI" sensible a furosemida del
asa ascendente de Henle (BSC1) y del canal epitelial de sodio (EnaC) del tubulo colector.
Esta funcién sugiere un mecanismo para explicar la hiperfiltracion glomerular y la
hipertension sistémica que se observan en la nefropatia diabética. El TGF-B y
concentraciones elevadas de glucosa en fibroblastos 3T3 en cultivo (que estimula la

produccién autécrina de TGF-B), aumentan el mRNA de la hRSGK (116). Estos hallazgos




afiaden al gen de la hSGK a la lista de los genes regulados transcripcionalmente por TGF-
B (117).

7. Inhibidores del TGF-

El TGF-p participa en la homeostasis del organismo y su desregulacion
desencadena varios procesos patolégicos caracterizados principalmente por inflamacién o
fibrosis. La inhibicion del TGF-B puede detener el desarrollo de estados patologicos
asociados con fibrosis, tales como la cirrosis, la fibrosis pulmonar, el escleroderma, la
pancreatitis cronica y la nefroesclerosis, entre otros. La biisqueda de inhibidores de este

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

actividad anti-TGF-p.

7.1. Decorina

La decorina es un proteoglicano de MEC que puede interactuar con el TGF-$. 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
aminoacidos rica en leucinas. Los TGF-B;. TGF-B, y TGF-B; se unen a la decorina con la
misma eficiencia. permitiendo que funcione como un reservorio de factores de crecimiento
a7n.

La expresion de decorina inhibe la proliferacion de células de ovario de hamster
(CHO), las cuales normalmente no sintetizan esta proteina. Esta inhibicion de la
proliferacion es causada por el bloqueo de la actividad de TGF-f por la decorina (17). Ya
que las células CHO requieren TGF- para su proliferacion, se concluye que la decorina
induce inhibicion de la proliferacion por bloqueo de este factor de crecimiento.

Aunque hay evidencias de que la decorina bloquea la accion del TGF-B, 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 unién de TGF-p
radioactivo a sus receptores (118). Ademis. se ha descrito que la decorina es capaz de
unirse al receptor del EGF (“epidermal growth factor”) y desencadenar los efectos

mitogénicos de este factor (119). No obstante la controversia en cuanto a su accién
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inhibidora, se ha visto que la decorina es capaz de prevenir la glomerulonefritis en ratas por
la administracion durante 6 dias de 450 pg de decorina recombinante o purificada de tejido
bovino, después de la inyeccidon de suero anti-timocito. Este tratamiento disminuyé en un
50 %, el depdsito de fibronectina y tenascina en el glomérulo (120). Ademas. las lesiones
causadas por el dafio glomerular fueron aminoradas por terapia génica con un vector de
expresion para la decorina directamente transfectado en el miisculo esquelético (121).

La decorina inhibe ademas, los efectos del TGF- en la tuberculosis pulmonar (TB).
A una concentracion de 50 pg/ml, fue capaz de inducir respuesta proliferativa de células T
de pacientes con TB. La decorina aumenté el nivel de IFN-y en cultivo de células PBMCs
de pacientes con TB en respuesta a PPD y disminuyd un 50 % el crecimiento de
micobacterias en monocitos infectados con M. tuberculosis (122).

Recientemente, se ha demostrado que la expresion transitoria de la decorina en el
pulmén de ratones tratados con bleomicina, reduce la respuestra fibrogénica de estos

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

7.2. Receptor 1I soluble

La transduccion de la sefial del TGF-B se lleva a cabo mediante su unién a los
receptores | y I1. Basados en el hecho de que el TGF-f es primeramente reconocido por el
receptor II y después por el receptor I, se generé un receptor Il soluble para impedir la
actividad del TGF-f. Este receptor soluble presenté 10 veces menor afinidad de unién del

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

*+ ' soluble es una molécula monomérica vy el receptor de membrana es un homodimero al igual

que el TGF-p (124).

: Con el fin de crear un inhibidor eficiente con la capacidad de bloquear la unién de
:TGF—B al receptor I1 y prevenir asi la subsecuente transduccion de sefial, se generé una
’quunera de cDNA denominada TGF-BRII/Fe que codifica para un dominio extracelular del
réceptor tipo II de TGF-B fusionado a un dominio Fc de inmunoglobulina G. Cuando se
transfectd esta construccion en células de mamifero, el TGF-BRII/Fc se secretd como una
molécula dimérica unida por puentes disulfuro. Este TGF-BRII/Fc recombinante fue capaz

de revertir la respuesta antiproliferativa inducida por TGF-B,; en células Bnul-7 en cultivo a
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la concentracion de 1.25 pg/ml (9.6 nM). Ademas, 10 pg/ml (77‘ nM) del TGF-BRII/Fc
disminuyé la produccion de fibronectina EIIlA-positiva inducida por TGF-f; en cultivos de
células de rifion de ratas normales. El ¢cDNA quimérico se introdujo en el muisculo
esquelético de ratas nefriticas con el fin de bloquear la actividad del TGF- en el glomérulo
nefritico por la liberacion sistémica de la molécula quimérica. El tratamiento con
transfeccion genética de 5 a 20 ng de cDNA TGF-BRII/Fc pudo suprimir el mRNA de
TGF-p glomerular en ratas nefriticas en un 50 %, con un efecto comparable en la reduccion
de la acumulacion de MEC. De acuerdo a lo anterior, el TGF-BRII/Fc es capaz de inhibir la
accion del TGF-B in vitro e in vivo por lo que la terapia génica con esta molécula puede ser
ttil en la glomeruloesclerosis (125).

Ademas, la molécula quimérica tiene un efecto inhibitorio en la fibrogénesis
experimental inducida por ligacion del conducto biliar comin en ratas. Esto implica que
seria importante hacer una evaluaciéon clinica de esta molécula como un agente para
controlar la fibrosis hepatica en enfermedad hepatica cronica (126).

Se ha demostrado que el receptor soluble tipo Il para TGF-B inhibe la sefializacién
de TGF-B en células de cancer pancredtico in vitro y atenua la formacion de tumor en

ratones (127).

7.3. Péptido asociado de latencia (LAP).

Otra proteina recombinante capaz de bloquear los efectos del exceso de TGF-B es el
peptido asociado de latencia (LAP). Ensayos in virro de inhibicién de proliferacion e
induccién genética demostraron que ¢l LAP es un potente inhibidor de las actividades del
TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B;. Ademas, en ensayos in vivo usando ratones transgénicos que
sobreexpresan el TGF-f, en higado, se pudo demostrar que la administracion del LAP
suprime el efecto antiproliferativo hepatico que el TGF-p tiene en estos animales cuando se

someten a hepatectomia parcial (128).

7.4. Anticuerpos neutralizantes anti-TGF-3
En varios padecimientos. la fibrosis ha sido bloqueada por la inyeccion de

anticuerpos neutralizantes anti-TGF-B. La administracion de 1 ml de suero de conejo anti-




TGF-f al mismo tiempo de la induccion de glomerulonefritis en ratas y durante 6 dias
consecutivos, suprimioé el incremento en la producciéon de MEC y atenué dramiticamente
las manifestaciones histolégicas de la enfermedad. La sintesis de proteoglicanos en este
caso disminuy6 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 neutralizantes anti-TGF-p (129). En
ratones con diabetes inducida por estreptozotocina se observé un incremento en la
expresion renal del TGF-B, colagena y fibronectina, aparicion de TGF-B en orina e
hipertrofia. En este caso, la administracion de 300 pg de anticuerpo neutralizante anti-TGF-
B administrado durante 8 dias (en dias alternados), suprimié la produccién de TGF-B;,
colagena IV (al) y fibronectina en un 40, 50 y 90 % respectivamente. Se redujo ademas el
incremento del peso del rifion en un 50% (130).

Ademas del uso de anticuerpos neutralizantes anti-TGF-B, se ha empleado un
anticuerpo anti-receptor II del TGF-B para bloquear la actividad de este factor en la
glomerulonefritis en ratas inducida por anticuerpo monocional anti-timocitos. El anticuerpo
monoclonal humano anti-receptor 11 del TGF-B se produjo en ratones. El tratamiento de las
ratas con 9 mg de este anticuerpo el dia de la induccion de la glomerulonefritis y 4 dias
después, fueron capaces de disminuir la expansion mesangial en ratas con
glomerulonefritis. Este anticuerpo fue capaz de disminuir en un 50 % la expresion de o-

actina, fibronectina-EDA y coldgena tipo I (131).

7.5. a2 -macroglobulina

Ademis de la interaccion con receptores de superficie, el TGF-B también se une a
varias proteinas solubles. Estas incluyen la az-macroglobulina, la decorina.el biglicano, la
trombospondina. el precursor B-amiloide y la a-fetoproteina (1). La relevancia biologica de
estas proteinas que unen TGF-P no se conoce, sin embargo, pueden alterar la disponibilidad
del ligando por los receptores de sefialamiento.

La o,-macrogiobulina es una glicoproteina 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 aminoacidos (132). Las subunidades estan
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unidas en dimeros por puentes disulfuro y en homotetrameros por interacciones no
covalentes (133). Ademas de su actividad como inhibidor de proteasas, esta proteina
funciona como el principal acarreador y regulador de ciertas citocinas, incluyendo
isoformas de la familia del TGF-B. Se ha demostrado que gran parte del TGF-$ del suero
esta asociado con esta proteina y que este TGF-J esta inactivo (16). La unién del TGF- a
la az-macroglobulina no es dependiente de la estructura cuaternaria de o2-macroglobulina.
La oap-macroglobulina une al TGF-B; y TGF-B2 con una Kyg de 300 y 10 nM
respectivamente. Para localizar el sitio de union del TGF-B a la as-macroglobulina, se
disefiaron 5 fragmentos de DNA que juntos codifican los aminoacidos 122 a 1302. Los
fragmentos de DNA fueron expresados como proteinas de fusion. En este caso el péptido
que incluye los aminoacidos del 614 a 797, fue capaz de unir al TGF-B;, y TGF-B, y
neutralizé la actividad del TGF-, y TGF-B: en ensayos de proliferacion en células

endoteliales de corazén fetal bovino a la concentracion de 200 nM (134).

7.6. Péptidos sintéticos

Se han desarrollado varios péptidos sintéticos designados como 1 (41-65), B2 (41-
65) y B3 (41-65) cuya secuencia de aminoacidos corresponde a los residuos 41 a 65 del
TGF-Bi. TGF-B2 y TGF-B; respectivamente. Estos péptidos fueron capaces de inhibir la
unién de isoformas radioactivas de TGF-B a los receptores de las células de epitelio
puimonar de bison (MvlLu). El B1 (41-65) a la concentraciéon de 10 uM fue capaz de
bloquear la inhibicion de la proliferacion y la expresion del inhibidor del activador de
plasmindgeno inducido por el TGF-B en estas células (135). Aunque estos péptidos
bloquean la accion del TGF-B in vitro. no se ha demostrado su utilidad in vivo.

Se ha sintetizado ademas el péptido LSKL derivado de la secuencia del LAP que
bloquea la activacion del TGF-f3 por trombospondina. Este péptido ha sido capaz de reducir

el dafio renal en un modelo de nefropatia experimental (anti-Thy1) (136).
7.7. Oligonucleétidos antisentido.

La administracion de oligonucledtidos antisentido ha bloqueado la expresion 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 especifico evitando su procesamiento y por lo tanto la expresion
de una proteina dada. En el caso del TGF-B, se ha observado que la inhibicion de la
expresion del gen del TGF-B por oligonucleétidos antisentido ha podido suprimir el
desarrollo de glomerulonefritis experimental (137). También se ha logrado bloguear la
expresion del gen para TGF-B, en células hepiticas en cultivo utilizando oligonucleétidos
(138). Recientemente se ha descrito que el tratamiento con oligonucledtidos de TGF-B,
antisentido en ratones diabéticos disminuyé la produccion de TGF-B, y la hipertrofia de las
células del tibulo proximal inducida por altas concentraciones de glucosa in vitro y previno

parcialmente el incremento de peso y expresiéon de matriz extracelular del ratén (139).

7.8. Inhibidores intracelulares.

Otra estrategia para inhibir las acciones del TGF-B ha sido el uso de inhibidores
intracelulares de la via de sefialamiento. Se ha descrito que la expresion del transgen para
Smad 7 en ratones con fibrosis en el pulmén inducida por la bleomicina suprime el mRNA
de precoldgena tipo I, reduce el contenido de hidroxiprolina y evita el dafio morfologico
fibrético en el pulmén. Ademas, bloquea la fosforilacion de Smad2 inducida por
bleomicina en este organo. Estos datos indican que el transgen de Smad7 previene la
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, sugiriendo que la Smad7 puede tener aplicacién
en el tratamiento de la fibrosis pulmonar (140). Se han desarrollado también inhibidores de
las cinasa de los receptores de sefialamiento. Entre ellos se encuentra el compuesto llamado

SB431542 que es un inhibidor de la cinasa del receptor [ .
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios se han buscado intensamente moléculas neutralizadoras del
TGF-B que permitan disminuir la sintesis exagerada de matriz extracelular dependiente de
TGF-B que es comun en varias enfermedades renales, hepdticas, pulmonares y de otros
organos. Se han descrito varias moléculas que pueden inhibir la actividad del TGF-§ en
diferentes modelos animales, sin embargo la mayoria de estos inhibidores no se encuentran
en forma natural en el organismo por lo que podrian desencadenar reacciones
inmunolégicas adversas. Se ha observado que el medio condicionado de células que
expresan la forma soluble del betaglicano, tiene la capacidad de unir al TGF-$ con alta
afinidad y puede bloquear la union del factor a los receptores de sefialamiento (49). En vista
de que la forma soluble del betaglicano se encuentra en forma natural en suero y matriz
extracelular (55) cabria esperar que la administracion del betaglicano soluble recombinante
no desencadenara reacciones inmunologicas adversas, por lo que es un candidato ideal

como agente anti-TGF-f3.

HIPOTESIS
El betaglicano soluble recombinante es capaz de unir al TGF-B con alta afinidad y
evitar la unién del factor a los receptores 1 y Il y por lo tanto puede actuar como un potente

inhibidor de los efectos del TGF-B in vivo.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue caracterizar bioquimicamente al betaglicano soluble
recombinante y analizar su capacidad como un agente terapéutico anti-TGF-f.

Para ello, se obtuvo betaglicano soluble recombinante de rata utilizando el sistema
de expresion en baculovirus. El betaglicano soluble recombinante se empleé en el estudio
de sus propiedades bioquimicas, su selectividad de unién a las diferentes isoformas de
TGF-B y su capacidad anti-TGF-B in vitro mediante ensayos de activacion transcripcional y
de inhibicion de la proliferacion. Ademas, se analizé la potencia del betaglicano soluble
recombinante como un agente anti-TGF-B in vivo empleando el modelo de

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

Reactivos y cultives 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
antibidtico-antimicotico (100 unidades de penicilina G, 100 pg de sulfato de estreptomicina
y 0.25 pg/ml de anfotericina B en solucion salina 0.85%, GIBCO/BRL). Las células FBHE
(CRL-1395, ATCC) fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10 % de SFB y
mitégeno endotelial. Las células MMC fueron cultivadas en medio DMEM bajo en glucosa
(1 g/1) suplementado con 10 % de SFB y 2 mM de glutamina (GIBCO/BRL). Las células de
insecto S9 (células ovaricas de Spodoptera frugiperda, Invitrogen, Carlsbab, CA) fueron
cultivadas en medio Grace (GIBCO/BRL) suplementado con 10 % de SFB, *“‘yeastolate™
(GIBCO/BRL), hidrolizado de lactoalbamina (GIBCO/BRL) y antibi6tico-antimicético.
Las células H5 “High five™(células oviricas de Tricoplusia ni, Invitrogen, Carlsbad, CA)
fueron cultivadas en “spinners”™a 27 °C a 100 rpm usando medio Express Five
(GIBCO/BRL) sin suero suplementado con 4 mM de glutamina y antibi6tico-antimicotico.
El TGF-B, y el anticuerpo neutralizante anti-TGF-p (AB-100-NA) fueron de R & D System
- (Minneapolis, MN. U.S.A.). Los TGF-B, y TGF-B; fueron donados por el Dr. N. Cerletti

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

(Héspital of Sick Children, Toronto. Ontario Canada). Los amortiguadores y sales fueron
£ adquiridos de Sigma Aldrich Co. (México). El material de plastico 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
dietilaminoetil-dextran (DEAE-Dextran) (141). Para ello, las células se sembraron en cajas
Petri para cultivo de 78.5 cm® de area. Al siguiente dia. se removié el medio de cultivo y las
células se lavaron 2 veces con medio DMEM sin suero y se adicioné la mezcla de
transfeccion (10 pg de plasmido, cloroquina 0.1 mM. 0.4 mg/ml de DEAE-Dextran). Las

células se incubaron 4 h a 37 °C. Posteriormente, se quité el medio a las células y se
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incubaron con DMSO al 10% en PBS durante 1.5 min. Se enjuagéron 1 vez con medio
DMEM vy se les agregé medio DMEM suplementado con 10% de SFB y antibiético-
antimicético. Las células COS-1 se ensayaron 48 horas después de la transfeccion, para lo
cual se sembraron en placas de 28 cm’ y se incubaron en medio DMEM sin suero durante
36 horas. Se colecté el medio condicionado y se analiz6 la presencia de la proteina
recombinante mediante la técnica de western blot. Las células Mv1lLu se sembraron para
ser ensayadas por el método de luciferasa.

