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INTRODUCCION

El sistema inmune esta constituido por un conjunto de mecanismos de
respuestas innatas de caracter inherente e inespecifico que preceden a otras
adquiridas y especificas. Las células del sistema inmune que ejercen estas
respuestas siguen, desde etapas embrionarias, rigurosos procesos de seleccion v
maduracion funcio_ﬁal. De esta manera en un organismo adulto, tanto las
respuestas innatas como las adquiridas operan con niveles muy finos de control y
desempeno. La respuesta inmune innata constituye el primer frente de ataque
ante embates externos y usualmente se presenta como respuesta inflamatoria.
A manera de resumen se expondré a continuacion una vision amplia de este
fenomeno.

Durante la inflamacion ocurre un reclutamiento local, masivo y especifico
de células del sistema inmune hacia la zona danada. Este evento es disparado por
estimulos locales emitidos por macrofagos activados y generalmente van
acompanados de senales quimiotacticas liberadas por el propio tejido afectado.
Los macrofagos pueden activarse por procesos infecciosos o de reparacion tisular,
resultando con ello en la secrecion masiva de productos pro-inflamatorios. Estos
son los responsables directos del reclutamiento de las células que participan en
la respuesta inflamatoria (generalmente neutrofilos) hacia el sitio de dano con lo
que se facilita la diapedesis, es decir, la infiltracion celular desde el torrente
sanguineo hasta el parénquima. Para que ocurra la infiltracion se requiere de la
adhesion de las células circulantes a la pared vascular de las venas postcapilares
que circundan el tejido danado (1), lo cual implica una interaccion directa entre
las células circulantes (linfocitos, monocitos, neutrofilos) y la monocapa
endotelial. Esta interaccion directa demanda el reconocimiento especifico y la
union mediante moléculas expresadas en la membrana de ambos tipos celulares.

La célula endotelial constituye, en condiciones normales, una superficie no
trombogénica y no adherente. Sin embargo la adhesion implica un cambio
fenotipico de la célula endotelial, de un estado de'reposo a un estado activado v se

caracteriza por la expresion de genes como quimiocinas (como RANTES e IL-8 que



participan en quimiofaxis), citocinas inflamatorias cncargadas de :unr.)li!ir-::r Ia
respuesta de activacion (como la 11.-0) y meléenlas de adhesddn que intcrpcinan
dirsctamonte con ligandos membranales de las células blancoy, (al cx ol caso
wieetna- 18, TCAM 1 y VOCAM- 1. lisla activaeidn endotaiial 1o pormite o o coluls
parileipar activamenie en ool desarrolio de la reaccion inllamatorio ce e,
Alemds do la expresion de la exprosion ode una gran varicdad o molecalas  dn
aithesion en la mcmbrans apical, ocurees adetnas profundos ciunbiog ¢ o
ciloemeleto v Ias ealrucluras de transporte cchilar interno, asi como o
e ngtichumienio o bie vniones cdercehislares entes ¢élulag endatelinles vy
s an Ao uriones transiloriag con log lewcocilog ¢ proceso de extraeagacion.
v cateus meddificaciones regquicren de i transcripeon concertadi: de an ran
e e . BE LD O reapuenia i los cuifmulos exiracelutires e
Gogiioaiar el o conjun o la mblracion celular,
Pracuiicamente todos 108 genes cuya expresion se cnciende duranic o
¢ widn endoiehal  esian reguladon a aivel  gendctico  por el G (

Covooipaidn WEaR, Bste lactor ticne la particulosridad de ocalizarse cooool

e, secues rado por ung Lumilic de pralelnas cdenominadas Inhibidor 5 del
19 nuclear k13 (fcld). Los estimulos activadores de NPcl3 inducen una caceada

de 1oonadirceion de seRales que culmina con la feglorilacion, abiguiiinacion y
e eaeian o en el proteosoma de los  IkBs. Asi el lnctor se tragloen desdn ¢
g al naeleo y se une a secucncias capecificas en la cromastina (Giton do
voooald) debmitadas en g oregion promotora de muchos doe Jog gencs gue
poacierizan el fenotipo endotelial activado, permiticrndo con ello su Cransenpeion
arheeouenle expresion,
Los macrolagos activados por icroorganismos  liberan  produclen gue
ncinn la respuesta inflamatoria que  incluyen  citocinas  indlamatorian, on
drlredar ol Faetor de Meerosic Tuarowol-alfe (TNI-q) y 14 Dntesdien coos Lrets
N la activacian endotelial mediada tanto por TNIM-a. como por 41 [} ha aido
~arnctenzeda con defalle. Ambas citocinas se unen a reeepiores membrangles
widependicntes que inducen vias de iransduceion que conllevan o o expresion
cancoiics e gonea,
Las  macroiagos activados por molcculas  bacterianas capecificgs, como

Bpaposeewddo (LPS) o endotoxina, s¢ cncargan de seerctar el conjunio



factores que inician la cascada inflamatoria (citocinas, quimiocinas, enzimas de
remodelacion tisular, hormonas, proteinas transportadoras, etc). A pesar de que
la mayoria de las citocinas inflamatorias fueron purificadas originalmente a partir
de medios condicionados de macréfagos asctivades por endobexiza se
desconoce en gran medida la composicion exacta del conjunto de faciores que los

macrofagos activados por un antigeno bacleriano secretan al medio

La magnitud de fa respuesta inflamatoria es crucial: una respuesta
insuliciente deriva cn  inmunodeliciencia, que abre la pueria o inleccioncs y
cAancer; una respuesia excesiva puede producir dano tisular importante que se
asocin a morhilidad comoe ocurre en  patologias como artrilis reumaloide,
enfermedad de Crohn, arteriosclerogis, diahetes, Alzheimer, eacleragic maliipgle, ¢
wnuemia cercbhral vy miocardial. Incluso puede llevar a la mucrie. 50 la respuesta
clamatoria se extientie a la circulacidon sistémica pucde devenir ¢n chogue
eplce, meningitis y rauma severo. Bnfonces la respuesta inflamatoria puede on

Aslones convertirse en un peligro mayor que ol agente gue In origing

e

L biologia del cndotelio vascular

Aungue la célula endotelial fue considerada duranic muchos anos como
aa monocapa inerte y no reactiva, ¢l dia de hoy se sabe que juega un papel
lundamental en la homeostasis del sistema vascular y del  sistema inmune. Su
localizacion estratégica entre ¢l torrente sanguineo v los (gjidos las convierte on
moduladoras activas del intenso trafico molecular y celular que ocurre entre
amhos compartimentos.  Por otro lado, la ubica como blanco primario de las
sehales de comunicacion que son liberadas a la circulacion (2).

La célula endotelial descansa sobre una membrana basal compucsla ¢n su
mayoria por colagena IV, clastina, laminina y fibronectina y jucga un papel
uaiportanie en el mantenimiento de¢ esta matriz  sinictizando  un ninoero
impartante de estos componentes protéicos (3). Estudios in vitro han demostrado
que la fibronectina y la trombospondina llegan a componer alrededor del 15 % de

los productos secretados al medio por parte de la célula endotelial, Las célilas



endoteliales producen también colagenas tipo I, 11, IV y V¢ incluso participan en
la remodelacion de la membrana basal, produciendo colagenasas especificas (4.
La membrana apical de la célula endotelial es intrinsecamente no
(rembogénica y las plagquetas no estimuladas son incapaces de adherirse in vivo a
Ia superficie endotelial intacta. Distintos reguladores pueden, sin embargo, dirigir
el metabolismo cndotelial de mancrn que participe en procesos tanto ceagulanles
como anticoagulantes (5). La adhesion de plaguctas al endaotelio es dependienic
del factor von willehrand. Bsta molécula se sinteliza como un precurser inactivo
250 kDay dueppués de dislintos pasos de agregacion y pratedlisis e seerefa en
v reguiada como un multimero de alto peso molecular gue forma un soporta
e o adhesion plaguetaria (6). ste factor es  por oiro lado uno de les
arcilores cndotaliales mas emnlendos. La eélula endotelin! produce también vl
aotor V de la coagulacién y es capaz de unir a los faciores D4 y o de da
alacion, lo que probablemente ayuda a localizar este proceso (7) (8).

! transporte de acidos grasos, triglicéridos, diacilghcerol y de e unido a
sl rina hacia los (ejidos también involucra aclivamenie a la manocap:
eaelial, Para cllo las células endotelizales poscen receptores para [-L1DE, HDL,

I 11 y receptores a transferrina logrando asi internalizar tales molcculas y
o estas estructuras en intermediarios mas rapidamente octabolizable:s

do Como el oresto de las células somaticas, las células endoteliales ticnen
wptores especificos a insulina y de hecho ¢l endotelio arterial cs capuz de unir
as veoes mas insulina gue el endotelio venoso. Adicionalmente se ha ohservado
que el efecto proliferativo de esta hormona  también es distinto dependicndo del
I

Lipo eadotelial blanco: en microvasculatura induce incorporacion de timidina ¢

DNA pero no en macrovasculatura (2).

Je todos los procesos en los que ¢l endotelio participa, probablemoenie ¢
monr caracterizado  es  la  activacion  endotelial - mediada por estimulos
ilamatorios (10).

I estado guicscente las células cndofeliales forman una monocapa que
gesenta un alto grado de heterogeneidad  dependiendo del calibre del vaso y de
woorigen vascular o linfatico. Sin embargo, en respuesta a los eslimulos
activadores, practicamente todos los subtipos de célula endotelial presentan una
serie de cambios morfoloégicos y bioguimicos que caracterizan al estado activado,
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Siobien la activacion endotelial se caracteriza por cambios en ¢l patrén de 1o
cxpresion génica convenientes para adaptar a la célula a requerimicnios locnles
luncionales y cspec cilic 08, ¢sto no implica un proceso de diferenciacion como tal vo
que todos los ¢ ambios son reversibles (11, 12).

Las moléculas de adhesion que se expresan en la superficic de o ccluls
poermiten dirigir a las células circulantes al sitio de dafio lo cual constitnye o de
los primeros pas r:«, e¢n la cascada inflamatoria. La expresion de la siniasa de dxddo
nitrico (INOs) participa en la modulacion del tono vascular gue seove alectado
durnnie  la activacion, disminuyendo localmentic la presion sangumen {10

suranie el choque séptico ¢l oxido nitrico (ON) producido por a2 céluln endotelia
wagera ¢ 1a pzzir.za;?},".n‘ sig y la depresion de la funcion confractil o miacargdi
4]

un fenomeno interesanle gue ocurre duranie o activacion eoaoichian os
nnlest yosecrecion por parte del endotelio de cttocimas inflamatorian (TR o
3, 6] que actuan tanto de modo autdcrino, como paracrine (1) o i

L osmnpliflencidm v o la difesién de la respuesta. La oélula endotelinl prodoe
lamblién  factores de diferenciacion y proliferacion hematopoiciica como i
pinocinas comeo la 1L-8 (16) (17).

Lag quimiocinas también forman parte del reperforio endoielial oy poranies

Haa respuesta quimiotactica localizada como parte de la inmunidad i
tncluyen  miembros de las familias C-X-C (I1-8, 11-10, groa) y O (MO 1, 2407

RANTIEG)(18). INstas Qlimas pueden participar tamhién duranic o migoacion
fowtlulns endoleliales gque ocurre en la angiogenesis (13).

Una caractenstica importante que presenia la monocapa endoicliod in mivo
guque lunciona como un sineicio. La aclivacion endotelial  reordenn L unionas
qomoiipicas, permitiendo con ¢llo un mayor grado de comunicaciGn y oo diluag
v das senales locales y facilitando la fransvasacion celular (VO] 1o
Liatintas proteinas membranales que sufren reorganizacion durante o aclivacion

adotelial, estan las que participan en las uniiones adherentes como V2 cadlaring
r w.b-enieninas (21).
Lo activacion endotelial involucra tambicn cambios signilicativos oo ol

varreplo del ertoesqueleto que capacitan o la c@lula para o Leansmuagraci)

crcocilicn que sigue a la adhesion. Bstudios inmunociioquirtteos  senaig



rearreglos en la organizacion de los filamentos de actina, especialmente aquellos
asociados a las uniones célula-célula (22)

También se ve alterado el trafico vesicular y muchas de las moléculas que
antes de la activacion que permanecian encapsuladas en vesiculas asociadas a
clatrina, que como el factor von Willebrand, son procesadas y liberadas al espacio
extracelular (23).

Cabe resaltar enionces que a pesar de que las células endoteliales no
forman parte del sistema inmune, su activacion ocurre de manera coordinada con
cambios en las poblaciones de macrofagos residentes y de leucocitos circulantes

para hacer posible la reaccion inflamatoria.

La adhesion heterotipica célula-celula

Como parte de la respuesta inflamatoria, el reclutamiento de las células
circulantes inicia con su adhesion a la pared vascular.

Las moléculas de adhesion llamadas selectinas (E y P) estan involucradas
en las fases tempranas de la adhesion. Es una observacion ya clasica que en las
zonas donde comienza la inflamacion, los linfocitos se mueven hacia la pared
vascular y comienzan a rodar sobre ella. Este rodamiento o adhesion laxa es
mediado precisamente por selectinas (24). Durante este proceso de rodamiento, en
el que una ceélula se mueve muy rapidamente con respecto a la otra que se
encuentra fija, el numero de interacciones es mas importante que la afinidad
absoluta de los receptores celulares. Por otro lado, esta molécula presenta enorme
flexibilidad, debida en parte a las multiples repeticiones de regiones conservadas y
la enorme presencia de carbohidratos (25).

La adhesion firme que ocurre después del rodamiento esta mediada por
receptores de integrinas (ICAM-1 y VCAM-1)(26). Estos pertenecen a la
superfamilia de inmunoglobulinas; poseen distintas repeticiones de dominios Ig-
like, generalmente codificados por exones separados. La participacion de estas
moléculas esta muy bien documentada en la migracion celular que ocurre durante
el desarrollo (1). Sin embargo, su papel en el fenomeno inflamatorio ha quedado
claro en los ultimos anos, en particular por su abundante expresion en la pared

vascular observada in vivo (27).
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Las selectinas pueden reconocer una enorme variedad de ligandos que
pueden incluso ser distintos para cada miembro de la familia. Aunque el Sialyl
Lewis x es el principal receptor presente en neutrofilos reconocido por Selectina-
E, esta también puede reconocer otras moléculas de superficie, especialmente

aquellas que contengan N-aceti-lactosaminas fucosiladas (28).

Durante la activacion endotelial se expresan también otras moléculas de
adhesion cuya expresion ha sido menos estudiada pero que forman parte del
repertorio endotelial, tal es el caso de VCAM-2, selectina-P, fractalkina, CD36,
selectina-L, PECAM-1 y GPIb-IX (29) (30).