Las células HepG2 se transfectaron utilizando el método de precipitacion de fosfato
de calcio (142). Para ello, las células se crecieron en cajas de Petri de 78.5 cm? de drea a un
50 % de confluencia en medio de cultivo DMEM adicionado de SFB al 10% y antibi6tico-
antimicético. Se removié el medio de cultivo y se sustituyé por 9 ml de medio fresco. Se
adiciond la mezcla de transfeccion gota a gota (10 ng de DNA en 250 pl de agua estéril
mas 250 ul de CaCI2 250 mM mezclando en vortex con 250 ul de amortiguador de HEPES
(NaCl 224.5 mM, HEPES 40 mM, Na2HPO4 1.2 mM pH 7.05)), y se incubo por 16 horas.
Se retird la mezcia de transfeccion y se adicionaron 4 ml de glicerol al 10 % en PBS por 2
min. La placa se lavé 2 veces con PBS, se adicioné medio completo y se incubd a 37 °C
por 4 horas. Después de este tiempo. las células se sembraron para ser ensayadas por el
método de luciferasa.

La transfeccion de las células de insecto Sf9 se realizo utilizando el kit de
transfecccion Bac-N-Blue (Invitrogen). Para ello. se sembraron I X 10° células Sf9 en cajas
Petri de 9.5 cm® de area con medio Grace completo. En un tubo de poliestireno se
mezclaron 100 ng de DNA AcMNPV (DNA baculoviral) y 1 ng del vector pbluebac4 con
la secuencia para el betaglicano soluble. Se adicioné igual volumen de lipofectina diluida
1:1.5 con agua estéril. La solucion se mezclé y se incubd a temperatura ambiente por 15
min. La monocapa de células SO se lavé 2 veces con medio Grace sin suplementos. Se
adicionaron a la monocapa de células, 1 ml de medio Grace sin suplementos y la mezcla de
DNA-lipido. Las células se incubaron en camara himeda a 27 °C por 5 horas. Después de
este tiempo, se adicioné 1 ml de medio de cultivo completo a las células y se continuo la
incubacién durante 8 dias. El medio condicionado conteniendo al baculovirus recombinante

se cosechd en condiciones estériles y se mantuvo a 4 °C hasta su uso (143).
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Western blot
Los medios condicionados fueron sometidos a electroforesis en geles

desnaturalizantes de poliacrilamida, transferidos a membranas de nitrocelulosa y probados
con anticuerpo monoclonal anti-c-myc (9E10) (144). Para la deteccién 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 9E10 (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 raton (SIGMA ALDRICH) diluido 1:5000 en PBS-T, durante 30 min a
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 cm® con 1.5 X 10° células Sf9 en 2 ml de medio
Grace compieto. Se incubaron 2 horas a 27 °C. El medio condicionado obtenido de la
transfeccion de las células Sf9. el cual contenia al baculovirus recombinante, se diluyo a 10°
', 10? y 10 en medio Grace completo. Se removié el medio de las células y adicionaron
100 pl de la dilucion del virus. La infeccion se hizo por duplicado. Las células se incubaron
| hora a temperatura ambiente con agitacién suave. Posteriormente, se descarté el indéculo
de virus en una solucion desinfectante y se cubrieron las células con 2 ml de agarosa de
bajo punto de fusion al 1% (GIBCO. BRL) en medio Grace completo a 27 °C. Una vez
gelificada la agarosa (10-15 min). cada placa se cubrié con 1 mi de medio Grace completo.
Se pusieron las cajas Petri en camara himeda y se incubaron a 27 °C por 5 dias. Para tediir
las placas de lisis de virus recombinante (virus lac-Z positivo), se removié el liquido que
cubria la caja Petri y se descarté en una solucién desinfectante. Se adiciond 1 ml de medio
Grace completo conteniendo 15 pl de X-gal (al 2 % en dimetilformamida). Las cajas se
incubaron 5 horas a 27 °C y se les quité la solucién de tincion. Estas cajas se invirtieron y

se incubaron a temperatura ambiente toda la noche, protegidas de la luz (143).
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Obtencién de stock de baculovirus de alto titulo

Las células S se sembraron a una concentraciéon de 5 X 10* células/pozo en placas
para cultivo de 12 pozos. Usando una pipeta Pasteur estéril y un bulbo, se penetré la
agarosa y se removié la placa de lisis de virus recombinante. Se transfirié una placa de lisis
a cada pozo. Se sell6 la placa con parafiim y se incubd a 27 °C durante 6 dias. Se coseché
el medio condicionado de cada pozo. se centrifugd y se mantuvo el sobrenadante a 4 °C.
Este sobrenadante se¢ denominé stock viral P-1. Posteriormente, se sembraron 2 X 10°
células SO en 5 ml de medio completo en cajas Petri de 28.2 cm’. Se adicionaron 20 pl del
stock P-1 a cada caja y se incubaron a 27 °C entre 5 y 10 dias, o hasta tener del 80 al 90 %
de lisis. Se coseché el medio condicionado mediante centrifugacion. Se colecto el
sobrenadante y se le denominé stock viral P-2. Se tomé 1 ml del sobrenadante y se congelo
a -80 °C como stock de reserva. El resto se guardé a 4 °C protegido de la luz.

Para obtener un stock de virus de alto titulo a gran escala, se adicionaron 5 mi de
stock viral P-2 a 500 ml de células Sf creciendo en suspension a una densidad de 1.8 a 2.2
x 10° células/ml. Se incub6 el cultivo a 27 °C con una agitacion constante de 100 rpm
durante varios dias. E! cultivo se cosechd cuando se obtuvo = 90 % de de lisis celular,
mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se guardé a -70

°C protegido de la luz hasta su uso.

Titulacion del baculovirus
La titulacion del baculovirus se hizo mediante el ensayo en placa descrito

anteriormente. Para la titulacion se ensayaron diluciones del virus de 10* a 10-°.

Purificacién del betaglicano soluble recombinante

Las células H5 crecidas a una densidad de 2 X 10° células/ml se infectaron a una
multiplicidad de infeccion de 10 con un stock de alto titulo de baculovirus recombinante.
Después de 48 h. se adicioné PMSF al cultivo a una concentracién final de 1mM y se
obtuvo el medio condicionado mediante centrifugacion a 12000 rpm durante 30 min a 4 °C.
El medio condicionado se concentré 10 veces usando un sistema de ultrafiltracion Minitan
(Millipore, Bedford, MA). El betaglicano soluble recombinante se purifico a partir del

medio condicionado mediante cromatografia de afinidad por iones metalicos inmobilizados
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(IMAC). Para ello, se utiliz6 sefarosa quelante de flujo rapido (Amersham Pharmacia
Biotech, UK) cargada con niquel y equilibrada con buffer de lavado (hepes 25 mM pH 7.5,
KCl 1M, imidazole 20mM y PMSF 1mM). El betaglicano se eluyé utilizando un gradiente
continuo de imidazol de 20 a 250 mM en un volumen de 200 ml. Se colectaron fracciones
de 5 ml y se detecté el betaglicano mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y reductoras, tincion con plata y western blot utilizando el
anticuerpo policlonal 822. Las fracciones conteniendo el betaglicano puro se concentraron
mediante un sistema de amicon (Millipore, Bedford, MA). La muestra se dializé contra
buffer de fosfatos y salina (PBS) conteniendo 1% (v/v) de glicerol y 1 mM de PMSF. Se
determind la concentracion de proteinas en la muestra mediante el método de Bradford y se
congelé en alicuotas a -70°C hasta su uso. Para poder reutilizar la columna quelante se
despego el niquel con buffer de lavado adicionado de 50 mM de EDTA. Se lavé con agua
ultrapura y se cargé nuevamente con NiCl; 50 mM. La columna se guardé a 4°C hasta su

uso.

Filtracién en gel

Para la filtracién en gel, 30-50 pg 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 liquida de alta resolucién (HPLC) Beckman Gold 126.

El buffer de la columna fue NaH,PO, 25 mN, NaCl 150mM. pH 6.8 a un flujo de 1
mb/min. Las proteinas se detectaron por su absorbancia a 280 nm y las fracciones fueron
colectadas y analizadas en peles desnaturalizantes de poliacrilamida en condiciones
reductoras. mediante tincion con plata. El peso molecular dei betaglicano soluble en
condiciones nativas se obtuvé comparando el volumen de elusién del betaglicano con el
volumen de elusion de proteinas estandar (tiroglobulina, IgG, ovoalbumina, mioglobina y

vitamina B12).

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 poliacrilamida y

las bandas fueron detectadas mediante tincién con plata. Para la titulacién de los agentes
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desnaturalizantes o reductores: urea, HCl-guanidina, ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol,
dodecilsulfato de sodio (SDS), Tritén X-100 y Nonited P40, el betaglicano soluble fue
incubado con estos agentes por 30 minutos a 37 °C antes de la electroforesis. El cilculo del
peso molecular fue hecho de acuerdo al método de Ferguson usando estandares de peso

molecular: catalasa y monomeros, dimeros. trimeros y tetrameros de BSA (148).

Desglicosilacién

La desglicosilacion quimica del betaglicano soluble fue llevada a cabo mediante el
método descrito por Sojar y Bahl (149). Brevemente, 50 pug del betaglicano soluble
recombinante alquilado y liofilizado fueron incubados en la obscuridad a 4 °C por 2 hr con
100 pl de acido trifluorometanosulfonico (TFMS) en tubos de vidrio saturados con N;. La
reaccion se detuvo adicionando piridina al 60% a —20 °C. La proteina fue dializada
exaustivamente contra agua y concentrada en un Speed Vac (Savant Instrument). Para su
analisis. la proteina fue solubilizada y repurificada por IMAC via su extremo carboxilo
terminal de seis histidinas. Posteriormente. la muestra fue sometida a electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras y detectada por western

blot usando anticuerpo 9E10 anti-myc y concanavalina A.

Secuenciacion amino-terminal

Para la secuenciacion 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 proteina
transferida fue tefiida con azul de Coomassie y sometida a degradacion de Edman
automatizada en un secuenciador de proteinas (LF 3000, Beckman Instrument) equipado

con un sistema de HPLC Beckman.

Marcado por afinidad

El marcado por afinidad del betaglicano soluble recombinante se realizé mediante la
técnica descrita por Andres y cols. en 1989 (55) utilizando TGF-B marcado radiactivamente
con 'L, La jodinacién del TGF-p se realizo de acuerdo al método de cloramina T (23).

Para ello, se mezclaron 2 ug de TGF-B (en 5ui de acetonitrilo al 30 % y TCA 0.1%) con 5




ul de fosfato de sodio 1.5 M. Se adicionaron en campana de extraccién, 4 ul de Na'*’]

(aproximadamente 400 uCi) y 2 pL de cloramina T (50 pg/ml). Se incubd la mezcla
durante 2 min con agitacion constante. Se adicionaron 2 pl de cloramina T y se incubo
durante 1.5 min. Se adicionaron nuevamente 2 ul de cloramina T y se incubé durante 1
min. La reaccién se detuvo adicionando 10 ul de N-acetiltirosina 50 mM, 100 ul de Ki 60
mM y 100 pl de urea (1.2 g en acido acético 1 M). Se realiz6 la separacion del TGF-p
marcado del '] libre, utilizando columnas de sephadex-G25 (Pharmacia Biotech) y se
cuantificé su actividad especifica mediante cromatografia de capa fina.

Los ensayos de union de TGF-f a saturacion, se realizaron con 10 ng de betaglicano
recombinante resuspendido en PBS con triton X-100 al 0.05%. Las muestras se incubaron
con diferentes concentraciones (0.05-16 nM ) de TGF-B; marcado con '?’I durante 3 horas
a 4°C. La reaccion de entrecruzamiento se llevé a cabo mediante la adicion de
disuccinimidiisuberato (DSS) a una concentraciéon de 0.1 mg/ml. La reaccion se detuvo
después de 15 min., adicionando Tris a una concentracion de 10 nM. Las muestras se
inmunoprecipitaron utilizando el anticuerpo monoclonal 9E10 anti-c-myc a la dilucién de
1:250 y se corrieron en geles desnauraiizantes de poliacrilamida al 7%. La union del TGF-
B1 al betaglicano se detecté mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular
Dinamics). La densitometria cuantitativa se llevd a cabo mediante el programa de
computadora ImageQuant y los datos fueron analizados con el programa de computacion
Prism.

Los ensayos de competencia de union del TGF-B al betaglicano se realizaron de
acuerdo al protocolo anterior, incubando 10 ng de betaglicano soluble recombinante con

100 pM de con '**I-TGF-B y diferentes concentraciones de TGF-B frio (0.25- 4 nM).

Ensayo de luciferasa

Las células MvlLu y HepG2 fueron transfectadas con 10 pg de plasmido reportero
mediante el método de dietilaminoetil-dextran y el método de precipitacién de fosfato de
calcio respectivamente. Las células transfectadas fueron tripsinizadas y sembradas en cajas
para cultivo de células de 24 pozos a una concentracion de 50.000 células/pozo. Al

siguiente dia. se adicionaron diferentes concentraciones de betaglicano soluble
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recombinante y TGF-B a una concentracion de 20 pM, y se incubaron 18 h. Por dltimo, las
células fueron lisadas en buffer de lisis (Tris-fosfato 25 mM pH 7.8, DTT 2 mM, acido 1.2
diaminociclohexano-N,N,N" N’ tetracético 2 mM, glicerol 10% y Tritén X-100) y
ensayadas para actividad de luciferasa usando un sistema de ensayo para luciferasa
(Promega) mezclando 50 pl del extracto celular con 5C ul del reactivo de luciferasa. La
emision de luz fue medida durante los primeros 30s de la reaccion usando un luminometro
(Berthold Lumat LB 9501). El ensayo se realizd también utilizando diferentes

concentraciones de un anticuerpo anti-TGF-3 comercial.

Ensayo de inhibicién de la proliferacion

Se sembraron células FBHE en cajas para cultivo de células de 96 pozos a una
concentraciéon de 1 X 10* células/pozo en medio de cultivo DMEM con 0.2 % de SFB y
mitdgeno endotelial. Al siguiente dia, se adicioné TGF-$ a una concentracién de 40 pM y
diferentes concentraciones de betaglicano soluble recombinante en medio de cultivo
DMEM con 0.2 % SFB y mitégeno endotelial. Las células se incubaron durante 48 h a 37
°C y se puisaron con 0.5 nCi de 3H-Timidina en 25 ul de medio de cultivo, 18 horas antes
de ser cosechadas. Las células se cosecharon y se midié la incorporacion de timidina en las

muestras utilizando un contador de centelleo (Beckman).

Induccion de proteinas de matriz extracelular en células MMC

Las células MMC se incubaron durante 48 horas en medio DMEM bajo en glucosa
(1 g/1) suplementado con 2mM de glutamina (GIBCO/BRL.). Posteriormente las células se
incubaron en medio DMEM con baja (1 g/l) o alta concentracion de glucosa (4.5 g/l), en

presencia o ausencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante durante 24 horas.

Glomerulonefritis aguda experimental

Para la induccién de la glomerulonefritis se utilizé el anticuerpo policlonal anti-
timocito (ATS) donado por el Dr. Jonson, Division of Nephrology, Department of
Medicine. University of Washington, Seatle, Washington, USA y €l anticuerpo monoclonal
anti-timocito (OX-7) purificado mediante precipitacion con sulfato de amonio, a partir de

medio condicionado de células de hibridoma (European Collection of Cell Culture No.
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84112008) crecidas en medio de cultivo libre de proteinas (SIGMA). La glomerulonefritis
se indujo en ratas macho de 150 a 200 g de peso, inyectando 1 ml de anticuerpo ATS o 300
ug de anticuerpo OX-7 por via intravenosa. Un dia después, las ratas fueron tratadas con
PBS o diferentes dosis de betaglicano soluble recombinante. Cada dosis se administré
diariamente por via intraperitoneal durante 6 dias. Al octavo dia las ratas fueron

sacrificadas y se obtuvieron los rifiones para su estudio.