Moléculas de adhesion y su expresion en el endotelio activado

Del repertorio de genes que se expresan durante la activacion endotelial, los
mejor caracterizados son aquellos que codifican para moléculas de adhesion

(Figura 1).
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Figura 1.- Secuencias reguladoras en la region 5™ de los genes que codifican para las moléculas de
adhesion endotelial Selectina-E, I[CAM-1 y VCAM-1.
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Selectina-E

Pertenece a la super familia de inmunoglobulinas. Se ha estudiado in vivo
su abundante expresion en sitios de inflamacion, en particular en patologias
inflamatorias donde se observa una acentuada transmigracion de neutrofilos (31).
A partir de su secuancia de aa, se puede inferir un peso molecular de 64.5 KDa,
sin embargo, en geles de SDS-PAGE pueden resolverse isoformas de 105 a 117
KDa lo que habla de distintos estados de glicosilacion. Es una de las moléculas
de superficie que s=e utilizan como marcador endotelial. Si bien su concentracion
se incrementa durante el estado activado, tiene una taza basal de expresion, de
manera que cantidades importantes de la molécula se almacenan
intracelularmente v son expuestas en la cara apical de la membrana pocos
minutos después de la activacion endotelial (32).

La transcripcion de selectina-E en respuesta al TNF-o es un fenomeno
estudiado con interés desde hace tiempo. La aparicion del mensajero puede
observarse desde los primeros 20 minutos tras la estimulaciéon, y la proteina
aparece entre una y cos después en la superficie celular. La expresion maxima
ocurre entre las cuatro y las seis h y luego decae rapidamente, llegando a niveles
basales tras 24 h del estimulo inicial (33).

L.a correlacion entre la transcripcion y la traduccion es particularmente
buena en este mensajero. La region reguladora ha sido disecada con cuidado
utilizando estudios de expresion de genes reporteros, lo que permitio determinar
que existe una zona fundamental para la transcripcion que abarca
aproximadamente 3700 nucleotidos hacia el extremo 3™ (34).

Posteriormente, estudios de delecion caracterizaron un elemento regulatorio
que contiene tres secuencias de union al factor de transcripcion NF-kB. Es sobre
esta region en que recae la inhibicion por glucocorticoides de la que este gene es
objeto y que ha sido ampliamente estudiada en sistemas inflamatorios (35).

Un segundo elemento en el promotor (NF-ELAM1) corresponde a un sitio
CRE/ATF-like en el que ensayos tipo EMSA y supershift han identificado la union
de al menos cuatro monomeros de estos factores de transcripcion: ATF-a, ATF-1,

ATF-3 y c-Jun, sin que quede claro cual es el arreglo particular de homo- o



heterodimeros que se asocian a estos sitios en distintos escenarios fisiologicos
(36, 37).

Los tres sitios NF-kB operan de forma cooperativa entre ellos. Los sitios 1y
2 (entre —125 y -106) estan contiguos y parecen ser los primeros en ocuparse (38).
El sitio 3 esta entre -93 y -84 nucleétidos de distancia, y los tres reconocen las
mismas subunidades: el dimero p50/p65. Los sitios 1 y 2 aparecen en los
promotores de distintas especies, por lo que parecen estar conservados durante la
evolucion (39).

Un dato interesante es que el promotor de selectina-E se organiza de
manera muy similar al del gene que codifica para [FN-y, no s6lo en el sentido de
las cajas que contiene sino en la cinética de union de estos factores y en el arreglo
tridimensional que adquiere la cromatina al momento de la transcripcion (34)

Se ha estudiado también la regulacion negativa de la expresion de selectina-
E. Su expresion esta bajo un control temporal que resulta del hecho de que NF-xB
esté sujeto a un circuito de autorregulacion que asegura su disminucion.

En condiciones fisiologicas, la secrecion de productos inflamatorios esta
seguida de la produccion de inhibidores (como se discutira mas tarde). Uno de los
productos que los macrofagos producen en las fases tardias a su activacion es el
TGF-B el cual inhibe especificamente la expresion de selectina-E. Esta inhibicion
ocurre a través de las proteinas Smad, que interactuan con NF-kB en los sitios kB

del promotor, previniendo su actividad (40).

VCAM-1

Fue caracterizada inicialmente como molécula de superficie de células
endoteliales derivadas de microvasculatura. Ahora se sabe que se presenta
también en células dendriticas, macrofagos, mioblastos y miotubulos (41).
Pertenece también a la super-familia de las inmunoglobulinas y su importancia
se ha centrado en el reclutamiento de linfocitos durante la inflamacion (32). Las
moléculas membranales que funcionan como sus ligandos son las integrinas a4-
Bl (VLA-4) y a4-B7 (26). En su organizacion se encuentran siete dominios C2 de
inmunoglobulinas que parecen estructurarse en dos regiones altamente

homologas, lo que sugiere una duplicacion intergénica. Purificada a partir de
9



células HUVECs presenta un peso molecular aparente entre 90 y 110 KDa.
VCAM-1 se expresa en células endoteliales como parte también del programa
ontogénico (1), durante la proliferacion, migracion y formacion del tubo vascular.
En estas condiciones tanto VCAM-1 como ICAM-1 son reguladas a nivel
transcripcional por estimulacion con el factor de crecimiento vascular (VEGF), un
potente inductor angiogénico (42) que se une al receptor celular Flk-1/KDR. En
células endoteliales deficientes en este receptor existen serias anormalidades en el

desarrollo endotelial y desorganizacion vascular (4+3).

ICAM-1

Se encuentra como un polipéptido de 35 KDa. Se han identificado también
formas solubles en el suero (44) y se le ha involucrado en la metastasis.

También pertenece a la super-familia de las inmunoglobulinas. Se expresa
basalmente en proporciones significantes en un reducido grupo de tipos celulares,
basicamente monocitos y células endoteliales (26). Es un importante mediador de
la respuesta inmune y de la inflamacion (45). También media 1 interaccion de la
celulas T con células presentadoras de antigeno y de las interacciones
homotipicas y heterotipicas entre células T y B. Su expresion es fuertemente
inducida por IFN-y, IL-1B, TNF-a. y LPS (46, 47), (48, 49).

Se han caracterizado como sus ligandos especificos a las moléculas LFA-1, MAC-
1, CD43, y otras integrinas (26). Como ocurre con otros miembros de la misma

familia, la adhesion mediada por ICAM-1 es dependiente de calcio.

Selectina-P

Esta molécula fue caracterizada inicialmente como parte del repertorio de
adhesion de células plaquetarias al endotelio vascular y participa en la union laxa
de linfocitos (50).

Se han caracterizado tres sitios NF-xB en tandem en el promotor del gen de
selectina-P murino (51), mientras que en el gen humano se ha sefialado un sitio
unico capaz de unir al heterodimero p50/p52 que es requerido inequivocamente

para la transcripcion completa del gene. En condiciones basales éste dimero esta

10



secuestrado en el citoplasma por el inhibidor Bcl-3. En cambio las subunidades
que se unen al promotor murino contienen la subunidad p65 (52).

Tanto icosantina como [L-4 inducen la expresion de Selectina-P en células
HUVECs, si embargo IL-4 inhibe la expresion dependiente de TNF-o del gene

Selectina-E, a cuyo promotor se unen los mismos heterodimeros (53).

La activacion endotelial involucra entonces una gran cantidad de cambios que en
su mayoria estan regulados a nivel transcripcional. Gran parte de la literatura
con respecto a esta activacion esta documentada para células endoteliales

estimuladas con citocinas inflamatorias

El Factor de Necrosis Tumoral-o

Un factor proteico mediador de necrosis hemorragica en tumores

La necrosis hemorragica de tumores provocada por infecciones de
estreptococo, fue observada desde finales del siglo XVIII (54). En 1868, se reporto
la regresion espontanea de tumores en pacientes con infecciones bacterianas.
Posteriormente, esta observacion fue repetida por Coley, administrando
preparaciones de cultivos de estreptococos a ratones con tumores inducidos en
forma experimental. En este modelo, Coley observdo que estas preparaciones de
estreptococos en los que se eliminaba la actividad bacteriana por filtracion,
causan la reduccion de las masas tumorales (55),(56). No fue sino hasta 1944
cuando a partir de cultivos de bacterias gramm-negativas se purifico el producto
bacteriano responsable de la necrosis hemorragica de tumores, se le llamo
endotoxina y fue caracterizado como un “lipopolisacarido” bacteriano (57).

Muchos anos después se reconocidé que no es la endotoxina, sino un
producto presente en suero de animales a consecuencia de la inoculacion con
endotoxina, lo que producia la regresion tumoral. En 1975 Old demostro que el
suero derivado de ratones tratados con endotoxina (llamado suero de necrosis
tumoral) inducia también necrosis hemorragica en tumores desarrollados en un
segundo animal, con efectos menos toxicos que la administracion de endotoxina.
La principal aportacion de Old fue demostrar que la actividad necrotizante de
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tumores era un factor derivado del hospedero y proponer que la fuente principal
del factor eran los macrofagos que lo liberaban al suero (58)

Fue entonces que se acuno el termino “Factor de Necrosis Tumoral”, aunque
éste no se purificaria sino hasta una década mas tarde, gracias a su actividad
citotoxica sobre tumores murinos. Finalmente Aggarwal en 1985, purifico a partir
de medios condicionados de macrofagos, una molecula cuya actividad era
responsable de inducir muerte en la linea celular L929 y fue llamada formalmente

TNF-« (59).
Un factor protéico inductor de caquexia

El otro ladio de la historia del TNF-o. se origina también desde el siglo XIX.
Existia la observacion del establecimiento de caquexia en algunas enfermedades
cronicas. Posteriormente se observo que conejos infectados con Trypanosoma
brucei pierden mas de la mitad de su masa corporal inicial, a pesar del desarrollo
secundario de trigliceridemia ocasionada por la enfermedad (60). Estudios
bioquimicos que acompanaban a este analisis revelaron un aumento de casi diez
veces de los niveles de VLDL en plasma, aceleracion del metabolismo energético,
alza en el consumo caldrico, lipdlisis y recambio de proteinas (61). En otros
modelos fue caracterizada la caquexia con mas detalle como una condicion que
generaba anorexia, perdida de masa corporal, deshidratacion y perdida de
proteinas corporales y de lipidos (56).

Después se describidé un factor proteico presente en el suero responsable de
inhibir la actividad de LPL en adipocitos y supresion sistémica de la actividad de
lipasa lipoprotéica in vitro. Mas tarde se descubrio que un estado muy similar a la
caquexia podia ser reproducido en ratones tratados con endotoxina bacteriana y
que el suero de estos animales podia causar a su vez esta condicion si era
inoculado a un raton singénico sano. Como en el caso del TNF-a, esta observacion
apuntdo a que la endotoxina inducia la liberacion de factores propios del

hospedero que promueven este desbalance fisi'oiégico (62)

En 1985 esta actividad inductora de lipdlisis fue purificada a homogeneidad

por Beutler como una hormona polipeptidica de alta abundancia en los medios
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condicionados de macréfagos murinos, que suprime la actividad de proteina
lipasa en células 3T3 a la que denomind caquectina: “El 1% de los productos
protéicos secretados por células RAW estimuladas con endotoxina, corresponde a
la caquectina” (63)

La secuencia de la caquectina fue ingresada a las bases de datos existentes
y resulto idéntica a la secuencia reportada para TNF-o unos meses antes. La
clonacion del gen y la posterior puriﬁcacién de la proteina ocasionaron un enorme
acopio de informacion alrededor del factor. Fue evidente entonces que el TNF-a,
originalmente definido por su actividad antitumoral, desplegaba también distintos
efectos sobre células normales y era un potente mediador de inflamacién y
respuestas inmunes celulares. El estudio del TNF-a se ha vuelto uno de las
materias fundamentales en la ciencia biomédica. Su actividad ha resultado ser

esencial para entender la respuesta inmune innata.
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TNF-a: Mediador de patologias diversas

La variedad de eventos en los que esta involucrado el TNF-o, depende a
escala sistémica de la ventana espacio-temporal en la que sea producido y, a
escala molecular, del balance de las distintas rutas transductoras que pueda

desatar en la célula blanco (Figura 2A).

Por ejemplo, una pequena cantidad de TNF-a recombinante (alrededor de
0.5 mg/Kg de masa corporal) es capaz de provocar hipotension y aumento de la
frecuencia respiratoria, mientras que a dosis mas altas (3 mg/Kg de peso corporal)
induce taquicariia, acidosis metabolica seguidas de necrosis hemorragica en
pulmon, intestino y distintos organos (64).
El efecto mejor estudiado del TNF-a a dosis altas y liberado de manera sistémica
por macréfagos circulantes es la induccion de chogue séptico (65). El choque
séptico se origina cuando niveles masivos de TNF-a son liberados a la circulacion,
provocando activacion endotelial masiva a todo lo largo del arbol cardiovascular
segilida de muerte celular en corazon, pulmones y otros organos. Esta patologia
~obra la vida de aproximadamente el 50 % de los individuos internados en las
unicdades de terapia intensiva. El choque séptico en la mayoria de los casos
comienza como bacteremia episodica (niveles elevados de bacterias en sangre) que
a la larga esta asociada a cambios sistémicos como leucocitosis, hiperpirexia y
taquicardia. Después evoluciona a sepsis, lo cual se refiere a un estado de
infeccion aguda en el que se manifiestan, fiebres intensas, anorexia, letargo y
debilidad. El choque séptico ocurre cuando el efecto toxico de la sepsis lleva al
organismo a un estado sistémico de colapso circulatorio (66). Comienza con
inestabilidad vascular, que ‘se traduce en vasodilatacion, debilidad capilar,
coagulopatias y fiebre. La causa ultima de la muerte durante el choque séptico, es
la falla multiorganica, es decir, una disfuncién severa del sistema respiratorio,
necrosis cardiaca y hepatica, linfocitopenia, hipoxia extendida por todo el
organismo, que se refleja incluso en un desacoplamiento masivo de mitocondrias
en el musculo esquelético. Practicamente todo el deterioro esta dado por los

mecanismos inmunes que se disparan y no por la infecciéon en si (65).
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El TNF-a también participa en la remodelacion tisular y en la reabsorcion
de hueso, induciendo importantes cambios en la actividad de metaloproteasas de
matriz extracelular y colagenasas.

Farmacologicamente, el efecto que evoca el TNF-o depende no solo del
modelo animal, sino de las dosis e incluso la zona de inoculacion. En modelos
animales inoculado subcutaneamente causa en pocas horas formacion de edema
y migracion de neutrofilos. La -administracion local conlleva a hemorragia,
necrosis e inflamacion localizada. La lista de enfermedades en las que participa es
enorme, pero pueden generalizarse en enfermedades autoinmunes, infecciones
bacterianas e inflamatorias cronicas (67). Las diferencias entre tan larga lista de
efectos puede ser en parte explicado por la concentracion extracelular de ligando
que sea capaz de accesar a la célula blanco (Figura 2 A).

El TNF-o. usualmente se produce en exceso en las enfermedades
inflamatorias/autoinmunes cronicas como la artritis reumatoide o la esclerosis
multiple. Asimismo, cuando se induce su sobreproduccion en modelos animales,
se reproducen patologias similares, lo que habla del papel que juega el factor en el

desarrollo de estas patologias

(para mas detalles, consultar el apéndice 1: Articulo de Revision Molecular mechanisms

involved in the pathogenesis of septic shock, Lopez-Bojorquez, etal).

El gene que codifica para el TNF-a mide 3.6 Kb y esta dividido en tres
exones. Se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 en la region de HLA-B muy
cerca del gene de TNF-f3.

Se produce como una proteina transmembranal de 233 residuos de aa.
El monémero madura al sufrir un corte proteolitico en el N-terminal. Esta
conversion es un proceso altamente regulado que se lleva a cabo por una
metaloproteasa unida a la matriz extracelular, llamada enzima convertidora de
TNF-a (TACE). Este corte es uno de los pasos limitantes de la secrecion. El TNF-a
maduro es una proteina de 157 aa con un puente disulfuro y sin sitios de
glicosilacion. En soluciones acuosas édquiere estructura de heterotrimero (cada
subunidad con 17.3 KDa) con un peso molecular aparente de 63 KDa con un

punto isoeléctrico de alrededor de 5.6 (68)



membranales especificos que han sido descritos hasta el momento en t_c::ios los"
tipos celulares. Se ha calculado la existencia de alrededor de 10, 000 sitios c-le:.
union por cé€lula. El receptor p55 tiene un kD de 1 X 10-1© M y el receptor p75,
una kD de 1 X 10-!! M. Estos receptores de alta afinidad inician la transduccion
de la senal al reclutar distintas proteinas acopladoras y efectoras (ver mas
adelante) (69).

Aunque es producido por mas de un tipo celular (cardiocitos, células endoteliales,
linfocitos) sin lugar a duda la principal fuente, no solo de TNF-a sino del resto de

los mediadores inflamatorios lo constituyen las células de linaje mieloide (70).

Macrofagos: células versatiles

Los macréfagos fueron descritos originalmente en 1892 por Mechnikoff,
como parte del sistema reticulo-endotelial, que agrupaba a una gran variedad de
‘liias del sisterma inmune. En 1924 fue propuesta por Aschoff la teoria del
sistema de fagocitos mono nucleares (MPS) que es aceptada casi en su
totalidad hasta la fecha. En esta se describe que ]l MPS esta compuesto de los
monocitos circulantes en sangre, y de la poblacion de macrégafos residentes en
Ustintos tejidos del organismo. Aunque los monocitos son los precursores de los
macrofagos, el grueso de funciones que pueden llevar a cabo es practicamente el
mismo (71).

Como células circulantes realizan una labor de patrullaje y mantenimiento y
al madurar a entidades residentes pueden especializarse como células fagociticas,
secretoras, o encargarse del mantenimiento inmune del tejido en el que se alojen.
Como macrofagos residentes su vida media varia de 5 a 15 dias, presentan una
morfologia larga y estrellada y durante su maduracion pueden crecer de 10 a 15
veces en tamano con respecto a los monocitos y aumentar en numero v/o
complejidad de organelos celulares. Son células ubicuas y sus caracteristicas
particulares varian segun el tejido en que estén alojadas. Los macrofagos

residentes en los tejidos constituyen el principal porcentaje de la poblacion total
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del MPS vy realizan distintas funciones dependiendo del 6rgano donde residan
(70).

El nombre con el que se denominan histologicamante, refleja su
localizacion particular (macrofagos alveolares en el pulmoén, histiocitos en tejido
conectivo, células de Kupffer en el higado, células mesangliales en el rinon, o
microglia en el sistema. nervioso central). La siguiente lista muestra un promedio
del porcentaje de distribucion en distintos tejidos del organismo:

Cavidad peritoneal: 10-20%

Cavidad peritoneal durante una reaccion inmune: 75-90%

Pulmon: 12-15%

Higado: 70%

Los macrofagos diferenciados son células irregulares que miden entre 20 y

50 um de diametro. Generalmente presentan una alta granulacion. Los monocitos
en cambio, son células mas pequenas (12-15 um). La complejidad estructural

varia enormemente segun el estado de diferenciacion y actividad (72, 73).
Diferenciacion mieloide

Las células precursoras a partir de las cuales se originan los monocitos, son
bipotenciales ya que pueden dar origen también a neutrofilos.

Los macrofagos representan el estado terminal de diferenciacion de un
precursor de todo el linaje mieloide con capacidad pluripotencial y que se
encuentra principalmente en la medula 6sea. Estos precursores mieloides siguen
una compleja serie de cambios hasta el estadio final de macrofagos residentes
(74). Como células pluripotenciales se dividen hacia monoblastos y, estos a su
vez, se diferencian a promonocitos. Las teorias clasicas acerca del linaje mieloide
proponen que cada precursor da origen a dos células del siguiente estadio, bajo
las condiciones adecuadas de disponibilidad de factores troficos y de estimulos
inmunes. Cada promonocito entonces da lugar a dos monocitos, los monocitos no
tienen potencial proliferativo hasta su maduracion, pero son capaces de
abandonar el sitio de origen, esto es, la médula osea (70).

Los monocitos tienen actividad endocitica y circulan en el torrente

sanguineo por aproximadamente 8 a 24 h durante las cuales sufren aumento de



tamano para posteriormente distribuirse en diversos tejidos y completar la ruta
de diferenciacion, contribuyendo asi al continuo recambio de macrofagos

Distintos factores proteicos de crecimiento (o moléculas como
prostaglandinas) pueden dirigir el proceso de diferenciacion en diferentes
direcciones (75). Conforme avanza el proceso de diferenciacion, en los macrofagos
aumenta el namero de receptores para factores de crecimiento presentes en la
superficie celular y con ello la sensibilidad a estos, hasta llegar a mas de 1 x 104
moléculas por célula madura. Este fenomeno se correlaciona con el hecho de que
los niveles de clertos factores de crecimiento son inversamente proporcionales al
numero de células maduras residentes en los tejidos (76, 77).

El equilibrio entre la sobrevivencia v la muerte, entre la activacion y la
diferenciacion, la presentacion de antigenos y la migracion, depende de la
particular suma de estimulos, que de manera local, recibe cada poblacion celular.
En ausencia de factores de supervivencia en los monocitos comprometidos en un
estado particular de diferenciacion pueden ser activados programas de muerte.
Es decir, que no basta con tener el estimulo correcto de diferenciacion, es
necesario contar con la combinaciéon adecuada que le indica a una célula el
camino que debe seguir (78).

Se ha encontrado in vitro que las interacciones entre distintas citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-18 y GM-CSF) pueden prevenir la apoptosis espontanea
que ocurre normalmente durante la diferenciacion (78). La deprivacion de factores
troficos (como CSF-1), también activa progranias de muerte celular que estan
controlados por el equilibrio entre moléculas pro-apoptoticas y anti-apoptoticas.
En el caso de las células de linaje monocitico la muerte celular esta acompanada
de un decremento en la expresion de la proteina anti-apoptotica Bcl-xL y de
factores de trascripcion como Ets2 (77). Por otro lado, existe también una
correlacion entre el factor de transcripcion NF-kB, cuyos niveles son elevados en
macrofagos maduros, en contraste a lo que ocurre en monocitos en crecimiento.
La diferenciacion mieloide inducida por ésteres de forbol esta directamente
relacionada con una activacion persistente de NF-kB, un -incremento en la
actividad de la cinasa IKK y una degradacion sostenida del inhibidor IkBa. Si
celulas U937 son transfectadas con una plasmido que codifica para una

dominante negativa de IkBa se previene la diferenciacion inducida por PMA (79).
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Como parte de los factores de transcripcion moduladores de Ila
diferenciacion de macrofagos se ha descrito la participacion del gen de
crecimiento de respuesta temprana (Egr-1 ). La expresion de este en progenitores
hematopoiéticos estimula el desarrollo en direccion a lineas monociticas a

expensas del desarrollo de lineas granulociticas o eritroides (80).

Por otro lado, la diferenciacion de monocitos a macrofagos esta regulada por
células T y viceversa. Una de las la citocinas caracteristica de una respuesta tipo
Th2 que es producida por células T, es la IL-10, que bloquea la expresion de
moléculas MHCII en poblaciones de macréfagos, pero induce la expresion de
FcRs. Es capaz de inducir la apoptosis de estas células, previa a su
diferenciacion. El efecto negativo que tiene IL-10 en la sobre-expresion del
receptor es bloqueado en presencia de IgG, IL-10 suprime entonces la
acumulacion de macrofagos en tejidos sanos en ausencia del estimulo antigénico y
facilita la diferenciacion y migracion a tejidos en los que hay acumulacion de

anticuerpos (81).

Activacion mieloide

La activacion de macrofagos esta definida como la adquisicion de la
capacidad de realizar una respuesta compleja, misma que se encuentra en el
centro de la respuesta inmune innata.

A pesar de que los macrofagos han sido estudiados por mas de un siglo, la
era actual de la activacion mieloide comienza en los anos sesentas con la
diseccion del paso de resistencia adquirida a resistencia facultativa en infecciones
de parasitos intracelulares. Esta resistencia es mediada por lo que entonces se
llamo, un grupo de macrofagos “enojados”, el termino acunado se utilizé para
referirse a la adquisicion de la capacidad de amplificar la funcion macrobicida o
tumoricida. (72). Ahora la activacion de macrofagos en realidad se reconoce como
dos procesos independientes: uno que capacita a la célula haciéndola responsiva a
endotoxina, y otra en la que la activacion esta medida directamente por un

antigeno especifico. El modelo clasico se describié con dos senales primordiales,
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[FN-y y LPS, las cuales respectivamente preparan y disparan el fenomeno de
activacion (82).

Sin embargo, in vivo, la activacion es mucho mas compleja y ocurre como
secuela de la integracion de distintas senales. Es de hecho un programa que
puede ser llevado a cabo de mas de una manera. Depende del respectivo contexto
de cada célula, de los factores a los que se vea expuesta y del particular camino
por el que las células hayan madurado.

Los macrofagos son cé€lulas especializadas en reconocer estimulos
antigénicos. Los receptores a moléculas como endotoxina, acido lipoteitoico,
lipofosfoglicanos y otras moléculas localizadas en la superficie de organismos
patogenos, han sido caracterizados principalmente en células mieloides (83).

La endotoxina bacteriana es reconocida como la senal prototipica activadora
de macrofagos, y como tal ha sido sometida a un analisis cuidadoso. Es el
componente mayoritario de la superficie de bacterias gramm-negativas. A través
de la circulacion se mueve unido a la proteina acarreadora de LPS (LBP) (57). La
porcion con mayor capacidad activadora del LPS es el lipido A (Figura 2 B),
aunque en menor medida el resto de su estructura puede ser reconocida también
por moléculas membranales (84).

En los ultimos anos se ha acumulado bastante informacion acerca del
mecanismo exacto por el que esta molécula desempena su pleiotropica actividad.
La estructura del lipido A fue dilucidada la década pasada y su interaccion con las
celulas comenzo a estudiarse a escala molecular al encontrar el receptor

especifico responsable de su transduccion.

Los receptores Toll

Las mutaciones que confieren resistencia a enfermedades infecciosas han
sido utilizadas durante afios como herramienta para buscar los intermediarios
moleculares que acoplan la cascada inflamatoria. Durante muchos anos se
caracterizaron genéticamente estas mutantes y se aislaron una gran cantidad de
genes y de proteinas involucrados en estos procesos (85, 86). Una de estas
mutaciones resultaba en un fenotipo resistente a infecciones por bacterias

gramm-negativas. Los estudios genéticos determinaron que la deficiencia se
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encontraba directamente en la molécula que funciona como receptor de la
endotoxina, por lo que al locus se le llamo Lps (57). Casi S0 afios después de que
se aisléo la poblacion de ratones Lps -/-, se clono el receptor membranal
responsable de la unién directa al lipopolisacarido. Se llamo6 Toll like receptor
(TLR) por su homologia con el receptor Toll, clonado en Drosophila y acoplado a
una via de senalizacion activable durante la defensa del insecto a patogenos (87).
A partir de este momento comenzaron a caracterizarse en mamiferos una gran
cantidad de proteinas relacionadas con Toll. Los TRL son una familia de proteinas,
todas ellas alineadas a partir del dominio Toll y casi todas ellas son receptoras
trans-membranales que reconocen especificamente uno o mas antigenos
relacionados con patogenias infecciosas (88-90).

La molécula de LPS viaja en circulacion con su region mas hidrofébica
inmersa en la proteina LBP y es reconocida por el complejo membranal que
forman el receptor TLR4, el adaptador MD-2 y el co-receptor CD14.

A través del dominio Toll se unen al receptor TRL4 distintas proteinas
acopladoras (91). La proteina MyD88, forma el puente entre el receptor y la
cinasa TRAF6, quien a su vez es la encargada de reclutar al complejo IKK (y
consecuentemente a NF-xB) y a otras vias de transduccion (92).

La proteina MyD88 fue caracterizada originalmente como un gene de
diferenciacion mieloide. Ahora se sabe que durante la maduraciéon de los
promonocitos, se expresan y ensamblan secuencialmente todos los miembros de
la cascada de transduccion de LPS y el receptor TLR4 antes mencionados (93). La
ultima proteina en ser expresada es precisamente MyD88 y es hasta que esto

ocurre que la célula se vuelve receptiva a la activacion por LPS (94).

Productos de secrecion de macrofagos activados

A pesar de que historicamente, los macrofagos han sido descritos como
celulas fagociticas (95), su capacidad secretora fue extensamente estudiada
apenas hasta la década de los setentas (96), y hoy son reconocidos como las

células secretoras por excelencia dentro del sistema inmune (97).



Se han caracterizado cerca de 300 productos distintos que estas células
producen y secretan al espacio extracelular durante el proceso inflamatorio
completo. En las primeras horas, los productos tienen naturaleza activadora, es
decir, son estimulos pro-inflamatorios que se asocian a una respuesta Thl (T
helper typel). Sin embargo, la activacion conlleva a un proceso de muerte celular
que depende de una cascada apoptotica que provoca la muerte en el transcurso de
las siguientes 24 a 48 h que siguen a la activacion. La gran capacidad secretora
de los macrofagos activados se refleja ¢n el hecho de que durante su vida estas

células son capaces de secretar varias veces su masa.

Los macrofagos son capaces de producir todas las citocinas inflamatorias
descritas, ademas de enzimas, inhibidores enzimaticos, componentes del
complemento, intermediarios del acido araquidonico, intermediarios reactivos de
oxigeno y factores de coagulacion (Ver tabla 1). No es entonces de extranar que
los pesos moleculares de estos productos abarquen desde 32 Da (anion super-
oxido) hasta 440,000 Da (fibronectina) con efectos celulares tan diversos, como
la proliferacion celular 6 la induccion de apoptosis (71, 98). Acerca de la
diversidad de los productos que un macrofago puede secretar en condiciones de

activacion, cabe senalar que:

célula endotelial

X+Y no Z = TNF-«

Y+Z no X = [L-1p

Figura 3.- El hecho de que las actividades de algunas citocinas sea aparentemente redundante,
puede explicarse en términos de las distintas poblaciones celulares que son blanco de ellas. La
célula endotelial (y) puede activarse de manera practicamente equivalente, por efecto de TNF-o e
IL-103, sin embargo, en ciertes momentos puede requerirse el reclutamiento de otros tipos
celulares (x, z) de manera independiente.