Tincién con acido peryoddico-reactivo de Schiff (PAS)

Los rifiones fueron cortados longitudinalmente en dos partes. Uno de los fragmentos
se fij6 con formaldehido al 10 % en PBS y posteriormente se incluyé en parafina. Se
hicieron cortes de 3 nm de grosor y se tifieron de acuerdo al protocolo establecido.
Brevemente, los tejidos se desparafinaron e hidrataron, incubando 30 min a 60 °C, 5 min en
xileno (2 veces), aicohol absoluto, alcohol al 96° y agua destilada. Los tejidos fueron
incubados en acido peryédico al 0.5 %, se lavaron con agua destilada y se incubaron con el
reactivo de Schiff durante 30 min. Posteriormente, se lavaron con agua corriente caliente y
se contratifieron con Hematoxilina de Harris incubando en hematoxilina 5 min y lavando
con agua corriente, alcohol acido. agua corriente, agua amoniacal y agua corriente. Los
cortes de tejido se deshidrataron incubando en alcohol 96°, alcohol absoluto y xileno, se

montaron en resina y se observaron al microscopio.

Inmunohistoquimica

Se hicieron cortes por congelacion de 4 um 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 min y en etanol al 96 % durante 2 min. Los
tejidos se incubaron en H20; al 15 % en metanol durante 1.5 h y posteriormente en alcohol
al 96 % durante 2 min y en agua destilada durante 2 min. Los tejidos se incubaron 30 min
con BSA al 2 % en PBS, se eliminé el exceso de buffer y se lavaron 5 veces con PBS-
Tween 20 al 0.05 %. Los tejidos se incubaron con los anticuerpo anti-colagena 1V o anti-
colagena I (Rockland) diluidos 1:250 en BSA al 1 % en PBS. durante toda la noche a
temperatura ambiente en camara himeda 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 1:400, 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 analisis morfométrico de
los tejidos mediante el programa de computadora LeikaQwin, que permitié medir el area
glomerular tefiida por los anticuerpos utilizando un microscopio optico conectado a la

computadora.

Northern blot

Se extrajo el RNA de las células MMC utilizando el método de Trizol (Life
Technologies). Brevemente, las células se disgregaron en 1 mi de Trizol. Las muestras se
incubaron 15 min a temperatura ambiente y posteriormente se les adicioné 0.2 ml 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 °C. Se recuperé la fase
acuosa y se precipitdo el RNA adicionando 0.5 ml de isopropanol e incubando 10 min a 4
°C. Las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El botén de RNA se
lavé con 1 ml de etanol al 75 % y se centifugé a 7,500 rpm durante 5 min a 4 °C. El RNA
se seco al aire y se resuspendi6 en agua-DEPC 0.2 % esterilizada. El RNA fue cuantificado
" midiendo la absorbancia de las muestras a 260 nm.

Tambien se obtuvo RNA a partir de 100 mg de rifion congelado a -70 °C, utilizando
el método de Trizol. Para ello. los tejidos se disgregaron en 1 ml de Trizol utilizando un
homogenizador (Polytron-A., Kinematica. Switzerland). El RNA se purific6 como se
describi6 anteriormente.

Los RNAs se separon en geles de agarosa al 0.9 % conteniendo formaldehido 2.2 M
y se transfiri6 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 °C durante 4 horas con un buffer de formamida 50 %,

solucién denhardt’s 5X. SSC 0.1 %, SDS 0.1 %, buffer de fosfato de sodio 50 mM pH68y
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RNA de torula 250 pug/ml. Posteriormente, las membranas fueron hibridadas con 50 ng de
la sonda Col I (all) o la sonda mSGK marcadas radioactivamente con 50 nCi (*HdCTP
utilizando el kit Random primer DNA labeling (Boehringer Mannheim Biochemica). Las
membranas se hibridaron durante 18 h a 42 °C en buffer de prehibridaciéon. La
cuantificacion de la sefial del northern blot fue medida mediante escaneo en un
Phosphorimager (Molecular Dinamics). La densitometria cuantitativa se llevé a cabo
mediante el programa de computadora ImageQuant. Los datos fueron normalizados
utilizando la expresion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en las

muestras. Los datos fueron analizados mediante el programa de computacion Prism.

Analisis estadistico

Todos los datos estin expresados como promedio + desviacidon estandar. Los datos
fueron analizados usando la prueba t de Student. P < 0.05 fue considerada como

significativa.
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RESULTADOS
1. Caracterizaciéon bioquimica del betaglicano soluble recombinante baculoviral

1.1. Expresion 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-B con alta afinidad y
bloquear la unién del factor a los receptores de sefialamiento. 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-P. Para obtener cantidades suficientes del betaglicano soluble que nos
permitieran evaluar su efecto inhibidor sobre la accion del TGF-f, fue necesario recurrir a
la produccion del betaglicano soluble en forma recombinante utilizando el sistema de
baculovirus. ya que la alternativa de purificar al betaglicano soluble de fuentes naturales
seria 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
proteina de secrecidn que contenia un epitopo c-myc en el extremo amino-terminal para
facilitar su inmunodeteccién y un codon de terminacion justo antes de la secuencia que
codifica para la regién transmembranal del receptor, precedido de una secuencia para seis
histidinas que nos permitio su purificacion (figura 13).

Para probar que la construccion del cDNA mutagenizado para el betaglicano soluble
era funcional, se procedié a transfectar en las células COS-1 este cDNA y una versiéon
modificada del betaglicano soluble sin los sitios de unién de GAGs. La transfecciéon se
realizé mediante el método de DEAE-Dextran v los medios condicionados fueron
sometidos a electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, transferidos a
membranas de nitrocelulosa y probados con anticuerpo monoclonal anti-c-myc (9E10) para
detectar la presencia del betaglicano soluble. EI ¢cDNA del betaglicano soluble de rata
modificado expresado en las células COS-1 gener6é una proteina de secrecién. la cual fue
detectada por el anticuerpo monocional anti-c-myc. Este betaglicano soluble presenté un
patron de migracion de un proteoglicano de tiempo parcial, ya que se sintetizé con las

cadenas de glicosaminoglicanos y sin ellas. Este proteoglicano se observé como una
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His.;,-Glu-Asn-Gly-Gly-His-His-His-His-His-His-STOP

Membrana
celular

Figura 13. Construccion del betaglicano soluble. El cDNA que codifica para el betaglicano membranal de
rata fue mutagenizado insertando un codén de terminacion justo antes de la region transmembranal del
cDNA. Se incluyé una secuencia de seis histidinas en cl extremo carboxilo terminal y la secuencia del epitopo
c-myc en el amino terminal. Se muestran los sitios de unién de cadenas GAG (circulos vacios), e! péptido
sefial (region negra), la posicién de los residuos de cisteinas (puntos negros) y el epitépo c-myc en el extremo
amino-terminal (asterisco). Las regiones de secuencia similar a endoglina y uromodulina estdn 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 proteina medular de 100 kDa (figura 14, carril 1). Sin embargo, cuando el
c¢DNA modificado se expresé en células de insecto Sf9 usando el sistema de baculovirus, se
produjo sélo una proteina medular con una masa molecular de 110 kDa (figura 14, carril 3).
El betaglicano soluble producido usando el sistema de baculovirus migro ligeramente mas
rapido 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 proteina y también una disminucion en la capacidad de adicionar otro

tipo de oligosacaridos generando una proteina con una masa molecular menor a la

producida en las células de mamifero. Las bandas observadas alrededor y por debajo de 69 '

kDa pueden corresponder a productos de degradacion derivados de las proteinas de

secrecion.

1.2. Purificacién del betaglicano soluble recombinante

Una vez demostrado que la construccion del betaglicano soluble era funcional, se
procedié a obtener cantidades mayores del betaglicano soluble recombinante que nos
permitieran explicar el porque de las diferencias encontradas entre la proteina producida en
células de insecto y en células de mamifero, y analizar si a pesar de estas diferencias, el
betaglicano soluble producido en células de insecto era capaz de bloquear los efectos del
TGF-B tanto in vitro como in vivo.

Para obtener cantidades mayores de betaglicano soluble sc utilizaron células de
insecto HS5, las cuales producen mas proteina recombinante que las células Sf9. Las células
H5 se crecieron en suspension en medio Express five, el cual es un medio sintético libre
proteinas que nos permitid purificar la protcina en forma mas sencilla. Las células HS se
infectaron con el baculovirus recombinante a una multiplicidad de infeccion de 10 para
asegurar que todas las células se infectaran y sintetizaran la proteina al mismo tiempo.
Después de 2 dias de infeccion. se obtuvo el medio condicionado mediante centrifugacion y
se concentr6 usando un sistema de ultrafiltracion Minitan. El betaglicano soluble
recombinante se purific0 a partir del medio condicionado mediante cromatografia de

afinidad por iones metalicos inmovilizados, utilizando sefarosa quelante cargada con niquel
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Figura 14. Expresion del betaglicano soluble recombinante en células COS-1 y SM. El medio
condicionado de células COS-1 transfectadas con ¢l cDNA que codifica para el betaglicano soluble (BG
soluble) (carril 1) o su version sin GAGs (carril 2) v el medio condicionado de células Sf9 infectadas con el
baculovirus recombinante (carril 3) fueron anaiizados por western blot con el anticuerpo monoclonal 9E10
antj-c-myc. Los marcadores de masa molecutar se indican a la izquierda del gel.
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la cual nos permitié purificar al betaglicano soluble a través de su cola de histidinas. El
betaglicano se eluyé utilizando un gradiente continuo de imidazol de 20 a 250 mM en un
volumen de 200 ml. Se colectaron fracciones de 5 ml y se detecto el betaglicano mediante
SDS-PAGE, tincién con plata y western blot utilizando el anticuerpo policlonal 822. La
proteina eluida de la columna a través del gradiente fue detectada por su absorbancia a 280
nm y graficada (figura 15). En el cromatograma se observa una regién de mayor absorbacia
a 280 nm que corresponde al betaglicano soluble recombinante el cual eluyé de la columna
a partir de la concentracion de 120 nM de imidazol. El betaglicano se detecté en las
fracciones mediante SDS-PAGE y tincion de los geles con plata (figura 15). Las fracciones
conteniendo el betaglicano puro se concentraron mediante un sistema de amicoén (“Stirred
cell”) de 50 ml utilizando una membrana de corte de 10 kDa (Durapore, Millipore) y la
muestra se dializé contra PBS. Se determiné la concentracion de proteinas en la muestra y
se congeld en alicuotas a -70°C hasta su uso para evitar su degradacion. Como se muestra
en la figura 16, con este sistema se logré la purificacion a homogeneidad del betaglicano
soluble recombinante. La purificacion del betaglicano soluble recombinante tuvo un

rendimiento de entre 6 a 10 mg por litro de medio condicionado.

1.3. Secuenciacion amino-terminal del betaglicano soluble recombinante

La diferencia en masa molecular encontrada entre el betaglicano soluble producido
en células de insecto y en células de mamifero podria deberse a un procesamiento post-
traduccional defectuoso. el cual ha sido descrito en proteinas membranales o de secrecion
de mamiferos 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
demostraria que el péptido sefial del betaglicano soluble se proceso correctamente en las
células de insecto generando la proteina completa. Sélo se analizé el extremo amino, ya que
su extremo carboxilo estaba intacto porque contenia la cola de histidinas que nos permitié
purificarlo en la columna de afinidad.

Se determino la secuencia amino-terminal del betaglicano soluble recombinante
mediante degradacién de Edman automatizada y los primeros 16 ciclos de la degradacion

de Edman revelan la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 17. Esta secuencia

confirma la identidad de la proteina recombinante e indica que su péptido sefial fue
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Figura 15, Purificacién del betaglicano soluble recombinante mediante IMAC. E! betaglicano solubie
recombinante se purifico a partir del medio condicionado mediante cromatografia de afinidad por iones
metdlicos inmovilizados (IMAC). El betaglicano se eluyo utilizando un gradiente continuo de imidazol de 20
a 250 mM. Se colectaron fracciones y se detectd el betaglicano mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. tincion con plata y western blot utilizando el
anticuerpo policlonal 822. La proteina eluida de la columna a través del gradiente fue detectada por su
absorbancia a 280 nm y graficada.

53




©
kDa M WY eN
205 —
16| — g | <— Betagli
s etaglicano
97.5 e soluble
66 -
45 e
e

Figura 16. Expresion del betaglicano soluble recombinante en células HS. El betaglicano soluble
recombinante purificado de medio condicionado de células H5 infectadas con el baculovirus recombinante

utilizando IMAC fuc separado en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras y
. teflido con azul de Coomassie.
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procesado apropiadamente en las células H5. El corte del péptido sefial ocurre entre Ala®-

Gly?* del propéptido (figura 17), exactamente predicho por las reglas von Heijne (70).

1.4. Glicosilacién del betaglicano soluble recombinante

Debido a que el péptido sefial del betaglicano soluble producido en células HS fue
procesado adecuadamente, las diferencias en la masa molecular observadas entre el
betaglicano soluble producido en células H5 y en células COS-1 podrian deberse a
diferencias en el patréon de glicosilacion. Para confirmar esto, se dedujo la masa molecular
del betaglicano producido en células H5 después de su tratamiento con TFMS para eliminar
los carbohidratos de la molécula. La masa molecular se calculé a partir de geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. El anilisis del betaglicano
soluble baculoviral glicosilado, mediante western blot y la deteccion con concanavalina A
(figura 18, linea 3) reveld la presencia de oligosacaridos ricos en manosa en esta molécula,
muy probablemente pertenecientes a la clase que estan unidos a asparagina. La
desglicosilacion quimica del betaglicano soluble baculoviral con TFMS resulté en la
generacion de una proteina 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, lineas 2 y 4). Estos resultados indican que el TFMS
desglicosilo 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 dimero no covalente

Se ha descrito que ¢l betaglicano de membrana forma homo-oligémeros en ausencia
o presencia del TGF-p. Para determinar si el betaglicano soluble baculoviral forma estos
homo-oligomeros, se decidié determinar su masa molecular en condiciones nativas

utilizando cromatografia de filtracién en gel. Para ello, el betaglicano soluble baculoviral
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Figura 17. Secuenciacion amino terminal. La secuenciacion amino-terminal del betaglicano soluble

recombinante fue determinada mediante degradacion de Edman automatizada. Se muestran los residuos

identificados mediante esta técnica y se alinean los residuos con la traduccion conceptual deducida del cDNA
. o . . . 4

que codifica para el betaglicano soluble. El primer residuo de la proteina corresponde a la Gly**.
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Figura 18. Glicosilacién del betaglicano soluble recombinante. El betaglicano soluble recombinante fue
desglicosilado quimicamente 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 utilizando concanavalina A (Con A) o anticuerpo anti-c-myc (Anti-c-myc). Como control se incluyo
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-S3000 usando un sistema
de cromatografia liquida de alta resolucién. La proteina 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 eluyé 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 migré como una proteina de 110 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 monémeros de 110 kDa cada uno.
Debido a la naturaleza dimérica del betaglicano soluble, se decidi¢ determinar la
estabilidad de esta molécula a diferentes agentes desnaturalizantes y reductores. Para ello,
el betaglicano soluble se sometié a tratamiento con diferentes agentes desnaturalizantes o
reductores como urea, HCl-guanidina, ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol, dodecilsulfato
de sodio (SDS), Tritéon X-100 y Nonited P40. Después del tratamiento, las muestras fueron
analizadas mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida. Las bandas fueron
detectadas mediante tincidon con plata. El calculo de la masa molecular fue hecho de
acuerdo al método de Ferguson usando estandares de peso molecuiar conocido. Como se
puede observar en la figura 20. la concentracion de SDS y DTT requerida para disociar
completamente el dimero a monémeros fue de 350 uM y 10 mM respectivamente. A menor
concentracion so6lo se pudo detectar la forma dimérica del betaglicano soluble.
Experimentos similares mostraron que el tratamiento del dimero con 4 M de urea o0 2 M de
guanidina provocaron su disociacion (figura 21). Ademas, la mezcla de agentes como la
guanidina y el DTT disociaron al dimero a concentraciones menores que las utilizadas para
cadg reactivo por separado (figura 21). El tratamiento con tritén X-100 y Nonidet P-40 no
logré disociar el dimero atn a la concentracion de 1% (figura 22). Estos datos sugieren que

.’a pesar del nimero impar de residuos de cisteina por monémero de betaglicano soluble