Para este caso, la secrecidn de una citocina y no la atra puede, diferenciar la activacion de x 6 =
y al mismeoe tiem po, actuar sobre la célula endotelial (y)

[E5]
rJ



- Un solo producto puede tener distintas actividades
- Una sola actividad puede ser el reflejo de varios productos
- Practicamente nunca un producto se secreta aisladamente.

Es facil imaginar entonces la gran complejidad de interacciones que pueden
establecerse entre los distintos productos que forman parte del contexto

inflamatorio.

cLa actividad de TNF-a y de IL-1 se traslapan?

Un caso interesante de estas tres generalidades y que merece ser discutido
aqui, es la multiplicidad de actividades que presentan el TNF-a y la [L-1f. A pesar
de que sus actividades y efectos biologicos se traslapan, es importante hacer notar
que cada una fue purificada a partir de bioensayos basados en distintas
actividades biologicas (99). Después, con la clonacion y produccion recombinante
de estas moléculas, se caracterizaron una gran variedad de eventos en los que
ambas estan involucradas: niveles hormonales alterados, choque, coagulopatias,
adherencia de leucocitos al endotelio, catabolismo muscular, fibrosis,
remodelacion de hueso, etc. (100).

¢Por qué un macrofago transcribe al menos dos diferentes genes que
codifican para actividades pleiotropicas tan potentes? La respuesta a ésta
pregunta puede estar en las actividades biologicas de citocinas que no
sobrelapan. Esto puede entenderse en términos de la respuesta de otros tipos
celulares involucrados (70). Es decir que la gran variedad de productos secretados
tiene como blanco distintas poblaciones celulares, y regula a distintos niveles

los eventos de la cascada de la sepsis (Figura 3).

Por ejemplo, se ven afectados hepatocitos en los que se encienden procesos
de transcripcion de proteinas de fase aguda, se activan linfocitos y polimorfoé
nucleares que migran y se adhieren a la pared vascular, se presentan alteraciones
energéticas y metabdlicas en células musculares y adipocitos (101, 102). Estos
distintos efectos pueden ser encendidos por seniales que parecerian redundantes
pero que tienen sentido como parte de la red de regulacion que ocurre en todo el

organismo a consecuencia de las senales que secretan los macrofagos
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Interleucina 1-beta

El descubrimiento de la actividad de la IL-1p sobrevino como consecuencia
de sus propiedades pirégenas (103). Fue inicialmente purificada por su habilidad
de actuar como co-activader de linfocitos, aunque su  participacion como
mediador inflamaiorio ¢s en realidad su efecto mas duradero y agresivo (99).
Hasta la fecha se le reconoce como el pirégeno endogeno mas eficaz (104).

Las principales fuentes de IL-1 son macrofagos, keratinocitos, timocitos,
celulas T, y células endoteliales (48, 105).

Esta citocina es traducida como un precursor de membrana de 31 KDa sin
péptido sefal v la citocina madura es una molécula de 17.5 KDa; su conversion a
proteina soluble esta mediada por la enzima convertidora de IL-13 (ICE) una
proteasa de la familia de las caspasas. Es cortada entonces en el extremoC-
terminal a un péptido de 160 aa. La secrecion es atipica en el sentido de que no
hay péptido senal, y la maduracion termina en el exterior de la célula por accion
de una proteasa que simultaneamente secretan los macrofagos (106) (56).

La forma madura es liberada al torrente sanguineo como un péptido de 17.5
KDa. Se une al receptor tipo I (IL-1BR) que forma un heterodimero con el
correceptor IL-1B/AcP, que a su vez recluta la proteina acopladora IRAK y la
cinasa TRAF6 (107). De ahi se induce una cascada de senales que termina
movilizando factores de transcripcion como NF-kB 6 NF-IL6 (108). Por mucho
tiempo se pensé que la transduccion de la IL-1B estaba asociada a la activacion
de la cinasa NIK, sin embargo, ahora parece que las interacciones de NIK no son
reproducibles in vivo. Los modelos actuales plantean la incorporacion del complejo
de cinasas TAK1/TAB1(109) (de la familia MAPK) que a su vez que reclutan IKKp
y que es directamente responsable de la activacion de NF-xB. Una vez que la sefnal
es dirigida al nucleo se induce la expresion de una enorme cantidad de genes:
citocinas, receptores de citocinas, mediadores pro-inflamatorios, factores de
coagulacion, etc.

Como la mayoria de las citocinas, la IL-1B tiene variedad de efectos

dependiendo del tipo celular blanco: induce proliferacion celular en linfocitos, y
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fibroblastos, participa en el choque séptico, la induccion de fiebre la reabsorcion

de hueso, etc.

Interleucina-6 -

Fue purificada a partir de medios condicionados de células T transformadas
con HTVL-1 por su efecto hematopoiético, es decir, la capacidad de inducciéon de
colonias de células de bazo o medula 6sea. El efecto clinico mejor caracterizado es
la induccion de proteinas de fase aguda (110) (111). Aunque tambien se secreta
como inductora de inflamacion y hematopoyesis (106).

La IL-6 humana es una proteina de 186 aa glicosilada en las posiciones 73 y
172. Es sintetizada como un precursor de 212 aa. En monocitos se producen al
menos seis isoformas con distintos pesos moleculares, desde 21 hasta 28 KDa,
que son diferencias producidas por distintas modificaciones postraduccionales
(fosforilaciones y glicosilaciones). La principal fuente de IL-6 son los monocitos-
macrofagos, los fibroblastos y las células endoteliales. Su produccion esta
también regulada por endotoxina y es inhibida por glucocorticoides. Distintos
factores que incrementan los niveles intracelulares de cAMP y ionoforos de calcio,
promueven su transcripcion (112-114). Hay en su promotor un sitio NF-xB y un
sitio AP-1, asi como el elemento NF-IL6 (46) (115).

El receptor de IL-6 consta de tres subunidades: la cadena o, una glico-
proteina transmembranal de 80 KDa que une IL-6 con baja afinidad, la cadena ;
y una cadena con region citOpléémica de union al resto del complejo de activacion
que se forma al unirse el receptor a IL-6 (116, 117).

Distintos tipos celulares reaccionan a esta citocina de diferentes maneras:
induce produccion de proteinas de fase aguda en hepatocitos, fenotipo activado en
células endoteliales; secrecion de Ig en linfocitos B, etc. Ademas, inoculada en
modelos animales, buede ocasionar fiebre, caquexia, inflamacion, etc. (117) Ha
sido caracterizada en particular como la citocina involucrada en sintesis de

proteinas de fase aguda (118) (119)

El factor de transcripcion NF-«xB



Como parte de la caracterizacion de la region promotora de los genes que
codifican para la cadena x de inmunoglobulinas, fueron aislados diversas
proteinas ;eguladoras de la trasncripcion. Una de ellas fue llamada factor
nuclear de la cadena k d= linfocitos B o NF-xB (120). A lo largo del tiempo, esta
entidad fue relacionada con un gran conjunto de manifestaciones biologicas del
sistema inmune. Se ha establecido su participacion en la transcripcion de
numerosos genes que son regulados de manera aguda durante la respuesta
inmune innata y durante la diferenciacién linfoide (121) (122).

Existen cinco miembros de la familia NF-kB: c-Rel (Rel), p65 (RelA), RelB,
p30/pl0S (NFKB1) y pl00/p52 (NFKB2). En conjunto, estas proteinas regulan la
expresion de genes que codifican citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion,
péptidos antimicrobianos, y muchos otros (123). El factor como tal posee un N-
terminal altamente conservado llamado Dominio Rel (124). Esta secuencia media
la interaccion con el DNA y la dimerizacion de la molécula. Todas las proteinas
NF-kB interactian con un grupo de proteinas inhibidoras llamadas IkBs (125).
[kB-u e IkB-p se consideran los prototipos de esta familia que esta compuesta por
siete miembros. Hay que resaltar que las formas precursoras pl100 y pl0S de los
genes NFKB1 y NFKB2 tiene también dominio Rel (126). Las proteinas IxB
presentan dominios de ankirina repetidos que interactian con el dominio Rel
presente en las moléculas de NF-xB (127). Estas repeticiones de anquirina son
removidas de p100 y p10S por el proteasoma celular para generar las isoformas de

NF-kB pS0 y p52 que son trasncripcionalmente competentes (128) (Figura 4).

NF-kB es un factor de transcripcion que opera como homo o heterodimero
de distintos miembros de la familia Rel o NF-xB. Cada una de las distintas
configuraciones en las que puede arreglarse tienen diferente actividad
transcripcional y algunas de las isoformas de NF-kB que constituyen al dimero
activo son especificas de ciertos linajes celulares. Del mismo modo cada dimero

tiene distinta capacidad de unirse a una isoforma de la familia de proteinas
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inhibidoras IxkB (129). Asi que el numero de combinaciones de arreglos de NF-

p30 . IxB-y

A
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DE ANKIRIN A

P50p105

P52p100
Relish

Uniona DNA PEST

Union a [xB

CLASE II:

Dimerizacion

po65
Rel B
c-Rel
Dorsal
Dif

Transactivacion

Figura 4.- Familia Rel. Las proteinas que pertenecen a la familia NF-xB. Las Clase | son
aquellas que ademas del dominio Rel (de unién a DNA) tiene dominios de ankirina, que son
removidos después por protedlisis para activar al factor de transcripcion. Las Clase Il se
sintetizan como monomeros, que no necesitan modificacion prostraduccional para actuar como
factores de transcripcion activos.

kB/IkB puede explicar en parte la gran variedad de fenomenos en los que
participa.

Cabe mencionar que uno de los genes de respuesta rapida activados por NF-
kB es el que codifica para la proteina inhibidora IkB-a. Asi, esta se expresa y
recaptura en el citoplasma a NF-kB de manera que se cierra un circuito
regulatorio que permite una ventana temporal discreta en la actividad del factor
(130).

La degradacion de las proteinas IkB que permite a las moléculas de NF-xB
movilizarse hacia el nucleo se lleva a cabo por el proteasoma pero ocurre
solamente después de haber sido fosforiladas por IKK (131). El complejo IKK esta
formado por tres subunidades: IKKf, IKKa y NEMO ¢ IKKy (132) este ultimo sin
actividad catalitica pero de caracter regulatorio. In vitro, tanto IKKp como IKKa
tienen actividad de cinasa sobre dos residuos de serina: ser 32 y 36 (para [kB-a)
en el N-terminal de IkB (133). In vivo sin embargo, la actividad predominante de

recae sobre IKKf .



Una vez fosoforilada, IkB es reconocida por b-TrCP, un componente del
complejo de ubiquitinacién SCF (skp-1/Cl/Fbox) que se encarga de poli-
ubiquitinar IkB y de su subsecuente degradacion en el proteosoma (134) (135).
Aparentemente [KKoa media la fosforilacién de pl100 resultando en la generacion
de p52. Por el momento no es claro cual es la via responsable de activar IKK, aun
cuando resulta claro que NIK (NF-xB inducing kinase) al menos in vitro, es la
responsable de la activacion de IKKa fosforilandola a través de un circuito

autorregulado (136).

(para mas detalles, consultar el apéndice 2: Articulo de Revision La regulacion del factor de
transcripcion NF-xB: un mediador en el proceso inflamatorio Lopez-Bojorquez )

La activacion de NF-kB mediada por citocinas inflamatorias

La ruta clasica de activacion de NF-xB es mediada por IKKB vy la
fosforilacion de IkB. Esta via “canodnica” esta acoplada a todos los estimulos
inflamatorios conocidos (TNF-a, [L-1B, LPS). En contraste, la via que se considera
no clasica involucra la actividad de IKKea, la fosforilacion de pl00 y su
subsecuente procesamiento a p32.

El receptor de TNF-a forma en presencia del ligando un complejo llamado
disco de activaciéon (137, 138). Se han identificado una gran variedad de proteinas
capaces de establecer interaccion con el dominio intracelular del receptor tipo I
(TNFRI) (139). Una de ellas, TRAF2, se une in vitro a la cinasa NIK. Ademas, se
acoplan al receptor a través del dominio de muerte (DD), los adaptadores TRADD y
FADD (140), ambos sin actividad de cinasa pero que pueden articularse con otras
proteinas conectadas a distintas vias (141). Este complejo promueve la activacion
de proteasas de la familia de las capasas, efectoras de muerte apoptotica (142).

El receptor de IL-1p forma tambien un disco de activacion, cuya
conformacion esta mediada por la union del ligando. A travéz de un dominio TRL,
se reclutan distintas proteinas acopladoras (TRAF6, IRAK) que transducen

porteriormente la sefial hacia la via de NF-xB (106).
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Aunque durante mucho tiempo se considero que la cinasa NIK era la
responsable de transducir la senal del receptor de TNF-« hacia NF-xB, los modelos
mas recientes plantean que in vivo, tanto TNF-o, como IL-1B y LPS estan
vinculados con el adaptador MyD88 y las cinasa TRAF6 (143, 144).
Recientemente, se incorporo a la cinasa TAK1 (una MAP3K) como parte cardinal
de la via iniciada. por los receptores de IL-1p y TNF-o. Posteriormente la
fosforilacion de IxB estda mediada por las subunidad IKKP del complejo IKK (145)

(Figura 5).
Muchas vias llevan a NF-xB

A pesar de que la via clasica de NF-xB fue descrita hace casi quince anos,
se han descubierto hasta este momento muchas condiciones alternativas que
activan este factor (Figura 5).

El complejo [kB/NFxB puede ser traslocado al nucleo al revelarse
parcialmente la secuencia de localizacion nuclear de uno de los homodimeros

TNF-a, IL-18, LPS LT-a, BAFF, CD40L

degrd acion

degradacion

Figura 5.- Distintas vias de transduccién pueden activar a NF-xB.
Esquema de los distintas caminos que pueden partir de los receptores membranales. Red
élemental de Interacciones entre distintos componentes da las vias.



(146). Otros trabajos sefialan que el complejo [kBB/p6S se encuentra
primariamente en el citoplasma ya que IkBp se articula a la proteina accesoria kB-
Ras que impide su fosforilaciéon por parte de IKK (147, 148).

La literatura proponé que el nodo central de la activacion de NF-«B, lo
constituye la traslocacion del factor activado hacia el nucleo, sin embargo, la
estructura cristalina del complejo NF-«B/IkB recientemente revelo que solamente
se encuentra oculta una de las sefiales de localizacion nuclear, lo que puede
permitir en algunas’ condiciones la entrada de todo el complejo hacia el

compartimiento nuclear (149).

El otro camino que involucra a NF-kB es el relacionado con los procesos de
diferenciacion celular del sistema inmune. Bl receptor de linfotoxina-f y el
receptor BAFF (150), involucrado en la diferenciacion y sobrevivencia linfoide
también inducen sefales que culminan en la activacion de este factor de
transcripcion. Ratones knockout en los genes NFKB1 y NFKB2 son deficientes en
la maduraciéon y migraciéon de linfocitos B, fenotipo similar al que presentan los
animales null en BAFF (102, 151). Estos hallazgos confieren un papel fundamental
al gene NFKB2 en la maduracion de células B. Curiosamente, la falta de NIK
también produce un fenotipo parecido. Como ya se ha mencionado se ha desligado
a NIK de la via inducida por citocinas inflamatorias, en contraste, su papel en la
maduracion de pl00 a pS2, parece ser vital (152).