¢ (figura 9), el dimero de betaglicano soiuble recombinante esta unido por interacciones no-

covalentes. Ademas, la presencia de puentes disulfuro intracadena parecen participar en la

estabilidad del dimero. ya que el tratamiento con DTT provoco su disociacion.
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Figura 19. Determinacion del estado oligomérico del betaglicano soluble recombinante. E! betaglicano
soluble recombinante (BG) fue sometido a filtracion en gel como se describié anteriormente. Las alicuotas
eluidas de la cromatografia que corresponden al pico mayor obtenido a los 7.4 min fucron sometidas a
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Los geles fueron
teflidos con plata. La grifica muestra fa relacion de volumen de elusion de cada proteina (Ve) y volumen
vacio 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 SDS y DTT sobre el estado dimero del betaglicano soluble recombinante El
betaglicano soluble baculoviral fue sometido a tratamiento con diferentes concentraciones de SDS o DTT y
separado en geles de poliacrilamida en condiciones nativas. Se incluyéd ademas betaglicano soluble

baculoviral intacto. Los geles fueron tefiidos con plata.
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Figura 21. Efecto de la urea y la guanidina sobre el estado dimero del betaglicano soluble
recombinante. El betaglicano soluble recombinante fue incubado con diferentes concentraciones de urea o
guanidina y diferentes combinaciones de guanidina (Gnd-HC]) y DTT. Las muestras fueron separadas en
geles de poliacrilamida en condiciones nativas. Los geles fueron tefiidos con plata. Se incluyé ademas
betaglicano soluble baculoviral intacto
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Figura 22, Efecto de detergentes sobre el estado dimero del betaglicano soluble recombinante. El
betaglicano soluble baculoviral fue incubado con diferentes concentraciones de nonidet P40 o Triton X-100.
Las muestras fueron sometidas a electroforésis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas y los geles
fueron teitidos con plata. Se incluyé betaglicano soluble baculoviral intacto.
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1.6. El betaglicano soluble recombinante une TGF- con alta afinidad y selectividad

de isoforma

El betaglicano soluble encontrado en fuentes naturales tiene alta afinidad para el
TGF-B) (55), por lo tanto fue importante evaluar las afinidades del betaglicano soluble
baculoviral para las tres isoformas mamiferas del TGF-B. Para ello, se realizaron ensayos
de union de TGF-B a saturacién utilizando 10 ng de betaglicano soluble baculoviral y
diferentes concentraciones (0.05-16 nM ) de TGF-, marcado con 1251, El '251-TGF-B|
unido al betaglicano se entrecruzé utilizando DSS. Las muestras se inmunoprecipitaron
utilizando el anticuerpo monoclonal 9E10 anti-c-myc y se corrieron en pgeles

desnauralizantes de poliacrilamida. La union del TGF-B, al betaglicano se detecté 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 'ZS-TGF-[L. El '25-TGF-B. unido al betaglicano soluble se cuantifico y los
datos fueron analizados con un programa de computacion. En la figura 23 se muestra la
curva de saturacion de union del TGF-3, al betaglicano soluble y la grafica de Scatchard, a
partir de la cual se calculé que el betaglicano soluble viral une una molécula de '*’1-TGF-B,
por molécula de dimero, con una K4 de 3.5 nM. Este valor de Ky estd en acuerdo con lo
reportado para el betaglicano soluble producido por fibroblastos 3T3-L1 (55).

Con el fin de establecer la afinidad relativa del betaglicano soluble recombinante
para las otras isoformas del TGF-B, se realizaron experimentos de competencia de uniéon
del ligando. Para ello, se realizaron marcados por afinidad en solucion con una cantidad
constante de 100 pM de '**I-TGF-B, y cantidades crecientes del competidor no radiactivo
" TGF-Bi, TGF-B> o TGF-B; (figura 24). La cantidad de '*I-TGF-B entrecruzado al
betaglicano soluble fue cuantificada a partir de geles desnaturalizantes de poliacrilamida
utilizando un Phosphorimager y graficados como porcentaje del TGF-f radioactivo unido
contra la concentracion de competidor no radioactivo. La concentracién de TGF-B, que
bloqueé la mitad de los sitios de union (ECsp) fue de aproximadamente 0.5 nM, resultado
similar a lo observado para el betaglicano soluble natural (55). Sin embargo. las otras
isoformas mostraron un grado mayor de competencia. En presencia de 0.5 nM de TGF-8;,

el '»’I-TGF-B, unido al betaglicano soluble fue de aproximadamente 75%, mientras que con
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Figura 23. Unién del TGF-B, a saturacion por el betaglicano soluble recombinante. E! betaglicano
soluble recombinante (BG sol) fue marcado por afinidad en soiucién con las concentraciones indicadas de
25_TGF-B,. Las mezclas de reaccion fueron inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-c-myc, sometidas a
electroforesis en condicones desnaturalizantes y reductoras y la union del TGF-$, al betaglicano se detectd
mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular Dinamics). La localizacion del betaglicano marcado esta
indicada con una flecha. El nivel de pegado fue estimado por analisis de densitometria del betaglicano
marcado utilizando el programa de computadora ImageQuant. Los datos fueron analizados mediante el
programa de computacion Prism. Se muestran la curva de saturacién de union del TGF-8, al betaglicano
soluble baculoviral y la grafica de Scatchard.
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Figura 24. Ensayos de competencia de union del TGF-$3, al betaglicano soluble recombinante. El
betaglicano soluble recombinante fue sometido a marcado por afinidad en solucion con 100 pM de '**-TGF-B,
y las concentraciones indicadas del TGF-B competidor. Las muestras fueron inmunoprecipitadas con
anticuerpo anti-c-myc, sometidas a electroforesis en condiciones desnaturalizante y la union del TGF-p, al
betaglicano se detecté mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular Dinamics). El porcentaje de
competencia fue estimado por anilisis de densitometria del betaglicano marcado utilizando ¢l programa de
computadora ImageQuant y graficado contra la concentracion del TGF-B competidor.
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la misma concentraciéon de TGF-p fue de 10%. Estos resultados sugieren que la afinidad
relativa del betaglicano soluble viral para las tres isoformas mamiferas del TGF-B fue,
TGF-B, > TGF-f3 > TGF-B;.

2. El betaglicano soluble es un potente inhibidor de la activdad del TGF-f in vitro

2.1. Actividad neutralizante del betaglicano soluble recombinante sobre el efecto del
TGF-p en ensayos de lucifcrasa

Se ha demostrado previamente que el medio condicionado que contiene betaglicano
soluble recombinante bloquea la union del TGF-B a los receptores I y Il e inhibe el efecto
antiproliferativo del TGF-B en células Mv1Lu (49). Para determinar Ja potencia precisa del -
betaglicano soluble baculoviral. se ensayd su efecto en la expresion de luciferasa
dependiente de TGF-B por células transfectadas con p3TP-lux, un plasmido reportero que
responde a TGF-B (24). Para ello. fue necesario determinar la concentracion minima de
TGF-B que induce la maxima expresion de luciferasa. Las células Mv1Lu transfectadas por
el plasmido p3TPlux fueron incubadas con diferentes concentraciones de TGF-p.
Posteriormente. estas células se lisaron y los extractos fueron ensayados para determinar su
actividad de luciferasa. La concentracion minima de TGF-B que indujo la respuesta
médxima de luciferasa fue 20 pM. Utilizando esta concentracion de TGF-B, se indujo la
sintesis de luciferas en células Mv1Lu transfectadas con el plasmido 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 MvliLu
tratadas con 20 pM de TGF-f. Esta inhibicion depende de la concentracion de betaglicano
soluble adicionado. En varios experimentos. el valor estimado para la ECs, del betaglicano
soluble recombinante para el TGF-B3, fue de 20 nM aproximadamente. Por otro lado, como
se esperaba por su alta afinidad por TGF-f3,, la ECs para esta isoforma fue un orden de
magnitud menor (aproximadamente 2 nM) que para TGF-B;. En este ensayo, el betaglicano
soluble recombinante a una concentracion de aproximadamente 25 nM fue capaz de inhibir

el 100% de respuesta a TGF-B,. Sin embargo. a una concentracioén 10 veces mayor
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Figura 25. Neutralizacion de la actividad del plasmido reportero 3TPlux en respuesta al TGF-f por el
betaglicano soluble recombinante. Las células MvlLu fueron transfectadas con el plasmido reportero
3TPlux e incubadas con 20 pM de TGF-B8, o TGF-f, en presencia de las concentraciones indicadas de
betaglicano soluble recombinante. La actividad de luciferasa fue graficada contra la concentraciéon 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 desviacion estandar.
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(400nM), la maxima inhibicién de la respuesta de TGF-B, fue aproximadamente 75 %
(figura 25), lo cual enfatiza que el betaglicano soluble recombinante tiene mayor afinidad
por la isoforma TGF-f3.

El efecto blogueador del betaglicano soluble baculoviral sobre la actividad del TGF-
B fue comparado con el efecto de un anticuerpo comercial neutralizante anti-TGF-B. En
este caso, el anticuerpo inhibi6 la actividad del TGF-B con una ECso de 20 nM y 11 nM
para TGF-B; y TGF-B; respectivamente (figura 26). Por lo tanto, el betaglicano soluble
recombinante inhibe la actividad del TGF-B; en forma semecjante al anticuerpo
neutralizante anti-TGF-p y es 5 veces mas potente que el anticuerpo en el caso de la
isoforma TGF-B,. Ademas, es importante hacer notar que a diferencia del betaglicano
soluble, el anticuerpo anti-TGF-$ no fue capaz de inhibir al 100 % la actividad del TGF-f3,.

De acuerdo a los resultados anteriores, el betaglicano soluble baculoviral fue capaz
de bloquear el efecto del TGF-B y este efecto fue mayor sobre la isoforma TGF-B,. Para
determinar si el betaglicano soluble baculoviral inicamente bloquea la actividad del TGF-f8
y no la de otros miembros de la familia del TGF-B, se analizé el efecto del betaglicano
soluble recombinante sobre la actividad de BMPs y activina. Para ello. las células HepG2
fueron transfectadas con plasmidos 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 aiin a la concentracion 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 especifica la actividad del TGF-B. Este hallazgo hace al betaglicano
soluble un candidato importante como agente anti-TGF-B, ya que su empleo in vivo
bloqueara especificamente la actividad del TGF-B y no la actividad de otros factores de la
familia del TGF-pB que tienen una funcion importante en diversos procesos celulares como

son BMPs y activina.
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Figura 26. Neutralizacion de la actividad del plismido reportero 3TPlux en respuesta al TGF- por
anticuerpo neutralizante anti-TGF-B. Las células MviLu fueron transfectadas con el plasmido reportero
3TPlux e incubadas con 20 pM de TGF-B, (triangulos) o TGF-B. (cuadros) en presencia de las
concentraciones indicadas de anticuerpo neutralizante anti-TGF-. La actividad de luciferasa fue graficada
contra la concentracion de betaglicano 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 desviacion 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 plasmido reportero C77 o 3TPlux (para BMPs y
activina respectivamente). La células fueron incubadas con 2 nM de BMP2 0 BMP7 0 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 desviacion estandar.
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Figura 28. Efecto del betaglicano soluble recombinante sobre la actividad de diferentes concentraciones
del BMP 2, BMP 7 y la activina. Las células HepG2 fueron transfectadas con el plasmido reportero C77 o
3TPlux (para BMPs y activina respectivamente) e incubadas con diferentes concentraciones de BMP 2, BMP
7 y activina, en presencia o ausencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante (BG). La actividad de
luciferasa fue graficada contra la concentracion de BMPs o activina utilizada. Los ensayos fueron realizados
por duplicado y los resultados fieron graficados como el promedio + la desviacion estandar.
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2.2. Actividad neutralizante del betaglicano soluble recombinante sobre la actividad
inhibidora de la proliferacion celular por TGF-p8

Ademas del efecto del betaglicano soluble baculoviral sobre la actividad del TGF-B
en ensayos transcripcionales, se analizé su capacidad de bloquear una funcion fisiologica
importante del TGF-B que es la inhibicion de la proliferaciéon. En este ensayo. las células
FBHE que son sensibles a la accion del TGF-B. fueron incubadas con diferentes
concentraciones de TGF-B y se midid6 su proliferacion mediante la incorporacion de
timidina tritiada en su DNA. En este ensayo se observé que la concentracion de TGF-p
requerida para inducir una buena respuesta de inhibicion de la proliferacion fue 40 pM .
Posteriormente, se analizé el efecto del betaglicano soluble baculoviral en estas células
incubiandolas con 40 pM de TGF-B y diferentes concentraciones de betaglicano. En este -
caso, el betaglicano soluble baculoviral fue capaz de bloquear el efecto inhibidor de la
proliferacion del TGF-p en células FBHE. En estos experimentos. se logré un bloqueo total
del efecto inhibidor de la proliferacion por TGF-B;, con tan solo 6 nM de betaglicano
soluble recombinante. Sin embargo. en el caso del TGF-$3; atn a la concentraciéon de 90 nM
de betaglicano soluble, no se logré bloquear completamente su efecto (figura 29). En el
caso del efecto del betaglicano soluble sobre la actividad del TGF-$,, el analisis estadistico
de los datos muestré que hay una diferencia significativa entre el efecto en la proliferacion
de las células FBHE incubadas con 40 pM del TGF-B; y las células control que se
incubaron unicamente con medio de cultivo. Sin embargo. el betaglicano soluble no tuvo
un efecto significativo en la proliferaciéon con respecto al efecto del TGF-B,. En el caso del
efecto sobre la actividad del TGF-f.. el analisis estadistico muestré que hay nuevamente un
efecto significativo en la proliferacion celular entre las células incubadas con TGF-B; o
tinicamente con medio. Ademas el betaglicano soluble mostré un efecto significativo sobre

la proliferacion de las células ain a la concentracion de 5.7 nM.
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Figura 29, Efecto del betaglicano solubje recombinante sobre la inhibicion de la proliferacion de células
FBHE inducida por TGF-B. La células FBHE se incubaron durante 48 horas con 40 pM de TGF-, o TGF-
B2, en presencia de diferentes concentraciones de betaglicano soluble recombinante (BG soluble). Las células
se pulsaron con 0.5 uCi de 3H-timidina 18 horas antes de ser cosechadas y se midio la incorporacion de
timidina en las muestras utilizando un contador de centelleo. Los ensayos fueron realizados por duplicado y
los resultados fueron graficados como ¢l promedio de la proliferacion celular % + la desviacion estandar. Se
incluye el porcentaje de la proliferacion celular de células incubadas unicamente con medio (controt sin TGF-
B)o con 40 pM de TGF-B. . La diferencia entre los grupos fue analizada por la prueba estadistica t de Student.
El asterisco (*) denota diferencia significativa (p < 0.05) entre las células incubadas con TGF-B y las células
incubadas con medio unicamente o TGF-P mas BG soluble.
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2.3. Efecto del betaglicano soluble recombinante sobre la expresién de coligena 1 en
células MMC cultivadas en alta concentracion de glucosa

La capacidad del betaglicano soluble recombinante para bloquear la actividad del
TGF-B también se observé inhibiendo la respuesta que las células mesangiales murinas
(MMC) tiene cuando se cultivan en alta concentracion de glucosa. La linea celular MMC
generada a partir de células mesangiales de raton conserva muchas de las propiedades de
las células progenitoras, en particular la de incrementar la sintesis de matriz extracelular
cuando son cultivadas en alta glucosa. Este efecto es mediado por TGF-B y simula la
respuesta glomerular a la hiperglicemia del diabético (102).

Para el ensayo. las células MMC se incubaron en medio DMEM con baja
concentracion de glucosa 1 g/l (GN) y posteriormente en medio DMEM con baja (GN) o
alta concentracion de glucosa (GA) (1 g/l o 4.5 g/l respectivamente). Las células se
incubaron ademas en ausencia o presencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante.
Se extrajo el RNA de las células y se analizé por la técnica de northern blot hibridando las
membranas con la sonda para una de las cadenas de la colagena I (al) y la sonda para la
enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidogenasa (GAPDH). La sefial fue cuantificada
mediante escaneo en un phosphorimager. Los datos de la densitometria mostraron que en
las células cultivadas en alta concentracion de glucosa la cantidad de mRNA para la cadena
al de la colagena I se incrementd en 2.2 veces (figura 30, carril 3) con respecto al mRNA
de las células cultivadas en baja concentracion 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-B in vivo

3.1. El betaglicano soluble recombinante previene el daiio histolégico en rifion de ratas
con glomerulonefritis experimental aguda inducida por suero anti-timocito (ATS)

Uno de los modelos de nefropatia experimental mejor caracterizados en los que se
ha demostrado que el TGF-p tiene un papel preponderante como mediador fisiopatolégico
es la glomerulonefritis aguda inducida por suero anti-timocito. Una de las caracteristicas de

este modelo es la hipertrofia glomerular. debida a un incremento de la proliferacién de las
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Figura 30. Efecto del betaglicano soluble recombinante sobre la expresion de 1a coligena 1 en células
MMC cultivada en alta concentraciéon de glucosa. Las células MMC se incubaron en medio DMEM con
baja (GN) (carriles 1 y 2) o alta concentracion de glucosa (GA) (carriles 3 y 4), en ausencia (carriles 1 y3) o
presencia de 100 nM de betaglicano soluble recombinante (BG soluble) (carriles 2 y 3). El RNA dc estas
células se extrajo y se analizo mediante la técnica de northern blot hibridando las membranas con 1a sonda
para la cadena al de la colagena I. La cuantificacion de la sefial del northern blot fue medida mediante
escaneo en un Phosphorimager. La densitometria cuantitativa se llevo a cabo mediante el programa de
computadora ImageQuant. Los datos fueron normalizados utilizando la expresion de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en las muestras,
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células mesangiales y a una expansion de la matriz mesangial mediados por TGF-B (113,
114). Con el propésito de demostrar que la actividad anti-TGF-B del betaglicano soluble
recombinante puede tener efectos terapéuticos in vivo, se decidié administrar al betaglicano
soluble a ratas con glomerulonefritis aguda inducida con anticuerpos anti-timocito.

Para ello, se indujo glomerulonefritis en 6 ratas inyectando por via intravenosa 1 ml
de suero anti-timocito (ATS), lo cual es suficiente para inducir un dafio renal demostrable
histopatolégicamente 8 dias después de la inyeccién. Las ratas inyectadas se dividieron en 2
grupos de 2 ratas cada uno y se trataron durante 6 dias (iniciando un dia después de la
inoculacion del ATS) con el vehiculo solo (PBS) o con 500 pg de betaglicano soluble
baculoviral. Al octavo dia del experimento, las ratas se sacrificaron y se evalué el dafio
renal mediante estudio histolégico utilizando la tincion de acido periodico-reactivo de
Schiff (PAS) que tifie selectivamente las membranas giomerulares y tubulares y destaca la
matriz mesangial. En el experimento se incluyd un tercer grupo de ratas como control, que
no fueron tratadas con el suero anti-timocito ni con el betaglicano. inicamente con PBS.

Los cortes histologicos de los rifiones de las ratas inoculadas con el suero anti-
timocito y tratadas con PBS (ATS + PBS) tefiidos con la tincidon de PAS, mostraron un
incremento en la acumulaciéon 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 B). 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 minima acumulacion de matriz mesangial comparada con los animales con
glomerulonefritis (ATS + PBS) (figura 31, panel A y C). Estos resultados indican que la
administracién de betaglicano soluble baculoviral evité casi completamente el dafio

histopatologico causado por el suero anti-timocito (ATS) en las ratas.
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ATS + PBS

ATS + BG sol

Figura 31. Anilisis histolégico de glomérulos de ratas con glomerulonefritis tratadas con ¢l betaglicano
soluble recombinante. Se inyectaron ratas en forma intravenosa con una dosis tinica de suero anti-timocito
(ATS). Las ratas fueron tratadas con el vehiculo solo (PBS) (panel B) o con 500 pg/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 rifiones. Se muestra el analisis
histolégico de los gloméulos tefiidos por tincién de PAS. La matriz extracelular se observa como un material

amorfo de color magenta en los glomérulos (*)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

77




3.2. Dosis minima de betaglicano soluble recombinante requerida para prevenir la
acumulaciéon de proteinas de matriz extracelular causada por el suero anti-timocito
Una vez demostrada la efectividlad del betaglicano soluble baculoviral en la
prevencion de la glomerulonefritis en ratas, se procedi6 a determinar la concentracion
minima de betaglicano soluble baculoviral requerida para prevenir la acumulacion de
proteinas de MEC como la fibronectina, la coldgena I y la coligena IV. Para elio, se
inyectaron por via intravenosa 12 ratas con 1 ml de ATS. Las ratas inyectadas se dividieron
en 4 grupos de 3 ratas cada uno y se trataron durante 6 dias (iniciando un dia después de la
inoculacion del ATS) con PBS o con diferentes concentraciones de betaglicano soluble

baculoviral (125, 250 y 500 pg por dosis). Como control se incluyé un grupo de 3 ratas que

no fueron tratadas ni con el suero anti-timocito ni con el betaglicano, Unicamente con

inocularon con PBS. Al octavo dia, las ratas fueron sacrificadas y sus rifiones se analizaron
mediante inmunohistoquimica utilizando anticuerpos anti-fibronectina, colagena 1 y
colagena IV.

El andlisis inmunohistolégico de los rifiones de las ratas inoculadas con el ATS
mostré un aumento en el deposito de protcinas de MEC como la fibronectina (FN),
colagena I (Col I) y colagena IV (Col 1V) (figura 32, panel D, E y F respectivamente) en
comparacion a o observado en los animales control (PBS) (figura 32, panel A, B y C). Este
depdsito de proteinas de MEC se observa como un precipitado de color café en el
glomérulo. E! tratamiento de las ratas con 125 pg/ dosis de betaglicano soluble
recombinante fue capaz de reducir la acumulacion en el glomérulo de las proteinas de MEC
mencionadas anteriormente (figura 32, panel G. H ¢ I). El analisis morfométrico de los
glomérulos tefiidos con los diferentes anticuerpos mostré que el ATS aumentd en forma
significativa el depésito de proteinas de MEC como la fibronectina (FN), colagena 1 (Col I
y colagena IV (Col 1V) (figura 33). Este ATS aumenté en 2.1, 5.7 Yy 1.9 veces la cantidad
de fibronectina. coligena 1 y colagena IV depositada en el glomérulo. El betaglicano
soluble fue capaz de disminuir este depésito de proteinas de matriz utilizando una
concentracion de 125 pg por dia. Este efecto fue mayor que el obtenido con la dosis de 250
ug por dia (figura 33). La fibronectina y la colagena IV fueron disminuidas a valores
comparables a los de animales control. mientras que la colagena 1 fue disminuida un 63 % y

33 % con 125 y 250 pg de betaglicano soluble respectivamente (figura 33).
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ATS + PBS

ATS + BG sol

Figura 32. Depésito de proteinas de matriz extracelular en glomérulos de ratas con glomerulonefritis
tratadas con el betaglicano soluble recombinante. Se inyectaron ratas por via intravenosa con una dosis
unica de suero anti-timocito (ATS). Las ratas fueron tratadas con el vehiculo solo (PBS) o con 125, 250 0 500
pg/dosis de betaglicano soluble recombinante (BG sol). Se incluyé un grupo control inoculado con PBS.
Después del tratamiento, las ratas fucron sacrificadas y se obtuvieron los rifiones. Los glomérulos de estos
rifiones fueron tefiidos con anticuerpos anti-fibronectina (FN), anti-colagena [ (Col-1) y anti-Col IV (Col-IV).
La tincién se contratifié 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 pg/ dia de BG sol. (panel G, H e I). Las zonas tefiidas
con los anticuerpos se observan como un precitipado de color café (T) en el glomérulo y los niicleos de las
células se tifien de color azil.
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Figura 33. Cuantificacion de las proteinas de matriz extracelular acumuladas en los glomérulos de
ratas con glomerulonefritis aguda tratadas con diferentes concentraci del betaglicano soluble
recombinante. Se inyectaron ratas por via intravenosa con una dosis Gnica de suero anti-timocito (ATS). Las
ratas fueron tratadas con el vehiculo solo (PBS) o con 125, 250 o 500 pg/dosis de betaglicano soluble
recombinante (BG). Se incluyd un grupo control que soto fue inoculado con PBS. Después del tratamiento las
ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron los rifiones. Los glomérulos de estos rifiones fueron tefiidos con
anticucrpos anti-fibronectina (anti-FN), anti-colagena ! (anti-Col 1) y anti-colagena IV (anti-Col 1V). La
cuantificacién se hizo mediante analisis morfométrico de 40 glomérulos por rata utilizando el programa de
computadora LeikaQwin. Los datos se graficaron como el porcentaje del area del glomérulo tefiida por el
anticuerpo. La diferencia entre los grupos fue analizada por la prueba estadistica 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 ATS y los grupos tratados con
BG.
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Estos resultados demuestran que el betaglicano soluble baculoviral fue capaz de
prevenir el depésito de proteinas de MEC como fibronectina, colagena I y coligena IV en

el rifion de ratas con glomerulonefritis inducida con suero anti-timocito (ATS).

3.3. La glomerulonefritis inducida por el anticuerpo monoclonal anti-timocito (0X-7)
también es prevenida por el tratamiento con el betaglicano soluble recombinante

Debido a que la cantidad de suero anti-timocito era limitada, se decidié probar la
capacidad de un anticuerpo monoclonal OX-7 anti-timocito para inducir glomerulonefritis
en ratas y analizar en este sistemna el efecto del betaglicano soluble. El anticuerpo
monoclonal OX-7 se purificé de medio condicionado de células de hibridoma productoras
de anticuerpo anti-timocito. La purificacion se llevé a cabo mediante precipitacion del
anticuerpo con sulfato de amonio. La preparacion se dializé contra PBS y se determind la
concentracion de proteinas.

Utilizando este anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7), se indujo Ila
glomerulonefritis en 12 ratas. Las ratas se inyectaron por via intravenosa con 300 pg de
anticuerpo monoclonal OX-7. Estas ratas se dividieron en 3 grupos de 4 animales cada uno
y se trataron durante 6 dias con el vehiculo solo (PBS) o con 250 ug de betalicano soluble
baculoviral un dia después de la inoculaciéon del anticuerpo OX-7. Al octavo dia del
experimento. las ratas se sacrificaron y se evalué el dafio renal mediante estudio histologico
utilizando la tincion de PAS. El anilisis histologico de los rifiones de las ratas mostré 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 los animales control (figura 34, panel A). En este caso también se observo
un incremento aparente en el nimero 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 ug de betaglicano
soluble recombinante presentaron una apariencia normal con disminuciéon en la
acumuiacion de matriz extracelular y en el numero 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. Acumulacién 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 forma
intravenosa con una dosis iinica de anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7). Las ratas fueron tratadas con
el vehiculo solo (PBS) (panel B) o con 250 ng/dosis de betaglicano soluble recombinante (BG sol) (panel C).
Se incluy6 un grupo control inoculado Ginicamente con PBS (panel A) Cada dosis se administré diariamente
por via intraperitoneal por 6 dias, iniciando un dia después de la inyeccion del anticuerpo anti-timocito. Al
octavo dia las ratas fueron sacrificadas y sc obtuvieron los rifiones. Se hizo el analisis histologico de los
gloméulos utilizando tincién de icido periédico-reactivo de Schiff (PAS). Las laminillas se contratifieron con
hematoxilina. La matriz mesangial se observa como un material amorfo de color magenta en el glomérulo y
los nuicleos de las células se tifien de color azul. Las flechas indican zonas de hipercelularidad mesangial.
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3.4. El betaglicano soluble disminuye la acumulacién de proteinas de matriz
extracelular en glomérulos de ratas con glomerulonefritis causada por anticuerpo
0X-7

Se analiz6 la capacidad del betaglicano soluble recombinante para disminuir la
acumulacion de proteinas de matriz extracelular en glomérulos de ratas con
glomerulonefritis causada por anticuerpo monoclonal anti-timocito OX-7. El analisis
inmunohistolégico de los rifiones de las ratas mostré que el anticuerpo OX-7 increment¢ el
deposito de coligena I y IV en los glomérulos (figura 35, panel C y D) con respecyo a los
animales control inoculados Gnicamente con PBS (figura 35, panel A y B). Este depdsito se
observa como un precipitado de color café en el glomérulo. El tratamiento de las ratas con
250 pg/dosis de betaglicano soluble disminuy6 el depdsito de coldgena I y colagena 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 anilisis morfométrico de los glomerulos tefiidos con los anticuerpos anti-
colagena 1 (Col 1) y anti.colagena IV (Col IV) mostré un incremento significativo de 5
veces la cantidad de colagena IV (Col IV) y 9 veces la cantidad de colagena I (Col 1) en los
animales inocuiados con el anticuerpo OX-7 con respecto a la expresién de estas proteinas
en los animales control (figura 36). En los animales inoculados con el anticuerpo OX-7 y
tratados con el betaglicano soluble recombinante se observo una disminucién del 65 % y 55
% en la cantidad de Col IV y Col I respectivamente, con respecto a los animales inoculados
con el anticuerpo OX-7 que no recibieron betaglicano soluble (figura 36). Esta disminucién

fue significativa con una P < 0.05.

3.5. El betaglicano soluble recombinante disminuye la expresion gendtica de la cinasa
SGK causada por el anticuerpo OX-7

Ademas de estudiar el deposito de proteinas de la MEC en los glomérulos de las
ratas, se analiz6 la presencia de mRNA para la SGK en los rifiones de estos animales. La
SGK es una cinasa que regula la actividad del cotransportador de Na* :K* : 2CI' del asa de
Henle y del canal epitelial de sodio del tubulo colector. Esta cinasa se encuentra aumentada

en pacientes con nefropatia diabética y en cultivos celulares expuestos a TGF-f o alta
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Figura 35. Acumulacion de proteinas de matriz extracelular en glomérulos de ratas con
glomerulonefritis inducida por el anticuerpo OX-7 y tratadas con ¢l betaglicano soluble recombinante.
Se inyectaron ratas por via intravenosa con una dosis tinica de anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7).
Las ratas fueron tratadas con el vehiculo solo (PBS) (panel C y D) o con 250 ug/dosis de betaglicano soluble
recombinante (BG sol) (panel E y F). Se incluyé un grupo control inoculado tnicamente con PBS (panel A y
B). Cada dosis se administré diariamente por via intraperitoneal, iniciando un dia después de la inyeccion del
anticuerpo anti-timocito. Al octavo dia las ratas fueron sacrificadas y se hizo el analisis de los gloméulos
mediante inmunotincion con los anticuerpos anti-colagena 1 (Col 1) y anti-coldgena IV (Col 1V). Los tejidos
se contratifieron con hematoxilina. Las zonas teilidas con los anticuerpos se observan como un precitipado de
color café en el glomérulo estan sefialadas con una flecha y los nicleos de las células se tifien de color azual.
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Figura 36. Expresion de proteinas de matriz extracclular en glomérulos de ratas con glomerulonefritis
inducida por anticuerpo OX-7 y tratadas con el betaglicano soluble recombinante. Se inyectaron 8 ratas
en forma intravenosa con una dosis tinica de anticuerpo monoclonal anti-timocito. Las ratas se dividieron en 2
grupos de 4 ratas cada uno y fueron tratadas con el vehiculo solo (PBS) o con 250 pg/dia (dosis) de
betaglicano solubie recombinant (BG). Cada dosis se administro diariamente por via intraperitoneal por 6
dias. iniciando un dia después de la inyeccion del anticuerpo anti-timocito. Al octavo dia las ratas fueron
sacrificadas y se obtuvieron los rifiones. Se incluyé un grupo control que solo fue inoculado con PBS. Se hizo
el analisis inmunohistoquimico de los gloméulos utilizando anticuerpos anti- Col I (anti-Col 1) y Col IV (anti-
Col 1V). Se realizo el analisis morfométrico de 20 glomérulos por rata mediante el programa de computadora
LeikaQwin. Los datos se graficaron como el porcentaje del area del gloméruio teiiida por ¢l anticuerpo. La
diferencia entre los grupos fue analizada por la prueba estadistica 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 < 0.05) entre el grupo ATS y los grupos tratados con BG.
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concentracién de glucosa. Debido a la importancia que esta cinasa puede tener en el
mantenimiento de la tasa de filtracion glomerular y en las alteraciones fucionales de la
nefropatia diabética, fue importante estudiar el efecto del betaglicano soluble baculoviral
sobre la expresion de la cinasa SGK.

El analisis por northern blot de los rifiones mostré 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 inicamente con el anticuerpo OX-7. Esta
disminucion fue del 72 % (figura 37).