La ubiquitinacion y procesamiento de pl00 accionado por LPS requiere que
ocurra simultaneamente a la traducciéon lo cual sugiere un proceso dependiente
del ribosoma. De hecho experimentos con el sistema de doble hibrido apuntan
hacia la proteina de ribosoma S9 como parte del mecanismo de proteodlisis de
pl100 (153).

Independientemente del proteasoma, existen mecanismos alternativos que
degradan IkB-a. Por ejemplo, proteasas tipo calpaina son capaces de realizar esta
actividad (154). Estas enzimas dependientes de Ca?*, en particular p-calpaina,
puede degradar IkB a través del dominio PEST de IkB en un proceso sensible a

inhibidores endogenos como calpstaina (155).



Una vez en el nucleo, NF-xB puede establecer relacion con proteinas
asociadas a la cromatina. Por ejemplo, la activacion dependiente de LPS aumenta
la union secundaria de AP-1 a su secuencia canoénica de union en el DNA (156).

Otras cinasas también han sido involucradas con la fosforilacion directa del
factor como la proteina MAPK38 quien tiene actividad sobre la estructura de la
cromatina y regula el reclutamiento de NF-kB a promotores especificos (157).

Aunque casi todas las familia PKC pueden activar NF-kB, esta
particularmente bien documentado el caso de las PKCs atipicas A y (158).
Dominantes negativas de estas cinasas inhiben la activacion del factor. Por otro
lado animales knockout en PKC-C, exhiben deficiencias en el desarrollo de érganos
linfoides secundarios (159) (160).

A pesar de todas estas aportaciones recientes, que sugieren variantes en el
mecanismo de activacion, la via canénica todavia se refiere a la fosforilacion de

kB por IKK y a la traslocacion del NF-«xB al nucleo.

La familia de proteinas IkB

Todas las proteinas que pertenecen a la familia de inhibidores IxB pueden
alinearse a partir de los dominios repetidos de anquirina, de las que presentan
entre 5 y 9 repeticiones (Figura 6). Estos dominios permiten uniones especificas
proteina-proteina y acoplan a la molécula en forma “cilindrica” y en uno de sus
extremos se asocia el dimero NF-kB (161, 162).

Estan caracterizadas en mamiferos 5 isoformas de esta familia, cada una
con distinta funcion celular: IkB-o, [kB-B, IkB-¢, [kB-y, Bcl-3 (Figura 6).

Las proteinas pl00 y plO5 que son sintetizadas como precursores de los
homodimeros p52 y p50 respectivamente, contienen también estas repeticiones
de anquirina que les permiten plegarse sobre si mismas para ocultar las
secuencias de localizacion nuclear correspondientes al dominio de factor de
transcripcion (163).

Las llamadas IkB’s pequenas son IkB-a IkB-f y IkB-e. Estas son degradadas
en respuesta a los estimulos clasicos responsables de la activacion de NF-kB, es

decir, citocinas inflamatorias o endotoxina. Funcionan en practicamente todos los
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tipos celulares y se comportan de manera cooperativa. Esto es, presentan una
degradacion secuencial que permite sostener la activacion de NF-xB por encima
del circuito regulatorio que actia a través de la induccion del inhibidor IkB-a.

Esta bien documentado que en respuesta a TNF-o se degrada primero la
isoforma IkB-a y es posible visualizar su desaparicion en ensayos de western blot
a partir de extractos citoplasmicos, desde los primeros 5 min tras la estimulacion
con TNF-o (164). Posteriormente, la degradacion secuencial de kB-f y de IkB-g
permite sostener la respuesta dependiente de NF-xB (165). Uno de los promotores
que responden de manera inmediata a NF-xB es el del gen del inhibidor [kB-a. En
aquellas condiciones en las que la activacion debe ser atenuada lo antes posible,
la sintesis inmediata de IkB-o juega un papel muy importante. Ademas de su
funciéon citoplasmica, IkB-a puede también viajar al compartimiento nuclear para
unirse al factor una vez que este se encuentra asociado a la cromatina. Con ello

puede reprimir su actividad aun después de que NF-kB ha sido liberado de la

isoforma IkB-a que lo retenia en el citoplasma (166).

IkB-a

Esta isoforma fue la primera en ser descrita y es también la mejor
estudiada. Tiene un peso molecular de 35 kDa y su estructura cristalina ha sido
descrita unida al dimero p50/p65 (167). Es la mas abundante de todas y se
degrada de manera rapida en respuesta a estimulos activadores (134).

Como se ha mencionado, esta isoforma puede entrar al nucleo y desplazar a
NF-kB de su sitio de union en el DNA(149). Es el inhibidor endégeno mas potente
de la actividad de NF-«xB, capaz de inhibir la actividad transcripcional de un gene
reportero cinco veces mas que lo que se logra con IkB-3, aunque endogenamente

ambos se acumulan y expresan al mismo nivel (168).



IxB-B

Fue purificada originalmente de extractos citoplasmicos de células de
pulmon de conejo. Es un polipéptido de 359 aa con un peso molecular entre 41 y
45 KDa y con seis repeticiones de anquirina, notablemente espaciadas entre si
(169). _

Su cinética dé_ activacion es algo mas lenta que la de IkB-a, y responde a
practicamente todos los estimulos que degradan a esta ultima; lo contrario, sin
embargo, no necesariamente ocurre. Su promotor también responde a NF-kB de
manera que igualmente forma parte del circuito auto-inhibitorio del factor (170).

In vitro ambas proteinas tienen distinta capacidad de uniéon a NF-xB. Se ha
descrito que esta isoforma une los mismos dimeros que [kB-o pero con menor
afinidad. Por otro lado, IkB-B fosoforilada (165) puede disociar la unién
cooperativa de NF-kB con la proteina nuclear HMG-1 (38). La forma no fosforilada
se ha visto asociada al complejo NF-xB cromatina, posiblemente como parte de un

mecanismo de terminacion de la transcripcion (171).

IkB-¢

Esta isoforma también es fosforilada por muchos de los estimulos conocidos
que activan NF-xB, sin embargo, resulta notable que la cinética de degradacion
que presenta es mas lenta y sostenida que IkB-o (172). IkB-e¢ también puede
desplazarse al ntlcléo aunque de manera menos eficiente que IkB-a. Otra
diferencia importante es que esta isoforma tiene predileccion por el dimero c-
Rel/p65 (173). Se ha estudiado la participacion de IkB-e en la transcripcion de
genes activados especificamanete por c-Rel/p65, como el caso de la molécula de

adhesion V-CAM que se expresa durante la activacion endotelial (174).

En general, las distintas isoformas de IkB tienen funciones reguladoras
mas finas que el simple ocultamiento de las secuencias de localizacion nuclear de

NF-xB. Pueden modular la actividad del factor a distintos niveles. La fosforilacion
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y la degradacion de kB son entonces pasos limitantes de la via de transduccion
de NF-xB y pueden ser catalizados por muchos mecanismos alternativos. Como se
ha mencionado, kB compite por NF-xB con el aparato de transcripcion basal
(175). De hecho existe una correlacion entre la capacidad de inhibir la union al
DNA y la eficiencia para terminar la transcripcion dependiente de NF-xB in vivo.

ipara mas detalles, consultar el apéndice 3: Articulo de Revision Papel de las proteinas
inhibidoras IxB en la regulacion del factor de transcripcion NF-«B Lopez-Bojorquez )

Muchas de las aproximaciones terapéuticas en las que la actividad de NF-
«B es ¢l blanco principal, estan asociadas en realidad a la degradacion de IkB.
Salicilatos y sulfazalacina inhiben la fosforilacion (176)mientras que ciclosporina A

v lactacistina, intertieren con la degradacion de esta proteina (177-179).

secuencias
repetidas de
ankirina

,v""

IkB-o¢ 317 aa 36 Kda

IxB-f 359aa 45Kda

B pequenas

. IxkB-g¢ 500aa 46 Kda

IKB-’Y 507 aa 47 Kda

Bcl-3 421 aa 40 Kda

p105 y p100

Figura 6.- Estructura de las proteinas IxB. Alineacion a partir de los dominios de anquirina,
con los que interactian con €l dominio Rel de las proteinas NF-xB impidiéndoles su entrada al
nucleo

La inhibicion in vivo de la respuesta inflamatoria mediada por NF-kB ha
sido una meta clinica dificil de alcanzar, por un lado por la enorme variedad de

vias y de efectos en los que este factor participa, y por otro, porque en muchas



patologias NF-xB no resulta ser el nodo de regulacion, sino solo parte importante
de una compleja red de senales (180). |

El choque séptico y las enfermedades autoinmunes no son faciles
de estudiar por la imposibilidad de establecer modelos animales adecuados en los
que las variables experimentales puedan ser vigiladas de manera aceptable. La
inyeccion de endotoxina o de TNF-o en modelos animales permitio mucho del
conocimiento fisiologico de estas enfermedades. Los modelos in vitro, por otro lado,
aunque responden preguntas bioquimicas y moleculares y establecen caminos de
busqueda clinica, no son extrapolables a las condiciones reales de las patologias
que se presentan (181).

No solo por las implicaciones farmacologicas, sino por las diferencias
fisiologicas entre distintos organismos, resulta dificil establecer adecuados
modelos de estudio. Los fenomenos bioquimicos y moleculares por ejemplo han
sido extensamente estudiados utilizando lineas de cultivos celulares y citocinas
recombinantes, sin embargo no son estas las condiciones fisiologicas en las que
se da el reconocimiento entre los mediadores solubles del sistema inmune y las

células que participan en la respuesta inflamatoria.
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JUSTIFICACION

La activacion endotelial in vitro mediada por citocinas recombinantes
(particularmente TNF-a e IL-1B) ha sido caracterizada in extenso. Sin embargo in vivo, la
c¢lula endotelial no esta expuesta so6lo a estas dos citocinas, sino a una compleja red de

factores secretados por macrofagos activados junto con ¢l TNF-a e IL-1p.

A la fecha resulta imposible analizar estas interacciones in vivo, lo que ha llevado
al desarrollo de una variedad de modelos in vitro donde es posible evaluar la activacion
endotelial mediada por el contexto de factores que son co-secretados junto con TNF-a. A
pesar de la amplia aplicacion de este tipo de modelos, sicinpre resulta dificil extrapolar los

hallazgos in vitro con lo que ocurre in vivo durante la reaccion inflamatoria.

Validacion del modelo experimental

Por todo lo anterior, decidimos utilizar medios condicionados de macrofagos
aciivados in vitro con endotoxina (LPS) para activar cultivos de células endoteliales
derivadas de la vena umbilical humana, en el supuesto de que estos medios
concicionados in vitro son un reflejo del contexto de factores que la célula endotelial ve,
acompanando a TNF-a in vivo. Para medir la activacion endotelial utilizamos como
marcador molecular la traslocacion al nucleo del factor de transcripcion NF-kB. La
comparacion de la activacion endotelial mediada por estos medios condicionados, fue
hecha en todo momento contrastando con la activacion mediada por TNF-a recombinante,

un perfil que ha sido extensamente caracterizado in vitro.

HIPOTESIS

El contexto de factores co-secretado con TNF-a por macrofagos activados con LPS,
modula la actividad de esta citocina sobre la activacion endotelial, en particular sobre la

traslocacion de NF-xkB

OBJETIVO

Determinar si los medios condicionados de macrofagos activados .in vitro con

endotoxina (LPS), inducen una activacion endotelial, medida como traslocacion al nucleo

de NF-kB, distinta a la activacion producida por TNF-a e IL-1p recombinantes.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

Las células U937, originalmente aisladas de una leucemia humana fueron
obtenidas de la American Type Culture Cell Colection (ATCC). Las células fueron
crecidas en medio RPMI (In Vitro, México) con 1% de solucion antibiotica-
antimicotica (GIBCO-BRL) y suplementado con 10% suero fetal bovino (In Vitro,
México) ambos previamente inactivados y suplementado con 50 uM de sulfato de
gentamicina. -

Debido a la importancia de realizar este trabajo en un modelo de cultivos
primarios, recurrirﬁos a células endoteliales derivadas de vena umbilical humana
o HUVECs. Las células endoteliales ‘fueron obtenidas a partir de cordones
umbilicales humanos colectados en la Unidad de Tococirugia del Hospital de la
Mujer del Sector Salud y transportados en solucion salina estéril hasta el
laboratorio donde fueron procesados segun el método reportado en la literatura
(182). Una vez adheridas al plato, fueron crecidas en medio 199 suplementado
con 10% de suero fetal bovino (In Vitro, México), 1% de glutamina (SIGMA), 20
ug/ml de factor de crecimiento endotelial (BTI) y 100 ug/ml de heparina (SIGMA).

Las células L929 son fibroblastos murinos originalmente aislados de epitelio
de pulmoén embrionario, fueron obtenidas de la American Type Culture Cell
Colection (ATCC). Las células fueron crecidas en medio MEM (In Vitro, México) con
1% de solucion antibiética-antimicotica (GIBCO-BRL) y suplementado con 10% de
suero fetal bovino (In Vitro, México) previamente inactivado y suplementado con
50 uM de sulfato d“'e gentamicina. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C,
en atmosfera de 5% de bioxido de carbono y saturada de humedad. Todas las
soluciones empleadas en el cultivo de las células fueron esterilizadas por filtracion

utilizando filtros de poro de 0.22 um (Millipore, Type GS).



Obtencion de Medios Condicionados de macrofagos activados por
endotoxina

Con el propésito de obtener Medios Condicionados lo mas limpios posible de
endotoxina, desarrollamos un protocolo en el que se realiza la estimulacion con
endotoxina y 20 min después se retira ésta mediante lavados sucesivos y se
sustituye el medio rico por medio sin suplementar.Las células U937 fueron
sembradas a una densidad de 500,000 células/ml y estimuladas durante 8 h con
PMA 0O.1uM (a partir de una solucion concentrada 100 uM en DMSO 10%). Tras
este tiempo, las células son lavadas tres veces consecutivas con PBS y
adicionadas con medio RPMI suplementado. Tras 48 h de incubacion, tiempo en
el que ocurre el proceso de diferenciacion hacia monocitos (183), las células son
activadas con LPS (SIGMA) a una concentracion de 0.1 pg/ml. El LPS permanece
en contacto con las células durante 20 min, tiempo tras el cual, es retirado casi en
su totalidad mediante tres lavados consecutivos con PBS. En este momento, se
anade nuevo medio de cultivo libre de suero y de rojo fenol, y las células se
incuban durante 3 h contadas a partir del momento del estimulo con LPS. Tras
este tiempo el medio se colecta, se centrifuga a 400 g y el sohrendante es pasado

por un filtro de 0.2 um para después ser caracterizado y almacenado a -20°C

ELISA

Como parte de la caracterizacion bioquimica de los MC, se efectuaron
ensayos de ELISA para medir la presencia de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-
18). Este ensayo se llevd a cabo utilizando un kit comercial (R&D Systems,
Minneapolis, MN), y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Se
emplearon placas de 96 pozos en los que alicuotas de 50ul del anticuerpo
primario(a 2 pg/ml) fueron puestas en contacto con 100 ul de las muestras
experimentales o de la curva patron. Posteriormente, 1 upg de anticuerpo
secundario biotinilado (acoplado a streptoavidina-fosfatasa alkalina) a una
dilucién de 1:1000. Cada pozo fue después adicionado con 100 ul del sustrato p-
nitrofenyl-fosfato (1 pg/ul) e incubado por 30 min. Posteriormente la D.O fue leida

a 450 nm en un lector de ELISA (Biotech Instruments Inc., Winooski, Vt).