Estos resultados demuestran por primera vez, que el betagiicano soluble

recombinante, un agente anti-TGF-$ es capaz de inhibir la sintesis del mRNA para la

cinasa SGK.
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Figura 37. Expresion genética de la cinasa SGK en ratas con glomerulonefritis tratadas con el
betaglicano soluble recombinante. Se inyecitaron 8 ratas en forma intravenosa con una dosis unica de
anticuerpo monoclonal anti-timocito (OX-7). Las ratas se dividieron en 2 grupos de 4 ratas cada uno y se
trataron con el vehiculo solo (PBS) o con 250 pg/dia (dosis) de betaglicano soluble recombinante (BG). Cada
dosis se administré diariamente por via intraperitoneal por 6 dias, iniciando un dia después de Ia inyeccion del
anticuerpo anti-timocito. Se incluyo un grupo control de 4 ratas que solo se inocul6 con PBS. Al octavo dia
las ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron los rifiones. Los rifiones se analizaron por northern blot con
sondas para mSGK y GAPDH marcadas con (a*?) dCTP. Se muestra la seiial para el RNA de cada rata (1 a
12). La hibridacion con las sondas se detecto mediante escaneo en un Phosphorimager (Molecular Dinamics)
y se analizé utilizando e! programa de computadora ImageQuant. La grafica representa la relacion
SGK/GAPDH. A esta relacion en los animales inoculados con PBS se le asigné el valor de 1.
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DISCUSION

No obstante que el TGF-B es necesario para la reparacion tisular, su exceso ha sido
identificado como el mediador de la fibrosis que se observa en un considerable nimero de
enfermedades fibroticas. A este efecto nocivo se la ha denominado como “el lado obscuro™
del TGF-B en la reparacién tisular y tiene su origen en la produccion excesiva de matriz
extracelular (152). El TGF-B es una citocina productora de matriz extracelular por
excelencia, ya que estimula la expresion de los genes cuyos productos protéicos constituyen
la matriz extracelular como son las colagenas, fibronectina y proteoglicanos, y a la vez
estimula la produccion de proteinas inhibidoras de las proteasas que degradan los
componentes de la matriz extracelular (1). Normalmente estos efectos son de gran utilidad
en la reparacion de las heridas ya sean cutineas o de otros érganos. En el animal intacto se
ha observado que estos efectos del TGF-B aparecen y desaparecen exactamente cuando se
les requiere, actuando en concierto con otros factores autocrinos en la reparacion de
heridas. La pérdida de esta regulacion, por mecanismos aun no bien esclarecidos, da lugar a
un aumento exagerado de la matriz. ocasionando procesos fibroticos que acaban por dafiar
los tejidos en que ocurren (153). Dentro de las enfermedades fibroticas en las que el TGF-B
juega un papel importante en la fisiopatologia encontramos a la diabetes que lleva al daifio
renal, una complicaciéon con serias consecuencias médicas y socioecondmicas (154). La
diabetes es uno de los muchos ejemplos en el cual agentes capaces de neutralizar al TGF-$8
pueden ser de gran valor farmacologico (72. 96). En este trabajo, se demostré que la forma
soluble del betaglicano producido en células de insecto usando el sistema de expresion en
baculovirus, ticne las propiedades bioquimicas y funcionales necesarias para llegar a ser un

potente agente anti-TGF-3.

El betaglicano soluble es expresado eficientemente en células de insecto H5

El betaglicano soluble recombinante es expresado como una glicoproteina secretora
en la cual el péptido sefial es cortado con la especificidad esperada para mamiferos. Este
resultado apoya el hecho de que las proteinas sintetizadas utilizando vectores baculovirales
son procesadas en la célula de insecto como se espera para la proteina en la célula original.

Por ejemplo. muchos péptidos sefiales son reconocidos y procesados en el reticulo
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endoplismico y la proteina resultante es dirigida a la membrana o secretada
apropiadamente. Se ha reportado por anilisis de la secuencia amino-terminal, el correcto
procesamiento del péptido sefial para el interferon-a humano, interleucina-2 humana y
otras proteinas 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 glicosilacién. 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 raton (49). Este
cDNA cuando se expresa en células de epitelio renal de mono (COS-1), produce un
receptor soluble que contiene cadenas de GAGs. Ademis, el betaglicano soluble
recombinante tiene una masa molecular ligeramente menor que el betaglicano sin cadenas
de GAGs expresado en células de mamifero. La masa molecular de la proteina viral indica
la incapacidad de las células de insecto de adicionar cadenas de GAG a la proteina y
también una disminucion en la capacidad de adicionar otro tipo de oligosacaridos. Estos
resultados muestran que hay diferencias en la glicosilacion entre las células de insecto y las
células de mamifero. Anteriormente ha sido reportado que la comparacion de glicoproteinas
derivadas de células de mamifero y de insecto. revela varias diferencias en la naturaleza de
los oligosacaridos adicionados. Las células de mamifero modifican los oligosacaridos en
eventos de glicosilacion terminal. Estos eventos usualmente resultan en la adicion de
fucosa, glucosamino-galactosa y residuos de acido sidlico para formar un oligosacaridos
complejo v ramificado. Las células de insecto al parecer no tiene o tienen muy pocos
niveles de transferasas de fucosa. galactosa y 4cido sidlico, por lo que no tiene la capacidad
de procesar oligosacaridos. Una consecuencia de estas diferencias en glicosilacion es que
las proteinas recombinantes obtenidas en células de insecto tienen una aparente masa
molecular menor que su contraparte en células de mamifero (143).

Como se mencionard posteriormente, a pesar de las diferencias en glicosilacion
entre el betaglicano soluble producido en células de mamifero y células de insecto, el
betaglicano soluble producido en células de insecto tiene caracteristicas 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 glicosilacion,
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puede ser ventajoso para su distribucion 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 membranal forma homo-
oligdmeros. Estos homo-oligdbmeros existen en la superficie celular en ausencia o presencia
del TGF-B, o TGF-B.. El hecho de que estos complejos se hayan detectado por ensayos de
inmunofluorescencia y no por ensayos de inmunoprecipitacion hace suponer que estos
homo-oligémeros no son estables en presencia de detergentes (155). Ademas, se sabe que
los receptores I y II para el TGF-B son moléculas diméricas. En relacién a esto. en este
trabajo se muestra que el betaglicano soluble recombinante nativo se asocia como un
dimero formado por monomeros de 110 kDa. El tratamiento con agentes no reductores
disocia al dimero de betalicano soluble, indicando que esta asociacion ocurre a través de
interacciones no-covalentes. Esto es inesperado debido al mimero impar de cisteinas en
cada mondmero del betaglicano soluble que sugieren que la dimerizacion podria requerir un
enlace disulfuro intercadena entre los mondmeros como ocurre en el caso de la endoglina
(68).

Las afinidades del betaglicano soluble recombinante para el TGF-B son semejantes al
receptor silvestre

El betaglicano soluble recombinante une TGF-8, con alta afinidad (K, aproximada
de 3.5 nM) que es comparable a la del betaglicano soluble obtenido de fuentes naturales
(55). Este betaglicano también une a las isoformas TGF-B, y TGF-B; con mayor afinidad
relativa. mostrando al menos 5 veces mayor afinidad para TGF-pB. que para TGF-B;. La
mayor afinidad del betaglicano soluble por el TGF-B, es igual a la del receptor silvestre
membranal (1).

Los experimentos de union a saturacién con '**I-TGF-B indican una estequiometria
de una molécula de TGF-B por molécula dimérica de betaglicano soluble. Dada Ila
naturaleza dimérica del TGF-B se podria pensar que una molécula de TGF-B se une a un

dimero de betaglicano. sin embargo este hallazgo es dificil de explicar, ya que

90




experimentos previos de mutagénesis muestran que hay dos sitios de uni6n al ligando en el

ectodominio del betaglicano (49, 56, 156).

El betaglicano soluble recombinante tiene la capacidad de bloquear el efecto del TGF-
B in vitro

En este trabajo, se analizé in vitro la capacidad del betaglicano soluble
recombinante purificado a homogeneidad para bloquear la actividad del TGF-B. Se
encontrd que el betaglicano soluble recombinante es capaz de bloquear al TGF-B; y al
TGF-B, en ensayos utilizando el plasmido reportero p3TPlux. Estos estudios muestran la

misma especificidad de isoforma que la observada en los ensayos de competencia de unién

del ligando, esto es, el betaglicano tiene mayor efecto bloqueador sobre la isoforma TGF-f: .

que la isoforma TGF-B,. Este efecto bloqueador es al menos un orden de magnitud mas
efectivo contra TGF-f3,.

El betaglicano soluble baculoviral también mostré mayor efecto sobre la isoforma
TGF-B, en ensayos de inhibicion de la proliferacion celular usando células endoteliales de
corazén bovino fetal. En este caso, se requieren concentraciones de betaglicano soluble
alrededor de 5 nM para bloquear la actividad del TGF-$,. El efecto del betaglicano soluble
es mayor al que se observa con otros inhibidores del TGF-B como los péptidos de la a.-
macroglobulina, de los cuales se requiere una concentracion de 200 nM para inhibir el
efecto del TGF-f3; sobre el crecimiento de estas células (134).

Se ha reportado que los anticuerpos ncutralizantes anti-TGF-f son capaces de
disminuir la produccién de MEC en el gloméruio y atenar dramaiticamente las
manifestaciones histologicas de la glomeruloneftritis inducida por anticuerpos anti-timocito.
Ademas, los anticuerpos neutralizantes anti-TGF-f3 disminuyen la produccion de TGF-B;,
coldgena IV (al) y fibronectina en el rifion de ratones con diabetes inducida por
estreptozotocina (130). Ya que la capacidad del betaglicano soluble recombinante para
bloquear la actividad del TGF-B en ensayos de luciferasa es comparable o mayor (en el
caso del TGF-B,) que la capacidad del anticuerpo neutralizante anti-TGF-8, podriamos
pensar que el betaglicano soluble recombinante puede tener un potente efecto bloqueador

del TGF-B en padecimientos fibroticos como los mencionados anteriormente.
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El hecho de que el betaglicano soluble baculoviral tenga una actividad neutralizante
anti-TGF-f estid en contraste éon la actividad potenciadora observada por otros
investigadores, al utilizar el betaglicano producido en bacterias (156). El betaglicano
producido en bacterias es expresado como una proteina de fusion. Este betaglicano es capaz
de inhibir la unién del TGF-B a las células MvlLu, sin embargo tiene la capacidad de
aumentar la actividad del TGF-B medida por inhibicion de la proliferacion de estas células.
La diferencia en funcion 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 desnaturalizacidon y renaturalizacion para su purificacion. Este
procedimiento puede conferir un plegamiento diferente con respecto al betaglicano
baculoviral. Sin embargo, se requieren mas estudios para establecer y comparar las .
estructuras tridimensionales del betaglicano soluble bacteriano y el betaglicano baculoviral.
Estos estudios pueden proporcional informacion itil en porque el mismo polipéptido puede
comportarse como un agente neutralizante o promotor del efecto del TGF-g.

El betaglicano soluble baculoviral bloquea en forma especifica al TGF-$, ya que en
células transfectadas con plasmidos 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-B especifico. util en el tratamiento de padecimientos
en los que el TGF-B es un mediador fisiopatoldgico importante. Este hecho nos indica
ademas., que es poco probable que el betaglicano soluble baculoviral pueda bloguear los
efectos de los BMPs y la activina in vivo.

La afinidad del betaglicano soluble recombinante para diversas isoformas del TGF-
B es similar o mayor que la de otros agentes neutralizantes del TGF-§ in vivo (113, 120,
130, 157). E1 betaglicano soluble recombinante une TGF-B, con una K4 aproximada de 3.5
nM. Las Ky de una forma recombinante de un LAP-TGF-B, y de un TBRII soluble
recombinante para el TGF-B, fueron 8 nM y 120 nM respectivamente (158). Las afinidades
estimadas del proteoglicano intersticial que une TGF-B;, biglicano. decorina y
fibromodulina estin en el intervalo de 1-20 nM (17, 159). La Ky calculada de oo-
macroglobulina para el TGF-$ es de 300 nM (134).




Estos valores predicen que el betaglicano soluble recombinante puede tener un
potente efecto neutralizante del TGF-B in vivo. Ademis, ya que el betaglicano soluble se
encuentra en forma natural, se puede esperar que la administracion sistémica no induzca

una respuesta inmune adversa en modelos animales de experimentacion.

El betaglicano soluble recombinante tiene un efecto protector del daiio renal en un

modelo de glomerulonefritis experimental
En los ultimos afios ha habido una busqueda intensa de moléculas inhibidoras del

TGF-B que permitan disminuir la sintesis exagerada de matriz extracelular dependiente de
TGF-B que es comiin en varias enfermedades renales, hepaticas y pulmonares. En el caso
de Ia fibrosis renal. se han reportado varios métodos y proteinas blanco para prevenir este .
dafio a través de la inhibicion de la via de sefialamiento del TGF-B. Estos métodos
comprenden: a) la inhibicion de la sintesis del TGF-B utilizando oligonucledtidos
antisentido (137), b) la inhibicion del TGF-B por anticuerpos neutralizantes (113) o por
inhibidores naturales del TGF-B como la decorina (120), y receptores tipo 11 quiméricos.
los cuales bloquean la union del TGF-B a los receptores membranales (125) y c) el bloqueo
de los receptores de sefialamiento utilizando anticuerpos anti-receptor 1l de TGF-B (131).
En este trabajo se ha demostrado mediante varios ensayos in vitro, que el
betaglicano soluble baculoviral es capaz de bloquear el efecto del TGF-f3. Estos ensayos
comprenden expresion del gen reportero del plasmido p3Tplux en la linea celular MviLu
(epitelio pulmonar de bison). ensayos de inhibicion de la proliferacion en la linea celular
FBHE (epitelio de corazon fetal bovino) y expresion de proteinas de matriz extracelular en
células MMC (células mesangiales de ratén) cultivadas en alta concentracion 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 neutralizantes del TGF-B que han sido usados en el tratamiento de
nefropatias 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 analizo el efecto del betaglicano soluble

recombinante sobre la actividad del TGF-B 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 acumulacion de proteinas de matriz extracelular
como la fibronectina, colagena 1 y colagena I'V en el glomérulo.

Ademas se ha demostrado por primera vez que un agente anti-TGF-8 como lo es el
betaglicano soluble baculoviral es capaz de disminuir la sintesis de la cinasa SGK en el
rifion de ratas inoculadas con anticuerpo anti-timocito (OX-7). La cinasa SGK es capaz de
regular la actividad del cotransportador de Na":K":2CI" sensible a furosemida del asa
ascendente de Henle y del canal epitelial de sodio del tibulo colector. Por lo tanto, el
tratamiento con betaglicano soluble baculoviral posiblemente pueda regular la
hiperfiltracion glomerular y la hipertension sistémica que se observan en las nefropatias.

El efecto bloqueador del TGF-B por el betaglicano soluble baculoviral es
comparable al obtenido con los anticuerpos neutralizantes anti-TGF-B 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 I1 (131), ya que
la cantidad de anticuerpo anti-receptor Il que se requiere para disminuir el depésito de
proteinas de matriz extracelular en el glomérulo es de 9 mg/dosis durante 4 dias. comparada
con 250 pug de betaglicano soluble que se administran a la rata durante 6 dias.

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-B
en ensayos in vitro y previné la acumulacién de proteinas de matriz extracelular en el
glomérulo de ratas con glomeruloneftitis inducida por anticuerpos anti-timocito. por lo que
es un potente agente anti-TGF-B. Sin embargo, seria muy importante analizar si el
betaglicano soluble recombinante es capaz de revertir o detener el dafio producido por el
TGF-B en padecimientos cronicos en los cuales la desregulacion de la actividad del TGF-p

induce fibrosis en diferentes drganos.
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CONCLUSIONES

. El betaglicano soluble recombinante es un homodimero formado por 2 monémeros

de 110 kDa asociados por interacciones no covalentes.

. Esta proteina no presenta cadenas de glicosaminoglicanos, sin embargo. posee

carbohidratos que representan 20 kDa de la masa molecular de cada monémero.

. El andlisis de secuencia amino-terminal del betaglicano soluble recombinante

muestra que su péptido sefial es procesado apropiadamente en las células de insecto.

El betaglicano soluble recombinante tiene una constante de disociacion en el

equilibrio (Ky) de 3.5 nM para el TGF-$,.

La afinidad relativa del betaglicano soluble para las isoformas de TGF-B es TGF-B,
> TGF-B3 > TGF-p;.

El betaglicano soluble es capaz de bloquear en efecto del TGF-B; y TGF-B2 en
ensayos in vitro utilizando el plasmido reportero p3TPlux y en ensayos de
inhibicion de la proliferacion de células FBHE. El efecto es 10 veces mayor para
TGF-B, que para TGF-f,. Este efecto es comparable o mayor (en el caso del TGF-

B2) que el obtenido con anticuerpos neutralizantes anti-TGF-p.

Este betaglicano bloquea en forma especifica al TGF-B ya que en ensayos in vitro
utilizando el plasmido reportero p3TPlux, no fue capaz de inhibir el efecto de
BMP2, BMP7 o activina.

El betaglicano soluble tiene un efecto protector del dafio renal en el modelo de
glomerulonefritis experimental en ratas. Es capaz de disminuir el depdsito de
fibronectina, coligena I y 1V en el glomérulo y la sintesis de la cinasa SGK en el

rifion. Por lo tanto. puede funcionar como potente un agente anti-TGF-B in vivo.
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Betaglycan is an accessory receptor of members of the trans-
forming growth factor-g (TGF-f) superfamily, which regulates
their actions through ligand-dependent interactions with type 11
receptors. A natural soluble form of betaglycan is found in serum
and extracellular matrices. Soluble betaglycan, prepared as a
recombinant protein using the baculoviral expression system,
inhibits the actions of TGF-£. Because of ils potential use as an
anti-TGF-g therapeuticagent, we have purified and characterized
baculoviral recombinant soluble betaglycan. Baculoviral soluble
betaglycan is a homodimer formed by two 110 kDa monomers
associated by non-covalent interactions. This protein is devoid of
glycosaminoglycan chains, although it contains the serine
residues, which, in vertebrate cells. are modified by these carbo-
hydrates. On the other hund, mannosc-rich carbohydrates ac-
count for approximately 20 kDa of the mass of the monomer.
End-terminal scquence analysis of the soluble betaglycan showed
that Gly*! is the first residuc of the mature protein. Similarly to

the natural soluble betaglycan, baculoviral soluble betaglycan
has an equilibrium dissociation constant (K,) of 3.5nM for
TGF-A1. Ligand competition assays indicate that the relative
affinities of recombinant solubic betaglycan for the TGF-2 iso-
forms are TGF-£2 > TGF-$3 > TGF-gl. The anti-TGF-g#
potency of recombinant soluble betaglycan in virro is 10-fold
higher for TGF-£2 than for TGF-£1. Compared with a com-
mercial pan-specific anti-TGF-# neutralizing antibody, recom-
binant soluble betaglycan is more potent against TGF-£2 and
similar against TGF-£1. These results indicate that baculoviral
soluble betaglycan has the biochemical and functional propenties
that would make it a suitable agent for the treatment of the
diseases in which cxcess TGF-g# plays a central physio-
pathological role.

Key words: insect cell protein processing, soluble receptors,
transforming growth factor-# antagonists.

INTRODUCTION

Transforming growth factor-g (TGF-g) is the prototype of a
superfamily of autocrine and paracrine factors that are involved
in development. cell differentiation and proliferation {1,2). TGF-
f controls many physiological processes and. thus, disturbances
in its regulation or signalling pathway cun lead to disease [3.4}.
TGF-giscentral to the control of extracellular-matrix production
and, thereby, in wound repair [5]. TGF-f# promotes the ac-
cumulation of extracellular matrix by increasing its synthesis and
decreasing its degradation [1]. TGF-# is necessary for proper
wound healing; however, excess TGF-# leads to the fibrosis that
is observed in various discases; a deleterious effect that has been
called the *dark sidc” of TGF-# in tissue repair [6). The dark side
of TGF-# includes discases of relevance lo humans. such as
hepatic cirrhosis, ncphropathies of diverse actiologies and many
lung fibrotic diseases (7-9]. Therefore it is important to identify
pharmacological agents that neutralize TGF-# activity. and thus
prevent its deleterious effects. To this end, a rational approach
would be to find targets for anti-TGF-Z4 intervention in the TGF-
# signalling pathway.

TGF-f signals through type { and 11 receptors; these are single
spanning membrane proteins with extraceliular regions that bind
TGF-£, and cytoplasmic regions that contain serine/threonine
protcin kinases. When associated in a ligand-induced heteromeric
complex. the constitutively active type II receptor kinase
phosphorylates the glycine/serine-rich regulatory (* GS*) domain

in the cytoplasmic region of the type I receptor, leading 1o the
activation of its kinase domain. Active type 1 receplor kinasc
phosphorylates Smad2 or Smad3, permitting its association with
Smad4 into a complex that migrates to cell nuclei and mediates
the transcriptional regulation of TGF-# 1arget genes [4.10,11].
In addition to the signalling type 1 and 11 receptors, other
membrane proteins bind TGF-g with high affinity {12). Beta-
glycun and endoglin (type HI class of TGF-g£ receptors) are
transmembrane glycoproteins with large extracellular regions
that bind TGF-g, and small cytoplusmic regions, with no
clearly identifiable signalling motif. The type 111 receptors are
considered ‘uaccessory’ receptors, since they regulate the in-
teraction of TGF-# with the signalling receptors, and thus
determine the outcome of the TGF-# stimulation [13-16). Re-
cently, it hus been demonstrated that belaglycan also binds and
regulates the uctions of other members of the TGF-g superfamily
[17). Betaglycan and the type 1l activin receptor form a complex
that binds inhibin A with high affinity and prevents the formation
of the functional activin type 1 and H receptor complex; it has
been proposed that this accounts for the anti-activin effect of
inhibin {17). Betaglycan is 1 membrane protcoglycan containing
heparan and chondroitin sulphate chains. whose core protein
binds all three TGF-£ isoforms and associates with type 1l recep-
tor in a ligand-dependent manner, thereby modulating the effects
of TGF-£]13.18). However, because of its required participation
in the epithelisl-mesenchymal transition of cardiac endothelial
cells that Icads Lo heart valve formation, the possibility of a direct

Abbreviations used: TGF-#4, transtorming growth tactor-f: GAG, glycosaminoglycan chains; TFMS, trilluoromelhanesulphonic acid; IMAC,

immobitized metal-ion atfinity chromatography; Ky, €quilibtium dissociation
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 TGF-2 signalling function for betagiycan has not been rejected
[19).

A naturally occurring soluble form of betaglycan is found in
serum and extracellular matrices [20]. This form is gencrated by
a still uncharacterized proteolytic cleavage of the extraceliular
portion of the membrane betaglycan [21]). In contrast to its
membrane counterpart, soluble betaglycan produced in insect
cells by cDNA recombinant methods, is a TGF-# antagonist
[22]. As the first step to determine if this recombinant soluble
betaglycan could be a useful therapeutic anti-TGF-# agent, we
have purified it and characterized its biochemical and functional
properties, Our data indicate that recombinant soluble beta-
glycan is a dimeric glycoprotein that binds TGF-g with high
affinity and isoform selectivity. In addition, we found that in the
in vitro assays tested, baculoviral soluble betagivcan neutralizes
TGF-g with high potency, opening up the possibility of its usc as
a therapeutic anti-TGF-# agent.

EXPERIMENTAL
Reagents and cell cultures

COS-1 and MvlLu(CCL-64; American Type Culture Collection)
cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium
supplemented with 10 Y, fetal-bovine serum (Gibco/BRL, Grand
Isiand, NY, U.S.A)). S{9 cells were grown in Grace's medium
supplemented with 109, fetal-calf scrum, ycastolate and lac-
talbumin hydrolysate. High five cells (H5: Invitrogen. Carlsbad,
CA, U.S.A.) were grown in spinner flasks at 27°C at 100
rev/min, using Express Five (Gibco/BRL) serum-free medium
supplemented with 4 mM glutamine. TGF-41 and pan-specific
anti-TGF-# neutralizing antibody (AB-100-NA) (R & D Systems.
Minneapolis, MN. U.S.A). TGF-82 and TGF-43 were gifts
from Dr N. Cerletti (Ciba Geigy. Basel, Switzerland). The anti
c-myc monoclonal antibody (9E10) has been described previously
[23]. Uniess otherwise specified. all other biochemicals were from
Sigma-Aldrich Co.

Celi transfection and luciferase assay

Transient trunsfections were performed by the dicthylamino-
ethyl-dextran method [24]. For the anli-c-myc Western blot,
72-h conditioned media from the COS-1 cells transfected with the
soluble betaglycan or the glycosaminoglycun chain (GAG)-less
soluble betaglycan vectors (the LS or LS gag- constructs reported
in {22]) were transferred to nitrocellulose and probed with the
9E10 monoclonal antibody. For the luciferase assay. MviLu
cells transfected with the p3TP-lux reporter plasmid [25). were
seeded in 24-well multicluster wells (5 x 10 per well) for assay.
On the following day. the transfected cells were supplemented
with 20 pM TGF-# [dissolved in Dulbecco’s modified Eaglc
medium containing 0.2¢%, (v/v) fetal-bovine serum} and 0-
400 nM soluble betagiycan (or neutralizing antibody) (sce the
legend to Figure 6) and incubated for 18 h. After incubation,
cells were washed twice with PBS and lysed in 25mM Tris/
phosphate (pH 7.8), 2mM dithiothreitol (DTT), 2mM 1.2-
diaminocyclohexane-N . N.N'.N'-tetru-acetic acid, 10¢, (v/v}
glycerol and 1°, (v/v) Triton X-100, for 15min at room
temperature. Luciferase activity was measured in the clear lysates
using the Luciferase Reporter Assay System (Promega. Madison,
WI, U.S.A\) in a Berthold luminometer (Lumat LB9501).

Purification of recombinant soluble betagiycan

High five ceils at a density ol 2 x 10°/m} were infected, at a
multiplicity of infection of 10, with a high titre stock of the

© 2001 Biochemical Society

soluble betaglycan baculovirus. The conditioned media were
harvested 48 h post-infection and diately processed.
Conditioned media were supplemenied with 1| mM PMSF, centri-
fuged at 18000 g for 20 min at 4 °C to remove debris, concen-
trated x 10 using the Minitan Ultrafiltration System (Millipore,
Bedford, MA, U.S.A.), and subjected to immobilized metal-ion
affinity chromatography (IMAC) with fast-flow chelating
Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech., Little Chalfont,
Bucks., U.K.). Chelating Sepharose (a 60 ml bead-column) was
loaded with 50 mM NiCl, and then cquilibrated in washing
buffer (25 mM Hepes, pH 7.5/1M KCl/20 mM imidazole/1 mM
PMSF). The concentrated conditioned media were loaded and
the column was washed with 6 volumes of washing buffer
and eluted with a 20~-250 mM linear gradient of imidazole. Frac-
tions (5 ml) were collected and analysed for the presence of
soluble betaglycan by SDS/PAGE and detected with silver
staining. Fractions containing soluble betaglycan were pooled,
concentraled in an Amicon Ultrafiltration chamber (Millipore).
dialysed against PBS containing 19, (v/v) glycerol and 1 mM
PMSF and stored at —70 °C.

Gel filtration and native/denaturing geis

For gel filtration, 30-50 u4g of purified baculoviral soluble beta-
glycan were subjected to HPLC (Beckman Goid 126) on a
BioSep Scc-S3000 (300 mm x 7.8 mm) column. The column
buffer was 25 mM NaH,PO,/150 mM NaCl (pH 6.8) and the
flow rate was 1 ml/min. Protein in the eluate was monitored at
A 40+ fractions were collected and analysed by SDS/PAGE and
silver staining. Native PAGE was as described previously [26,27]
and proteins bands were revealed by siiver staining. For titration
of denaturing and reducing reagents (urea, guanidine HCl, DTT,
2-mercaptoethanol. SDS. Triton X-100 and Nonidet P40), the
protein samples were incubated for 30 min at 37 °C in 59 mM
Tris/HCl (pH 6.9)/8", (v/v) glvcerol/0.025¢9, Bromophenol
Biuc and SDS or DTT at the concentrations indicated in Figure
3(B). The sumples were then loaded on to the gel and subjected
to PAGE. Calculation of protcin mass was according to the
Ferguson method, using molecular mass standards of catalase
and a set of monomers, dimers, trimers and tetrumers of BSA
[28).

Deglycosylation sxperiments

Chemical deglycosylation of soluble betaglycan was performed
as described by Sojur and Buhl [29]. Bricfly. 50 ug of alkyluted.
Iyophilized protein was incubated at 4 °C for 2 h, in the dark,
with 100 xi of trifluoromethancsulphonic acid (TFMS) in glass
tubing saturated with N,. The rcuaction was stopped by the
addition of 609, (v/v) pyridine at —20°C. The protein was
extensively dialysed ugainst water, and concentrated in a Speed
Vac (Savant Instruments). For analysis, the deglycosylated
protein was subjected to IMAC using chelating Scpharosc, as
described above for the purification of recombinant soluble
betaglycan. The proteins eluted were separated by SDS/PAGE
and bands were detected by Western blot using the anti-c-myc
antibody and concanavalin A.

N-terminal ssguencing

For N-terminal sequencing. baculoviral soluble betaglycan was
first resoived by SDS/PAGE and clectroblotted on to PVDF
membranes (Millipore). The transferred protein was revealed by
Coomassic-blue staining and subjected to automated Edman
degradation on a gas-phase protein sequencer (LF 3000

(0%
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Beckman Instruments) equipped with an on-line HPLC system
(Beckman Gold). The HPLC equipment inciuded a model 126
pump and a 168 diode-array detector set at 268 nm and 293 nm
for signal and reference respectively.

Affinity labelling in solution

TGF-#1 was labelled with '*I by the chloramine T method, as
described previously [30). For affinity labelling in solution, 10 ng
of soluble betaglycan and 100 pM of **I-labelled TGF-41 (in
the absence or presence of 0—4 nM of non-radioactive TGF-8)
were incubated for 3 h at 4 °C in PBS suppiemented with 0.05%
(v/v) Triton-X 100. Cross-linking was started by the addition of
0.1 mg/ml disuccinimidyl suberate (Pierce, Rockford, IL,
U.S.A.) and stopped after 15 min by the addition of Tris/HC}
(pH 7.5) 1o a final concentration of 10 mM. The reaction mixture
was immunoprecipitated with the anti-c-myc antibody 9EI10,
separated by SDS/PAGE and bands were revealed by Phosphor-
imager (Molecular Dynamics). Quantitative densitometry of
radiolabelled soluble betaglycan was carried out using the
ImageQuant software; data were analysed using the Prism
software.

RESULTS

Expression and purification of baculoviral recombinant soiuble
betagiycan

We have described the preparation of recombinant soluble
betaglycan by mutagenesis of the rat wild-type betaglycan cDNA
(the LS mutant described in [22}). Briefly, the modified
cDNA encoded a sccretory protein with engineered epitopes
designed to facilitate its immunodetection and purification. A
human c-myc epitope was placed at the N-terminus, with a stop
codon, preceded by a His, sequence, inserted immediately before
the code for the transmembrane region of the receptor (Figure
1A). Expression of this modified ¢cDNA in COS-1 cells resulted
in the secretion of proteins, detected by the anti-c-myc antibody.
that exhibited the migration pattern of a ‘part-time® proteo-
glycun; that is, the smeared. high molecular mass (approx.
200 kDa), GAG-containing proteoglycan along with its core
protein (Figure 1B. lane 1). However, the expression of the
modified cDNA in Sf9 inscct celis, using the baculovirus system,
yielded only a core protein with a molecular mass of 110 kDa
(Figure 1B, lane 3). Baculoviral soluble betagiycan migrated
slightly fuster than the GAG-less soluble betaglycan expressed in
mammalian celis (Figure 1B, compare lanes 2 and 3). The mo-
bility of the baculoviral protein indicated the inability of the
insect cells to udd GAG to the core protein. and also a decreased
capacity to add other types of oligosiaccharides (see below), The
bands observed around and below 69 kDa most likely correspond
to degradation products derived from the secreted proteins. High
five (H5) cells were used to prepare larger amounts of baculoviral
soluble betaglycan because this cell line produced at least five
times more of this protein than the 9 cells (results not shown).
Soluble betaglycan was purified from conditioned media from
HS5 cells infected for 2 days, using IMAC. with yiclds in the range
6-10 mg/litre of conditioned media. As shown in Figure 1(C),
this single aflinity-chromatography step aliowed the purification
to homogeneity of baculoviral soluble betaglycan.