Geles de acrilamida denaturalizantes para proteina (SDS-PAGE)

Utilizamos estos geles tanto para caracterizar los MC, tinéndolos con plata,
como para electro-transferirlos a membranas de nitrocelulosa y revelarlas por
western-blot.

Para cada carril se prepararon 30 pg de proteina que fueron calentados a
95°C durante 5 min en amortiguador de cargado (125 mM Tris-HCI, pH 6.8 1%
v/w SDS, 10% v/v glicerol, 0.1% azul de bromofenol, 2% v/v 2-mercaptoetanol)
para obtener las proteinas denaturalizadas en solucion. Las muestras fueron
separadas en un gel al 12% de acrilamida y corridas a 60 V durante 4 h. La
preparacion del gel involucra una franja de acrilamida de alta densidad en la parte
superior, en donde las proteinas se comprimen, para resolverse de manera fina
antes de empezar a separarse. Gel compresor: se mezclan 0.65 ml de solucion
30 % acrilamida/0.8 % bisacrilamida con 1.25 ml de amortiguador Tris-Cl 0.5M
pH 8.8 conteniendo SDS al 0.4% y se agregan 3.05 ml de agua, 50 ul de persulfato
de amonio y 10 ul de TEMED. Gel separador: se mezclan 6 ml de solucion 30 %
acrilamida/0.8 % bisacrilamida con 3.75 ml de amortiguador Tris-Cl 0.5M pH
8.8 conteniendo SDS al 0.4% y se agregan 5.25 ml de agua, 25 ul de persulfato de
amonio y 5 ul de TEMED.

Tincion con Plata

En esta técnica el nitrato de plata se precipita en las proteinas presentes en
el gel revelandolos con mayor sensibilidad que otros métodos.

Los geles de acrilamida denaturalizantes fueron fijados en 100 ml de una
solucion de metanol 40%, formalehido 5% durante 10 min en agitacion
constante. Se les efectuaron dos lavados de S5 min con agua destilada.
Posteriormente cada gel fue reducido con 100 ml de una soluciéon de thiosulfato de
sodio al 2% (200 pl de la solucion concentrada de thiosulfato en 100 ml de agua)
durante un minuto en agitacion. Se efectuaron al gel tres lavados de 5 min con
agua destilada. El gel fué tenido con 100 ml de la solucion de nitrato de plata
durante 30 min en agitacion constante. Se efectuaron al gel tres lavados de 5 min
con agua destilada. Se revel6 la tincion con 100 ml de solucion de revelado. La

solucion de revelado se cambié segun fué necesario mientras se vigilaba
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atentamente el gel y cuando aparecieron las bandas se detuvo la reaccion
inmediatamente para evitar manchas en el gel. La reaccion fué detenida con 100
ml de solucién de metanol 50%, acido acético 5%. El gel fué lavado con agua y
guardado en una solucion de etanol al 10%. Las soluciones utilizadas fueron
preparadas como se describe a continuacion:

Solucion concentrada de thiosulfato: 100 mg de thiosulfato de sodio fueron
disueltos en 1 ml de agua destilada.

Solucion de nitrato de plata: A 20 ml de hidroxido de sodio al 0.4%, se le
agregaron 1.5 ml de hidroxido de amonio. Se le agrego gota a gota v en agitacion
una solucion de 0.8 g de nitrato de plata disuelto en 4 ml de agua. Se aforé a 100
ml.

Solucion reveladora: 1.25 ml de acido citrico al 1% se mezclaron con 100 pl
de la solucion concentrada de thiosulfato y 100 ul de formaldehido al 37%. Se

aforo a 100 ml.

Ensayo de citotoxicidad

Este ensayo se efectud para medir la actividad bioclogica del TNF-a sobre las
céiulas L929, segun esta reportado en la literatura (184).

Las células L929 fueron crecidas en placas de 96 pozos hasta alcanzar una
densidad de 1.2 x 10* celulas/pozo. Para €l ensayo, las células fueron incubadas
en D-MEM suplementado con 10 % de SFB y 1 mg/ml de actinomicina D (SIGMA,
St Louis, Mo) y anadidas con diluciones secuenciales de los MC. Para cada ensayo
fue construida una curva patron con diluciones de rhTNF-a (R&D Systems,
Minneapolis, Mn) Tras 12 h el medio fue retirado de las células y éstas fueron
fijadas con p-formaldehido 4%, y posteriormente tenidas con cristal violeta (0.4
%). Para cuantificar la muerte celular, fue disuelto de cada pozo la tincién con
acido acético al 10 % y la densidad optica fue leida a 590 nm utilizando un lector
de ELISA (Biotech Instruments Inc., Winooski, Vt). El resultado fue expresado

como porcentaje de viabilidad comparado con el control sin tratar.
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Ensayo de Adhesion

Este ensayo desarrollado en el laboratorio, mide la capacidad de las células
HUVECs de establecer uniones firmes mediadas por entidades moleculares, con
células en suspension, en este caso las células U937 que se marcan
radioactivamente, lo que permite cuantificar el numero total de células que se han
adherido a la monocapa endotelial. Previamente en el laboratorio se ha definido
que, en condiciones control, la relaciéon del numero de celulas U937 que se une a
células HUVECS, es constante en estas condiciones de ensayo.

Las células HUVECs fueron crecidas a confluencia en placas de 48 pozos.
Por otro lado las células U937 se marcaron durante 48 h con timidina tritiada [*H]
(Amersham, Buckinghamshire, UK)con una actividad especifica de 1uCi/ml

El cultivo confluente de HUVECs fue estimulado por 3 h, ya sea con MC o
con citocinas recombinantes y después fueron lavadas con PBS. Posteriormente 1
x 105 células U937 marcadas y lavadas, fueron adicionadas a cada pozo de células
HUVECs que previamente habian recibido el tratamiento correspondiente.
Durante 3h, quedaron las células U937 en contacto con la mono capa endotelial,
permitiendo asi que se llevase a cabo la adhesion. Las células U937 que no se
adhirieron tras este tiempo fueron retiradas mediante tres lavados consecutivos
con PBS. Por el contrario, las células adheridas firmemente al endotelio fueron
lisadas junto con este con 0.5 ml de NaOH 2M, y la radioactividad remanente fue
contada en un contador de centelleo (Beckman LS6000SC, St Louis, Mo).
La adhesion fue graficada como el porcentaje de células U937 adherentes con
respecto al total de cé€lulas que inicialmente fueron puestas en contacto con las

células HUVECs en cada pozo.

Obtencion de Extractos Nucleares y Citoplasmicos

Las ce€lulas de las que son aislados los factores de transcripcion se
resuspenden en un amortiguador hipotonico, que aunado a un proceso de
congelacion facilita el rompimiento de la membrana plasmatica. Los nucleos se
centrifugan para separarlos del citoplasma y gracias a la accion de una solucion
de fuerza idnica intermedia, las proteinas asociadas al DNA son removidas sin

lisar el nucleo y luego separadas en la fraccion soluble.
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Se partio de células HUVECs, crecidas al 85-90 % de confluencia. Los
cultivos fueron lavados con solucion PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM
Na,HpOs4, 1.4 mM KH,PO4 ) fria y despegadas del plato con espatula de plastico.
Se recuperaron en un tubo céonico de 15 ml. Fueron centrifugadas de 5 a 10 min a
375 x g. El sobrenadante (fraccion citoplasmica) fue recuperado en amortiguador
de congelacion 1:1 y guardado para su posterior cuantificacion y utilizacion en
ensayos de westermnblot. La pastilla fué congelada en bano de hielo seco y etanol
de dos a tres min para romper las células. Una vez congelada, se resuspendio la
pastilla suavemente el 100 ul de amortiguador hipoténico (Hepes 10mM, KCI 10
Mm, DTT mM, pH 7.9). El estado de los nucleos fué entonces evaluado con azul
tripano mezclado en una proporcion 1:1. Se centrifugaron en tubos eppendorf en
la  microcentrifuga a 4°C durante 10 min a 16,000 x g Se desechd el
sobrenadante. Para extraer las proteinas nucleares, la pastilla resultante fué
resuspendida en 30 ul de amortiguador hiperténico ( Hepes 20 mM, NaCl 0.4 M,
glicerol 25%, éacido etilenadiaminatetraacético (EDTA) Sigma, 0.2 mM,
Dithiothereitol (DTT) Sigma 1 mM, Fenil-Metil-Sulfonil Fluor (PMSF) 0.5 mM, pH
7.9 ). Fueron incubadas a 4°C durante 30 min en agitacion. Se centrifugaron 20
min a 4°C en la microcentrifuga a 16,000 x g. El sobrenadante fué recuperado y
mezciado en una proporcion 1:1 con el amortiguador de dilucién (Hepes 20 mM,
KCl 50 mM, glicerol 20%, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5mM). Se determino
la cantidad proteina obtenida por el método de Bradford utilizando un ensayo
comercial (BioRad, Hercules, Ca) y se alicuoté en tubos la cantidad de proteina
necesaria para un ensayo de retardo (10 pg). La proteina fue congelada en bano de
hielo seco y etanol y almacenada a -70°C. Todo el procedimiento se llevé a acabo

en hielo y se utilizaron soluciones frias

Fosforilacion de oligonucleétidos

Se aprovecho la actividad in vitro de una polinucleotido-cinasa derivada del
fago T4 (T4 PNK), que une covalentemente un [32P] al extremo 3~ de un
oligonucleotido de doble cadena.

Se partio de 200 ng del oligonucléotido a marcar con la secuencia, ya sea
del sitio kB canonico (5’AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3°) o mutado «B

(S'TAGTTGAGGCGACTTTCCCAGGC 37) [Santa' Cruz, Sta Cruz, Ca) contenidos en 1
12




ul, se mezclaron con 0.5ul de enzima T4 polinucleétido cinasa que equivalen a 5
U (Stratagene), 2.5 ul de amortiguador para la enzima (que provee el mismo
fabricante), 3ul de [32P]y-ATP con una actividad especifica de 3000 Ci por mmol,
y agua para completar 25 ul. Se incubaron 30 min a 30°C y 15 min a 65°C para
inactivar a la enzima. La reaccion de marcado fué mezclada con 1 ml de solucion
de hibridacién y posteriormente se paso a través de un filtro de nitrocelulosa para
eliminar el exceso de [*?P]Jy-ATP no incorporado. La enzima (PNK T4) y el

amortiguador utilizados fueron proveidos por Stratagene.

Geles de Acrilamida denaturalizantes para DNA

Para preparar el gel se mezclaron 5.1 g de urea, 1 ml de agua, 1 ml de
amortiguador TBE 1X (TBE 10X: 89 mM Tris base, 89 mM acido bérico, 2mM
EDTA, pH 8) y 5 ml de solucion acrilamida:bisacrilamida en una proporcion 29:1
al 30%. Para polimerizar la mezcla se agregaron 12 ul de Tetrametiletilendiamina
(TEMED) y 25 ul de persulfato de amonio 10 %. Las muestras se mezclaron en
una proporcion 1:1 con la solucion de colorantes (EDTA 20 mM, formamida 95 %,
azul de bromofenol 0.05 % y xianol-xileno 0.05 %) se corrieron a 100 V, hasta que
los colorantes sobrepasaron la mitad. Los geles fueron expuestos en pelicula

fotografica para obtener un autoradiograma.

Ensayo de Retardo de Movilidad Electroforética

En estos ensayos se aprovecha la interaccion especifica de los factores de
transcripcion con una secuencia particular de DNA que previamente se ha
marcado radioactivamente. Al resolverlas por electroforesis en un gel de
acrilamida no denaturalizante se separaran el DNA unido a proteina, del no unido
que corre mas rapidamente

En un tubo eppendorf, se agregaron 10 pg de proteina proveniente de los
extractos nucleares y se completo con agua a un volumen de 13 ul. Se adicionaron
6 ul de mezcla de reaccion (DTT 50 mM, 2% giicerol,.Albﬂmina sérica bovina
fraccion V (ASB) 20 ug, 50 U de polihexanucledtido (poliHN6), 2 ug de
polideoxinosina-deoxicitidina (polidldC) (ambos de Pharmacia) y 1 ul del
oligonucleotido fosforilado conteniendo entre 5000 y 10 000 cpm. Se incubo la
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reaccion a temperatura ambiente durante 20 min para permitir la formaciéon de
complejos DNA-proteina. En caso de ensayos de competencia con oligonucleétido
o fragmento no marcado, este se puso a incubar, 15 min antes de adicionar el
DNA marcado. La reaccion se detuvo adicionando 6 ul de colorante (ficoll 45, 15 %
azul de bronofenol 0.25% y xianol xileno 0.23%). Se cargaron las reacciones en un
gel de acrilamida:bisacrilamida no denaturalizante al 7.5% que fué corrido a 150
V hasta que los colorantes alcanzaron la mitad del gel. El gel fue puesto a secar y
luego expuesto, ya sea en pelicula fotografica para obtener una auto radiografia o

en pantalla de fosforimetro para luego ser revelada o leida.

Electrotransferencia y ensayo de Western Blot

Los geles denaturalizantes fueron sometidos a electro-transferencia en
humedo hacia membranas Hybond-ECL (Amersham, Buckinghamshire, UK). Las
membranas transferidas fueron incubadas con anticuerpos dirizidos contra las
isoformas de kB humanas: IkB-a (C-21) IkB-f (C-20), [kB-e (M-121) 6 contra la
subunidad p65 (sc-109) (Sta. Cruz, Sta Cruz, Ca) diluidas 1:500 en amortiguador
TBS. Despues de ser lavadas con leche descremada al 5 %, fueron incubadas con
un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa dirigido contra inmunoglobulina
de conejo (GIBCO/BRL, Galtherburg, Md) o de raton (PIERCE, Rockford, II). La
membrana fue lavada para retirar el exceso de anticuerpo secundario y la sefal
fue revelada por quimio-luminiscencia utilizando para este proposito un sistema
comercial (Supersignal system PIERCE, Rockford, II). La senal expuesta en una
pelicula fotografica, fue normalizada contra la cantidad de proteina total cargada
en cada carril, gracias a la tinciéon con azul de coomasie de una porcion no

transferida del gel.