N-terminal sequence and glycosylation of baculoviral soluble
betaglycan

Post-trunslational processing of mummalian membrane and
secretory proteins in insect cells often is defective, and results in
proteins with abnormal properties [31). Thus the N-terminal end
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Figure 1 Expression and purMication of bacslovirat soludle hetagiycan

(A} Cartoon of the moditied cDNA soluble A double-stranded
oligonucieotxde was Inseited between the Ncol and the Avr!i stles of the rat wild-type betagiycan
¢DNA [22]. This oligonucieotxie encoces the shown sequence, 1n which His™ is e last
authentic resigue of the wild-type receptor [51]. The moditied cDNA encodes a sectefed protein

by the betag sites at Ser¥ and Ser™ (cicles).
the position of cysteine residues (black dols), the signal peptioe (black box, Including one
cysteimne, while dot), and the c-mvc eprope 1ag (astensh) are indicated : the cell piasma
membrane 1s shown as a hatched bar 1o the nght. Regions ol sequence simifanty to endogiin
and are as grey ang cross-hatched boxes tespechvely. (B}
Conditioned media of COS-1 cells transtected with the cDNA encoding the soluble betagiycan
tlane 1) of its GAG-less version {lane 2) and conditioned media of SIY cells inlected wth the
baculovitus encoding the soluble betagiycan (lane 3), were analysed by Western blot with
the anti-c-myc monocional antibody 9ET0. The GAG-less soluble betagiycan vector used in fane
2 corresponds to the LS gag  double mutant Ser™3%% _, Ala described previously 221 (©
Samples of 1 and 5 xg of IMACpurited soluble betagiycan were separated by teducing
SDS/PAGE and geis were stained with C: Biue. The mug of mass
standards 1s shown in lane M. Molecular masses (kDa) are shown on the left of the paneis.

sequence and degree of glycosylation of our preparation was
determined. The first 16 cycles of the Edman degradation of
purified baculoviral soluble betaglycan revealed the amino acid
sequence shown in Figure 2(A). This sequence contirmed the
identity of our recombinant protcin and indicated that its signal
peptide was properly processed in H5 cells. The signal peplide
cleavage occurred between Ala™-Gly* of the pro-peptide (Figure
2A). exactly as predicted by the von Heijne rules [32). Based on
the conceptual translation of its cDNA. the predicted mass of
recombinant soluble betaglycan was 87252 Da. Thus. from the
moleculur mass deduced in SDS/PAGE, we predicted u sub-
stantial degree of glycosylation in baculoviral soluble betaglycan.,
Indeed. Western blot and detection with concanavalin A (Figure
2B. lane 3) revealed the presence of munnose-rich oligo-
saccharides, most likely belonging 10 the class that are linked to
asparagine. Chemical deglycosylation of baculoviral soluble
betaglycan with TFMS resulted in the generation of an 87 kDa
protein that could be purified by IMAC (Figure 2B). The
deglycosylated product was still recognized by the anti-c-myc
antibody, but became negative 10 concanavalin A (Figurc 2B,
lanes 2 and 4). These findings indicated that TFMS compilctely
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A

ORF ATGGCAGTGACATCCCACCACATGATCCCOCGTGATGS TIGTCCTGA TGAGOGCCTGOCTGGC CACTGLC
conceprual KAVTSHHY‘HXP-VHVVL"SAC‘LATA
oiy“ :
ORF GG‘!‘CCAGAGCCCAGCACCCGCGAGCAACMWNWCGAG(}AAGAMGG?GT
conteptual GPEFSTRVEEQKLXSEED.’.Lrlvc'
cycle. 8 ¢+ 2 3 4 5 € 7 8 91011 12 13 14 15 16
experimental @ F E P § T R E E ¥ L I § E E
B Anti-cc-myc Con A
TFMS: = + - +
e
kDa
120 1 @ -
874 W
64 -
52 -
39 -
1 2 3 4
Figure 2 N-terminal and ply state of baculoviral soluble betagiycan
(A) N-terminal of I soluble was The tesidues tdentilied are indicated and ahgned with the conceptual translation deduced from the open reading trame

{ORF) of ts encoding CONA. The first residue of the bmaxun: protein corresponds 1o Gly** {bold). The predicted signal peptide is underlined and the engineered c-myc epitope 1S shown in undestined

italics. () | soluble betagl was

with TFMS (+ ) as described tn the Expenimental section and then puribed by IMAC. The TFMS-treated sample was dwvided

tnto equal volurnes, and separaled by SDS/PAGE (lanes 2 and 4). and blotted Yor concaravalin A (Con A) of an-C-myc (Anti-C-myc). As a control {— ), an equivalenl sample of baculowiral soluble

as the TFMS-ireated sample (lanes 1 and 3)

betagiycan was not treated with TFMS but was

deglycosylated the protein, removing approx. 20 kDa of its mass,
as determined by SDS/PAGE.

Baculoviral soluble betaglycan is a non-covalent dimer

Gel-filtration chromatography and gel electrophoresis, under
native conditions of baculoviral soluble betaglycan. indicated
that it is a dimeric protein. Purified baculoviral soluble beta-
glycan, subjected to HPLC with a BioSep Sec-S3000 column,
eluted as a protein with a caleulated mass of 220 kDa, which
migrated as a 110 kDa protein under reducing conditions in
SDS/PAGE (Figure 3A). Gel electrophoresis under native
conditions, which confirmed the mass estimated by gel-tiltration
chromatography, was also used to titrate the stability of the
dimer against several denaturing and reducing reagents, Figure
3(B) shows that the lowest concentration of SDS and DTT
required to completely dissociate the dimer was 350 mM and
10 mM respectively. Similar experiments demonstrated that
treatment with 5M urea or 2 M guanidinium hydrochloride

@ 2001 Biochemical Society
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caused dissociation of the dimer (resuits not shown). When
chaotropic and reducing agents were combined, their individual
concentrations required to dissociate the dimer were significantly
reduced. For example, when urea and DTT were used together,
the lowest concentrations needed for dissociation was 2 M and
I mM respectively. These results suggest that, despite the odd
number of cysteine residues per monomer (sce Figure 1A). the
baculoviral soluble betaglycan dimer is sustained by non-covalent
interactions.

Baculoviral soluble betaglycan binds TGF-5 with high affinity and
isoform selectivity

Soluble betaglycan, found in natural sources. exhibits high
affinity for TGF-#1 [20): therefore, it was imporiant Lo evaluate
the affinities of recombinant soluble betaglycan for the three
mammaliun TGF-# isoforms. Scatchard plots of saturation
binding experiments indicated that purified baculoviral soluble
betaglycan binds one molecule of '**I-lubelied TGF-#1 per
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betaglycan

(A) Punted soluble betagiycan was subjected to gel titrabon as descnbed in the Expenmental
section. Aliquots of the ' eluate were by SOS/PAGE and stained with
silver. The Iractions corresponding 10 the major peak (7 4 mun) are shown. The inset 1s a plot
o the eluyon:void voiume ratios versus the tog of the mass ol soluble detaglycan ang the
standargs used to calibrate the column. (B} Purfieg soluble betaglycan, subjecled to

(SDS) and (DTT). was anatysed by native gel electrophofesis as
gescnbed in the Expenmental Sechion. The migration of an intact sampie of soluble betagiycan
{C) and the molecuiar mass standards {M, kDa) are shown. The giners and monomers ol

I soluble are wilh artows.

molecule of dimer, with a K, of 3.5 nM (Figure 4). This K, value
is in good agreement with the valuc of 1.9 nM rcported by
Andres ct ul. [20] for soluble betaglycan produced by 3T3-L1
fibroblasts.

In order to establish the relative affinity of recombinant
soluble betaglycan for the other TGF-# isoforms, we performed
ligand binding competition experiments. For this purpose, aftinity
labelling in solution was carried out with a constant amount of

A 8.8s32393%
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Figuwre 4 TGF-£1 saturation binding of bacwioviral soluble betaglycan

L] soluble betagly (10 ng) was d to atfimty labeiling in solution {as
describec 1n the Expenmental section) with the indicated concentrations of '*iHabelled TGF-
Jit. Anti-c-myc immunopreciiates of the feaction mixiures were resoived by SDS/PAGE and
revealed by exposure to a phosphor screen (Storm; Molecular Dynamics). The locahion of the
labeiled solubie tsol BG)1s with an arrow. A masses are

on the Iett. (B) The level of binding was esttmated irom densitometnic analysis of the labelled
solyble betaglycan [sol BG from (A)) using the tmageQuant Software, and was plotied against
the '?14abelled TGF-/1 €) of the data shown 1n (B)
using the Prsm Software package

"1 labelled TGF-#1 and increasing amounts (from 0-4 nM) of
competing non-radioactively labelied TGF-g1. TGF-42 or TGF-
A3 (Figure 5). The amount of '**I-labelled TGF-#1 cross-linked
to soluble betaglycan was quantified from the Phosphorimager
scans of SDS/PAGE gels (Figures 5A, 5B and 5C) and plotted
as the percentage of labelied TGF# bound against the con-
centration of the unlabelled competitor. Similur to the results
observed for natural soluble betaglycan [20]. the half-maximal
homologous competition for TGF-s/1 labelling was approxi-
mately 0.5 nM. However, the other TGF-# isoforms exhibited a
higher degree of competition. In the presence of 0.5 nM TGF-£3,
the '"®I-TGF-g1 affinity labelling of baculoviral solubic beta-
glycan was only ~ 254,,. whercas, with the sume concentration
of TGF-#2, "*I-TGF-#1 affinity labelling of baculoviral soluble
betaglycan was ~ 909,,. Taken together, the dala suggested
that the relative affinities of baculoviml soluble betaglycan
for the three mammalian TGF-¢ isoforms were, TGF-42 >
TGF-43 > TGF-41.
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Figure 5 TGF-f Isoform-specific competition for the TGF-£1 binding of

suluble betag was d o afhrity tabeshing in solution with 100 p 't
labelled TGF-/1t and the ol (A) 1G4, (B) TGF -
72 or (€) TGF-43. The location of soluble betagiycan (Sof BG) 15 indicated with arfows
Moleculat mass markers are shown on tne left of the paneis (D) The percenlage compedtion
was estimated lrom densitometric analysis of the labetied soluble betaglycan {So! BG trom (A),
(B3 and (C)). using the ImageUuant Sotware. ana was plattea aganst the competitar TGF-/
cancentration

Baculoviral soluble betaglycan inhibition of TGF-S responses Is
also isoform seiective

We have previousiy demonstrated that conditioned media con-
taining baculoviral soluble betaglycan blocks the binding of
TGF-f to type 11 and | receplors and inhibits the TGF-£2 anti-
proliferative effect in Mv1Lu cells [22). To determine the precise
potency of the purified preparation. we assayed its effect on the
TGF-t-dependent luciferase cxpression exhibited by MvlLu
cells transfected with p3TP-lux, a TGF-g-responsive reporter
plasmid [25). Puritied baculoviral soluble betagiycan inhibited
the luciferase response in MvlLu cells treated with 20 pM TGF-
£ (a concentration that induces the maximal luciferase activity:
results notshown). Thisinhibition depended on the concentration
of the added soluble belaglycan (Figure 6). In several experiments,
the estimated EC,, of buculoviral soluble betaglycan for TGF-#1
was ~ 20 nM (Figure 6A). On the other hand, as expected from
its higher affinity for TGF-£2, the EC,, for this isoform was one
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Figurs 6 Neutralization of the TGF-5-rasponsive p3TP-lux reporter activity
by soiubie betaglycan

Mvilu cells were transtecled with the paTP-lux TGF-f-tesponsive feporter plasmid and
incubated with 20 pM TGF-#1 (M) or TGF-#2 (8) n the presence of the indicated

ol soluble ycan The achivity by these celis
was plolted against the soluble betaglycan concentration. Assays were performed in triphcate
and resulls were normahized to 100%. wnich 1s the value obtained in cells thal were not exposed
to suluble betagiycan Ihe results are means +5.0

order of magnitude lower (~ 2 nM) than that of TGF-g1 (Figure
6B). We also compared this effect with that of 4 widely used,
commercially available. neutrulizing pun-specific TGF-# anti-
body (AB-100-NA:; R & D Systems). The antibody cxhibited
EC,, of 20 nM and 11 nM for TGF-£1 and TGF-42 respectively
(results not shown). In this assay, low concentrations of baculo-
viral soluble betaglycan (25 nM) inhibited the response to TGF-
#2 by 100", (Figure 6B). However, at 10-fold greater concen-
trations (for example 400 nM), the maximal inhibition of the
TGF-#1 response was about 80¢, (Figure 6A), further
emphasizing the notable higher affinity of betaglycan for the
TGF-42 isolorm.

DISCUSSION

In many diseases, such as diabetes mellitus, TGF-# has been
identified as the major physiopathological agent leading to renal
failure, a complication with scrious medical and socioeconomic
consequences [8). However, this is just one of the many examples
in which agents capabie of neutralizing TGF-#? would be of great
pharmacological valuc [3,5,33}. In the present work, we dem-
onstrate thata recombinant soluble form of betaglycan, produced
in 1nsect cells using the baculoviral expression system, has the
biochemical and functional properties needed to become such a
pharmacological anti-TGF-# agent,

Baculoviral soluble betaglycan is efliciently expressed as a
secretory glycoprotein in which the signal peptide is cleaved with
the specificity expected for mammalian cells. However, in contrast
to the soluble betagiycan found in natural sources [20), it lacks
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GAG chains and exhibits a lesser degree of glycosylation. This
occurs, despite the fact that baculoviral soluble betaglycan
contains the serine residues that are modified with GAG chains
in the rat and mouse wild-type receptors [22,34). This deficiency
resides in the insect cells, since the same cDNA, when expressed
in COS-1 cells, produces a GAG-containing soluble receptor. On
the other hand, similar to results reported for other extracellular
proteins expressed in insect cells [35], baculoviral soluble beta-
glycan has a lesser amount (when compared with the mammaiian
counterpart) of mannose-containing oligosaccharides. Thus
baculoviral soluble betaglycan 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-g affinities of
baculoviral soluble betaglycan resemble those of the wild-type
receptor. It has been reported that the membrane-bound beta-
glycan forms homo-oligomers [36.37). Our present work shows
that native baculoviral solubic 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 number of
cysteine residues in each monomer of soluble betaglycan
suggested that dimerization would require an interchain di-
sulphide bond between the monomers.

Soluble betaglycun binds TGF-gl with an affinity (X,
~ 3.5 nM) that is comparable to the soluble betaglycan found in
natural sources [20]. It also binds the other TGF-# isoforms with
even higher relative affinities, showing at least a 5-fold higher
affinity for TGF-A2 than for TGF-g1. The higher TGF-
£2 affinity of the recombinant soluble receptor is equal to that of
the wild-type membrane-bound receptor [38-40]. '*]-labelled
TGF-f1-saturation binding experiments indicated a stoichi-
ometry of one molecule of TGF-#1 per molecule of soluble
betaglycan dimer. This finding is difficult to explain, since
previous mutagenesis experiments show that there are two ligand
binding sites in the betaglycan ectodomain [22,41,42). This could
indicate that binding of TGF-g1 requires the two ligand binding
domains to be present in one monomer and that the first
binding prevents further binding to the other monomer. Further
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 of TGF-#2 in the
highly TGF-f-sensitive MviLu cells [22}. In the present study.
we assayed the homogencously purified soluble betaglycan and
found that it blocked TGF-#2 and TGF-g1 in a TGF-# assuy in
vitro. that driven by the p3TP-lux reporter (25]. These studies
also showed the sume TGF-# isoform selectivity in the ligand
binding competition assays. which were at least one order of
magnitude more effective aguinst TGF-#2. Similur isoform
selectivity was observed also in the TGF-4 growth-inhibition
assay using fetal-bovine heart endothelial cells (resulis not
shown). It is relevant that the potency of baculoviral soluble
betaglycan is comparable with that of u widely used anti-TGF-
# neutralizing antibody that has been successfully used in rirvo
{43]. The fact that the baculoviral recombinant soluble betaglycan
prepured by us had a consistent TGF-# neutralizing activity is in
sharp contrast with the enhancement of the TGF-# bioactivity
observed with a bacterially expressed, His,-tagged, full-length
betaglycan ectodomain protein. the bgl.2.3 fusion protein {42).
Despite inhibiting TGF-g1 binding to MvI1Lu cells. the bg.1,2.3
protein wus able to enhance the growth inhibitory effect of TGF-
Al inthiscellline. The most likely explanation for this discrepancy
is that the renaturing protocol employed to prepare the bgl.2.3
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protein resulited in a folding that differs from that of baculoviral
sojuble betaglycan. Further experimentation is required to es-
tablish and compare the tri-dimensional structures of baculoviral
and bacterial soluble betaglycans. These studies will provide
useful information on what determines that the same polypeptide
behaves as 4 TGF-# neutralizing or a TGF-g promoting agent.

The affinity of baculoviral solubie betaglycan for the diverse
TGF-p isoforms is similar or higher than that of other agents
that neutralize TGF-# in vivo [44—48). The TGF-£1 K, of a re-
combinant form of the TGF-g1 latency-associated peptide and of
4 recombinaut soluble type Il TGF-# receptor were 8 nM and
120 nM respectively [49]. The estimated affinities of the small
interstitial proteoglycans that bind TGF-g1, bigiycan. decorin
and fibromodulin are in the range 1-20 nM [50). These values
predict that baculoviral soluble betaglycan will have a potent
TGF-# ncutralizing action in vivo. Furthermore, being a soluble
receplor that is found in natural sources, it would be expected
that administration systemically would not elicit an immune
response in experimental animal models.
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