Analisis estadistico

Todos los ensayos de adhesion son reportados como el promedio de 3 a 5
ensayos realizados de manera independiente, cada uno por triplicado. Las barras
de error en las graficas indican el error estandar. Los datos fueron ademas

analizados con una prueba de t student y se sefiala la significancia estadistica.
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RESULTADOS

La respuesta de las células endoteliales a citocinas
inflamatorias recombinantes

Los cultivos primarios de células endoteliales han sido estandarizados en el
laboratorio y se ha verificado mediante distintas técnicas el grado de pureza que
presentan con respecto a otros tipos celulares. Estas células se denominan
HUVECs y pueden mantenerse proliferando in vitro entre tres y cuatro semanas.
Todos los experimentos que se presentan, fueron realizados con células entre el
segundo y el cuarto pase y una vez que los cultivos alcanzaron una confluencia de

entre el 90 y el 100%.

Como primer paso -se llevo a cabo la caracterizacion de la respuesta de las
células HUVECs a las dos principales citocinas recombinantes reportadas en la
literatura: TNF-a e IL-B. Esta caracterizacion consistio en la medicion de la
capacidad de adhesion de celulas U937 y en la traslocacion al nucleo del factor de
transcripcion NF-xB utilizando ensayos de retardo de movilidad electroforética

(EMSA)

% Adhesién
% Adhesion

TNF-a ng/ml IL-1f ng/ml

Figura 7.- Citocinas recombinantes inducen un aumento en la capacidad de Adhesion de
celulas HUVECs que se satura a Ing/ml de citocina.

Ensavo de Adhesidn con cantidades crecientes de TNF-a v de IL-1P recombinantes, Se graflica
el porcentaje de adhesion que equivale a la proporcion de células que presentaron adhesian
firme con respecto al total que fueron puestas en contacto con la monocapa endotelial.



La adhesion alcanza saturacion a 1ng/ml de TNF-a e IL-1f3

Como esta reportado en la literatura, el aumento en la capacidad de adherir
células en suspension aumenta proporcionalmente al estimulo.

Desde dosis muy pequefias de citocina, la célula endotelial aumenta su
capacidad de adhesion (Figura 7). Es importante notar que a concentraciones de 1
ng/ml tanto de TNF-a como de IL-18 la respuesta alcanza un maximo, incluso
utilizando concentraciones de 10 ng/ml el porcentaje de adhesién permanece
entre un 20y un 25 %.

Como se ha mencionado, la adhesion es un fenomeno que depende
directamente de la expresion transcripcional de las moléculas de adhesion. Por
esta razéon y porque la activacion endotelial esta directamente relacionada a la
traslocacion de NF-kB, es que medimos su presencia en el nucleo en respuesta a
TNF-o y a IL-18.

(Ver figura 1B y IC, Anexo 4: Articulo NF-xB traslocation and endotelial cell activation is potentiated by
macrophage-released signals co-secreted with TNF-a and IL-1p Lopez-Bojorquez, etal.)

2 2
© 6 6 © = 2 ng/ml .
= ¢ ‘O =} S g g min
o b = g 0 4] ﬁ - =]
B 1 T T—
TNF-a
1 ng/ml
IL-1P
Figura 8.- Las citocinas recombinantes inducen traslocacion de NF-xB en células

HUVECSs. Ensayos de retardo de movilidad electroforética.

A) Curso temporal. Traslocacion de NF-xB a tiempos cortos de estimulacion con 1 ng/ml de
TNF-a recombinante B) Dosis-respuesta. Traslocacion de NF-kB a dosis crecientes de TNF-o
y IL-1B recombiantes (se senalan con flechas los complejos que se forman en ntcleos de
células HUVECs complejos [, II, y III)
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La activacion endotelial deriva de la traslocacion de NF-«B al

nucleo

El factor de transcripcion NF-kB fue medido por ensayos tipo EMSA en
extractos nucleares de células HUVECs. La estimulacion con cantidades
crecientes de TNF-ao e IL-1B recombinantes induce una traslocacion, dosis
dependiente que alcanza el techo de saturacion a concentraciones de 1 ng/ml
tanto para TNF-a como para IL-1B. Como ocurre con la traslocacion, por encima
de esta concentraciéon de citocina, no se alcanzan mayores niveles de NF-xB en el

nucleo (Figura 8 A)

Los medios condicionados de macrofagos activados por
endotoxina

Con el proposito de mimetizar lo que hemos llamado el contexto de factores
inflamatorios que son co-secretados con el TNF-a, desarrollamos un modelo que
nos permitiera emular in vitro este complejo conjunto de factores. Como se
discutira mas adelante, si bien nos permiten aproximarnos al objetivo, los

resultados obtenidos deben ser interpretados con cautela.

Figura 9.- Diferenciacion in vitro del
promieloma humano U937
A) Ceélulas U937 en suspension. Muestran

una morfologia regular. B) 8h después de la
estimulacion con PMA 0.lmM. Se pegan
laxamente al plato v forman grumos C) 48
h después de la estimulaciéon con PM. Las

células muestran adhesion firme v cambio
dramatico en su morfologia.
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El protocolo de diferenciacién y activacion in vitro de un
promieloma humano

La linea celular U937 se deriva de un promieloma humano y para nuestros
fines modificamos de la literatura el protocolo de diferenciacion y activacion in
vitro. Esta linea celular crece en suspension con relativa facilidad y presenta
marcadores de precursor mieloide (lizosima, transglutaminasa tisular) (185, 186).
El PMA mimetiza efectos celulares que inducen diferenciacion y las células
comienzan un programa que incluye cambios morfolégicos claramente visibles y
modificaciones a nivel molecular que han sido bien documentados (187).
Estimulando a las células con 0.1uM de PMA, las células presentan a las pocas
horas adhesion laxa que se manifiesta como union ligera a plastico v formacion
de grumos de la suspension celular. Al retirar el PMA tras 8 h de estimulacion se
evita la desensibilizacion de las PKC's celulares y se permite la continuacion del
programa de diferenciacion. Después de 48 h, las células presentan adhesion
firme al plastico y han desarrollado procesos de extension celular (Figura 9). Solo
hasta este momento son receptivas a la activacién con endotoxina.

Para determinar la cantidad minima de endotoxina requerida para obtener
activacion mieloide, realizamos dos protocolos de dosis respuesta con LPS. Uno de
ellos consistido en estimular con LPS a las células diferenciadas, y retirar la
endotoxina 20 min después de la estimulacion realizando tres lavados
consecutivos con PBS y sustituyendo el medio con RPMI sin suero. El medio se
colecta 3 h después de la estimulacion y a este le llamamos pulso con LPS. El otro
protocolo consiste simplemente en estimular con la dosis indicada de
entodotoxina y colectar el medio al tiempo indicado sin haber retirado el LPS del
medio, a este otro protocolo le llamamos estimulo continuo de LPS. Con el segundo
protocolo se obtiene medio condicionado que contiene el LPS con el que se
estimulan las células, con el primero el medio obtenido contiene solamente trazas
de LPS que en principio no interferiria con la activacion endotelial. La actividad
biologica de los medios condicionados fue determinada mediante ensayos de
citotoxicidad en células L929. Asi determinamos que a concentraciones muy bajas
de LPS (desde 0.0001 pg/ml) se obtiene activacion mieloide suficiente para inducir

la produccioén de cantidades importantes de TNF-a (70% de citotoxicidad).
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Figura 10.- E1 LPS induce activacion mieloide desde dosis muy bajas.
Gel denaturalizante teniido con plata de los medios condicionados colectados a 3 h de

estimulacion con las dosis indicadas de LPS. En el panel inferior se muestra la induccion
de citotoxicidad de estos MC. Esta representa la actividad biologica de TNF-c.
A) Estimulo continuo de LPS B) Pulso de LPS
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Figura 11.- El LPS induce activacion mieloide de manera transitoria.

Gel denaturalizante tenido con plata de los medios condicionados colectados a 3 h de
estimulacion con las dosis indicadas de LPS. En el panel inferior se muestra la induccion
de citotoxicidad de estos MC. Esta representa la actividad bioclogica de TNF-a.

A) Estimulo continuo de LPS B) Pulso de LPS



Por otro lado, el analisis electroforético de los medios obtenidos revelo que el
patron de distribuciéon protéica, cambia solamente en ciertos rangos de peso
molecular (Figura 10). Asi determinamos que una vez diferenciadas a monocitos,

era posible activar a las células U937 con 0.1 pug/ml de LPS.

Para determinar la cinética de secrecion de TNF-a después de la activacion,
colectamos los medios condicionados a distintos tiempos tras la adiciéon con LPS
utilizando el protocolo de estimulo continuo v de pulso de LPS. La actividad
biologica del TNF-a (% citotoxicidad) presenta un pico después de las 3 h de
estimulacion, después comienza a decaer, antes en el caso del protocolo de pulso
cle LPS (Figura 11).

Para conocer, no solo la actividad bioloégica, sino también la cantidad en
masa de citocinas que presentan los obtenidos con el protocolo de pulso de LPS
MC, realizamos mediciones por ELISA tanto de TNF-o. como de IL-1f (Figura 12).

Si bien la cinética de producciéon es diferente para ambas citocinas, es
importante notar que tras 3 h de activacion con LPS, la masa producida de ambas
tiene un valor aproximado a 1ng/ml, cantidad equivalente a la dosis con la que se

alcanza el techo de saturacion en la adhesion de células HUVECs

IL-1B
ng/ml

TNF-a
ng/ml

1 2 3 6 12 24 h

Figura 12.- Medicién de citocinas por ELISA en Medio Condicionado.
La cinética de secrecién de IL-1B y de TNF-a tras el pulso con LPS



Con estos resultados, se prepararon lotes grandes de medios condicionados
con el protocolo de pulso de LPS y colectados 3 h después de la estimulacion con
0.1 pg/ml de LPS. Todos los resultados que se muestran en adelante son MC

obtenidos y caracterizados de esta forma.

En este punto resulta importante dejar claro que si bien las U937 no son
monocitos primarios, nos permiten acceder con bastante cercania a lo que hemos

llamado contexto de factores pro-inflamatorios co-secretados con TNF-a.

Los Medios Condicionados inducen un aumento en la
capacidad de adhesion y en la traslocacion de NF-kB, por
encima de la saturacion obtenida con citocinas
recombinantes

Las células HUVECs al ser estimuladas con MC en dosis equivalentes a
Ing/ml de TNF-a, en actividad biologica presentan una activacion superior a la
que caracterizamos con TNF-a recombinante. La adhesion alcanza valores de 45%
y la traslocacion de NF-kB aumenta 5.68 veces comparado con el aumento de 2.44
veces que induce TNF-a (Figura 13). Es importante notar que, como ocurre con la
estimulacion con citocinas recombinantes, el aumento en la adhesion correlaciona

con los niveles de NF-xB observados en el nucleo.
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Figura 13.- Los medios condicionados inducen aumento en el porcentaje de
adhesion y traslocacion de NF-xB por encima de la obtenida con dosis saturantes
de TNF-a recombinante.

A) Ensayo de Adhesion. Las celulas HUVECs se estimularon con cantidades crecientes de
Medio Condicionado., La actividad biologica de TNF-« presente en 6.75 pg/ml de proteina
corresponde a 1 ng/ml de TNF-a. B) Ensayo de retardo de movilidad electroforética.

Las flechas indican los complejos de NF-xB que se traslocan al nucleo de células
HUVECs



(Ver figura 3, Anexo 4: Articulo NF-kB traslocation and endotelial cell activation is potentiated
by macrophage-released signals co-secreted with TNF-« and IL-1p Lopez-Bojorquez, etal)

El LPS remanente en los MC no es el responsable del efecto de
potenciacion observado

Una vez que las células U937 se han diferenciado, son activadas con LPS a
concentraciones de 0.1 pg/ml. Este LPS es retirado de las células adheridas
mediante tres lavados consecutivos con PBS, sin embargo, no se puede descartar
la presencia de LPS que podria ocasionar activacion endotelial interfiriendo asi
con la interpretaciéon del fenomeno observado. Por esta razon incluimos un ensayo
de adhesion en el que ¢l MC fue pre-incubado con Polimixina B antes de ser
puesto en contacto con las HUVECs (Figura 14). La Polimixina B inhibe la
actividad del LPS al mimetizar la accion de la proteina acarreadora LBT,

impidiendo asi su union al co-receptor CD14 (188).
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Figura 14.- EIlLPS remanente en los MC no ocasiona el efecto de potenciacién observado
por efecto de los MC.

A) Ensayo de adhesion de HUVECs estimuladas con MC previamente incubado con polimixina
B. B) Ensayo tipo EMSA de HUVECs estimuladas con MC previamente incubade con polimixina
B

Anticuerpos neutralizantes dirigidos contra TNF-a e IL-15 no
abaten por completo la actividad de los MC

Con el proposito de identificar el nivel de participacion que juegan las
citocinas TNF-a e IL-1f en la activacion endotelial mediada por MC, se utilizaron

anticuerpos neutralizantes. Estos anticuerpos son capaces de inhibir la actividad
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biologica de la citocinas contra las que estan dirigidos, al capturarlas
especificamente en solucion e impedir la union a su receptor celular. Los MC se
incubaron en prese'n'cia de los anticuerpos durante 1lh. Previamente en el
laboratorio se llevo a cabo la calibracion con curvas de citocinas recombinantes,
que permiti6 determinar la cantidad de anticuerpo necesaria para neutralizar
Ing/ml tanto de TNF-a como de IL-1f (2 pg/ml). Los resultados obtenidos
(Figural5) muestran que al inhibir la actividad tanto de TNF-a como de IL1-B, la
respuesta en la adhesion no se abate por completo, de hecho, la actividad que
permanece es equivalente a la obtenida con alguna de las dos citocinas
recombinantes, es decir, igual a la observada tras la estimulaciéon ya sea de TNF-a
o de IL-1B. De manera interesante, al preincubar los MC con ambos anticuerpos
neutralizantes no se observa una aumento en el porcentaje de adhesion que sea

estadisticamente distinto al control.

(Ver figura 1A, Anexo 4: Articulo NF-xB traslocation and endotelial cell activation is
potentiated by macrophage-released signals co-secreted with TNF-o. and IL-1B Lopez-
Bojorquez, etal.)

A ' B

(o] TNF-a CM*

p6S

Figura 15.-

A) En la fraccién citoplasmica
permanece un fraccién importante
de NF-xB que no es reclutado por
dosis saturantes de TNF-a

Western blot de la subunidad p635 de
la fraccién citoplasmica de células
HUVECSs tratadas con TNF-a vy MC

% Adhesiéon

B) Anticuerpos neutralizantes
contra TNF-a¢ e IL-1} inhiben
parcialmente la actividad de los MC
Ensayo de -adhesion en células c TNF-a  MC  MC Mc MC
HUVECs en el que se ha pretratado el s L Y
MC con anticuerpos con actividad 6.75 pg/ul >

neutralizante contra TNF-a v/o IL-1p protein*

Ah TNF-a

La traslocacion de NF-«B inducida por MC se sostiene durante
mas tiempo que la inducida por TNF-a

No solamente los niveles de NF-xB encontrados en el nucleo son mas

elevados al estimular a las células HUVECs con MC, de manera interesante
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encontramos que la presencia de NF-kB en el nicleo se mantiene por mas tiempo
(Figura 16) La incubacion con MC induce una traslocacion de NF-kB también
transitoria, pero que tiene un pico a los 60 min y que se mantiene por mas tiempo
que la observada con TNF-a. También la presencia del factor en el nucleo
disminuye con el tiempo de manera que después de 2 h de estimulacion con MC

practicamente se ha abatido por completo.

En respuesta a MC se traslocan al ntucleo las mismas
subunidades de NF-xB que en respuesta a TNF-a

Los analisis de supershift, revelaron que los complejos de NF-xB que se
traslocan al nucleo en HUVEC estimuladas con TNF-« son equivalentes a los que
se observan tras la estimulacion con MC. Si bien la intensidad de los complejos es
mayor, lo que denota mayor cantidad de proteina unida al oligonucleotido
marcado, el reconocimiento con anticuerpos dirigidos contra distintos miembros
de la familia Rel indica que las diferencias son cuantitativas y no cualitativas
(Figura 17).

(Ver higura 5, Anexo 4: Articulo NF-xB traslocation and endotelial cell activation is
potentiated by macrophage-released signals co-secreted with TNF-o and IL-18 Loépez-
Bojorquez, etal)
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Figura 16.- Los medios condicionados inducen una
traslocacién sostenida y continua

de NF-xB. Ensayo de retardo de movilidad electroforética de
NF-xB en células HUVECs.

Las celulas se estimularon con la cantidad de medio
condicionado que se indica. La actividad biologica de TNF-u
presente en 6.7 mg/ml de proteinas de medio condicionado
equivale a 1 ng/ml de TNF-a recombinante.



La combinacion de citocinas inflamatorias recombinantes no es
capaz de reproducir el efecto de los MC

Debido a que los MC no son otra cosa que una mezcla de factores pro-
inflamatorios, decidimos estimular a las HUVEC simultaneamente con TNF-a e
IL-1B. El aumento en la capacidad de adhesion evocada en la célula endotelial, no
aumenta con la mezcla de ambas citocinas. Por otro lado, la traslocacion de NF-xB
tampoco se ve afectada tras la estimulacion simultanea (Figura 18). Es interesante
notar que el patron de complejos que se induce en el nucleo celular en las HUVEC
estimuladas con TNF-a y con IL-1f simultaneamente es el mismo que se observa
solo con la estimulacion de TNF-a.

Sin embargo existe una combinacion de citocinas que puede mimetizar la
respuesta mediada por los MC: Como se ha mencionado la literatura reporta que
el [FN-y es capaz de sinergizar y/o potenciar el efecto del TNF-a en distintos
fenomenos celulares del sistema inmune. Por esta razon decidimos estimular
simultaneamente a las HUVEC con TNF-a e IFN-y. Esta combinaciéon ejerce un
efecto en la traslocacion de NF-xB y en la capacidad de adhesion
cuantitativamente muy similar al que se observa en respuesta a los MC (Figura
19)

control JL-13 TNF-a IL-1p
+

% Adhesion

o] 0.0001 0.001 0.01 0.1 1

IL-13 + TNF-oo ng/ml B

Figura 18.- La estimulacion simultanea con TNF-a e IL-1 no produce un incremento en los
niveles de ahesion o en la traslocaciéon de NF-xB mayor al que producen las citocinas
recombinates por separado.

A) Ensayo de adhesion con cantidades crecientes de TNF-u e IL-1p anadidas simultaneamente B)
Ensayo tipo EMSA de NF-xB en células HUVECs estimuladas con TNF-a e IL-1} anadidas
simultaneamente o por separado..
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Figura 19.- Las estimulacién simultanea de IFN-y y TNF-a es capaz de reproducir la
activacion endotelial inducida por los MC

A) Ensayo de adhesion B) Ensayo tipo EMSA

Las células fueron tratadas con Ing/ml de TNF-a, 100 U/ml de IFN-y o ambos
simultaneamente. O bien con 6.75 pg/ml de proteina de MC. Los extractos nucleares se
colectaron 20 min tras el estimulo.

Los Medios Condicionados reclutan una poza alternativa de NF-

kB

Los resultados mostrados hasta este momento, sugieren con la existencia
de una poza de NF-xB que ya no es sensible al efecto de citocinas recombinantes
y, que, sin embargo, tienen acceso los MC. Para tratar de sondear acerca el
posible origen de esta poblacion adicional de NF-kB utilizamos inhibidores de vias
de transduccion involucradas con la activacion de este factor y decidimos
explorar la degradacion de las distintas isoformas de kB que segun la literatura

podrian estar involucradas.

El ihibidor BAY-117085 no bloquea por completo la via activada
por los MC

La via de transduccion activada por TNF-a, involucra la degradacién de la
isoforma IkB-a.. Por esta razon utilizamos el inhibidor especifico BAY-117085,

bloqueador especifico de la actividad de IKK-B(189). Con esto esperamos
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determinar en que medida, la sefial inducida por los MC que viaja a travez de NF-
kB. La deteccion de NF-xB en el nucleo es un claro indicio de que el inhibidor
Bay-117085 no bloquea completamente la traslocacion de NF-xB dependiente
de MC, pero induce, sin embargo, una inhibiciéon total del fenotipo inducido por el
TNF-a. Este resultado nos llevo a medir como ocurre la degradacion de IkB-o, en
HUVECs bajo el estimulo de TNF-a, MC y probando el efecto de BAY-117085 sobre
ambos estimulos. Como sucede con la traslocaciéon de NF-xB, si bien el inhibidor
bloquea la accion de TNF sobre la degradacion de IkB-a, no ocurre asi con la

degradacion mediada por MC (Figura 20).

La estimulacion con MC induce una degradacion mas rapida de
las distintas isoformas de IxB

El resultado obtenido con BAY-117085, un inhibidor especifico de la
degradacion de IkB-a nos llevo a medir la desaparicion de las otras isoformas de
[kB que segun la literatura podrian estar involucradas en la traslocacion de NF-xB

que ocurre en respuesta a estimulos inflamatorios.

cC T MC T MC
Bay 7085 * +
Ab pﬁs + + + +
NF-<B
Intensidad
relativa
Bay 7085
IxB-a

Figura 20.- El inhibidor BAY-7085 no bloquea completamente la traslocaciéon de

NF-xB ni la degradacion de IxB-a en respuesta a MC.

A) Ensayo de retardo en HUVECs tratadas con MC (6.75 ug/ml de proteina), TNF-u

{Ing/ml) v Bay 7085 10 uM. El inhibidor fue anadido a las células 2 h antes de la
estimulacion con citocina recombinante o con MC. B) Western Blot de IkB-u en '
extractos citoplasmicos de HUVECs tratadas con TNF-a v CM. La proteinas tanto

nucleares como citoplasmicos fueron colectadas 20 min tras el estimulo.



Con este proposito utilizamos un western blot para cuatificar la presencia de IkB-
o, B vy € en extractos citoplasmicos de HUVECs en respuesta a TNF-ao y MC. La
respuesta encontrada tras la estimulacion con TNF-a es coherente con lo
reportado en la literatura, en el sentido de la rapida degradacion de IkB-a, seguida
de la degradacion secuencial de las isoformas § y €. La sintesis de novo de IkB-a
puede empezar a observarse después de 60 min de estimulacion (Figura 21). Por
otro lado, la estimulacion de HUVECs con MC promueve una degradaciéon mayor
v mas rapida de las tres isoformas (Figura 22), particularmente de IkB-g, lo cual
resulta congruente con la presencia sostenida de NF-xB qﬁe se observa en el

nucleo en respuesta a MC.

(Ver figura 6. Anexo 4: Articulo NF-xB traslocation and endotelial cell activation is potentiated by
macrophage-released signals co-secreted with TNF-« and IL-1p Lopcz-Bojorquez, etal.)

IxB-B

IkB-¢

Figura 21.- Las distintas isoformas de IkB se degradan de manera secuencial en respuesta
a TNF-a

Western blot de [kB-a, B y &, en extractos citoplasmicos de HUVECs tratadas con TNF-a. La
proteinas fueron colectadas a distintos tiempos tras el estimulo.
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Figura 22.- Las distintas isoformas de IkB se degradan de manera secuencial en
respuesta a MC

Western blot de IkB-u, B y €, en extractos citoplasmicos de HUVECs tratadas con MC. La
proteinas fueron colectadas a distintos tiempos tras el estimulo.

* Actividad biologica equivalente a 1ng/ml de TNF-o



DISCUSION

cPorque el modelo de Medios Condicionados?

A pesar de que el estudio de la respuesta inmune innata comenzo a
conceptualizarse desde hace mas de un siglo, ha seguido la via marcada por el
desarrollo técnico de nuevas metodologias. Se caminé asi por la imagen
morfologica y fenotipica de patologias infecciosas, la descripcion de la respuesta
inflamatoria, el descubrimiento de la infiltracion celular, la purificacion de los
factores solubles participantes, la lucidacion de las vias celulares que estos
encienden, y la descripcion molecular de la expresion génica que se esconde
detras del evento fisiologico.

En materia de biologia celular del sistema inmune, hay eventos que
determinaron adelantos significativos. Dos buenos ejemplos que en los ultimos 30
anos permitieron un progreso sustancial en el entendimiento de mecanismos
inmunes son, por un lado, el desarrollo de cultivos celulares (182) y por otro la
purificacion de citocinas (99). Las citocinas se han definido como hormonas
protéicas que son producidas generalmente por células del sistema inmune y que
regulan distintos procesos relacionados con activacion, diferenciacion, muerte,
migracion y proliferacion celular entre otros.

La purificacion de éstas y otros factores proteicos a partir de medios
condicionados y/o de sobrenadantes de distintos tipos celulares, o de distintas
preparaciones de suero sanguineo, se llevd a cabo en su mayoria en los anos

ochentas (190). Esto trajo consigo el estudio de las propiedades individuales de

cada factor (191). Después, el uso de factores recombinantes permitié disecar las
funciones que cada elemento activan por separado y las unidades bioquimicas que
participan en su actividad (192). Se pudo asi determinar, cual de cada una de las
citocinas dentro del contexto, regulaba que actividad celular. En este sentido, en
los pasados 20 anos se descubrieron muchos de los mecanismos que subyacen a

la biologia de los factores solubles gracias al manejo de factores recombinantes: se

identificaron y clonaron las proteinas membranales de union especifica, o
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receptores, se caracterizaron en su mayoria las vias de transduccion que median
la respuesta celular, se realizaron intensos estudios farmacologicos relacionados
con sus efectos in vivo, etc.

Los cultivos  de células primarias son un modelo que proporciona
respuestas de alguna manera extrapolables a los fenomenos que ocurren in vivo.
Permiten también la purificacion y/o fraccionamiento de proteinas celulares, su
facil visualizacion, el uso de farmacos con efectos inhibidores e incluso la
manipulacion genética de las células. Los cultivos celulares permitieron visualizar
los efectos moleculares especificos de los factores purificados. Practicamente toda
la bioquimica y la biologia celular del sistema inmune se ha llevado a cabo con

cultivos celulares y utilizando factores recombinantes.

Con estas herramientas se ha entendido el efecto de distintas citocinas
sobre la activacion, proliferacion y actividad de linfocitos y otras células inmunes.
Por otro lado ha quedado claro que el sistema inmune consituye una compleja red
de interacciones entre productos solubles y celulas. Ahora podemos preguntarnos
¢Como interactian entre si los distintos factores que son secretados
simultaneamente al torrente sanguineo? ¢El contexto co-secretado junto con cada
factor, tiene efecto en la célula blanco? ¢Como influye este contexto en la
modulacion de un fenomeno en particular? Utilizando para ello herramientas
moleculares que nos permiten explorar mas a fondo las consecuencias de estas

interacciones.

El modelo de MC que desarrollamos, nos ha permitidos acercarnos a
vislumbrar las interacciones que in vivo logran tener las citocinas y los factores
inflamatorios que soq secretados por macrofagos activados por endotoxina. Nos ha
permitido entender el tipo de regulacion que subyace a la actividad de las
citocinas inflamatorias clasicas, como el TNF-a y como pueden ejercer los, factores
que se secretan en c._onjunto con este, efecto sobre su actividad. Por otro lado, el
uso de los MC nos pérmiten acceder no solo a la composicion del contexto, sino a
la proporcion en la que son secretados in vivo los factores y, por lo tanto, la
proporcion en la que son presentados a la célula blanco (98). En este sentido, el

sistema endotelial es, ademas, el blanco primario de la gran mayoria de las
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sefiales que son producidas por el sistema inmune. En otros estudios, MC
similares han sido utilizados para estimular células HUVECs (193)

En este momento, el estudio de la red de citocinas, de las vias de factores
de transcripcion, y de las interacciones celulares esta en un punto en que requiere
de la integracion de la gran cantidad de conocimiento acumulado con modelos in

vitro (194).

Las U937 son diferenciables in vitro hacia el linaje mieloide

Las células U937 fueron descritas originalmente en 1985, Se trata de una
leucemia humana caucasica con diversos marcadores linfoides (195). Han sido
caracterizadas como promielocitos que pueden diferenciarse hacia monocitos bajo
la estimulacion con PMA, o hacia granulocitos cuando son expuestas a DMSO
(114). Una vez diferenciadas, presentan marcadores mieloides y responden a
endotoxina. En estas células se han llevado a cabo numerosos estudios acerca de
la produccion de citocinas inflamatorias y de la regulacion genética que subyace a
su secrecion (113) asi como analisis de las funciones de células mieloides (187)
caracteristicas que adquieren después del protocolo de diferenciacion.

A pesar de que el protocolo de diferenciacion a linaje mieloide de las
U937 esta bien caracterizado en la literatura, el hecho de que los productos de
secrecion se colecten tras la estimulacion con LPS puede dificultar la
interpretacion. Se definié el tiempo minimo de estimulacién con LPS y la menor
cantidad necesaria. Determinamos también que el efecto de los MC no esta
relacionado con cantidades traza de endotoxina que pudieran quedar en él, ya sea
solubles o adheridos a la superficie extracelular.

Los medios condicionados de la linea celular U937 diferenciada in vitro
con PMA y activada con endotoxina, es un acercamiento para, en parte reproducir
la compleja mezcla de factores secretados por macréfagos del que el endotelio

vascular in vivo es blanco.
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Podemos visualizar el contexto de factores co-secretados con
TNF-a

Los MC representan el conjunto de factores que los macrofagos producen y
secretan al espacio extracelular en respuesta a la activacion por endotoxina. Le
llamamos contexto a todo aquello que es co-secretado junto con el TNF-o.. Sin
embargo, el TNF-a constituye en todo momento el punto de comparacion que nos
permite delimitar la activacion endotelial, tal como ha sido reportada in vitro
durante los ultimos 30 anos.

Por supuesto, el contexto no esta constituido solamente de citocinas, ni
siquiera unicamente de elementos protéicos. La riqueza de componentes presentes
en estos medios ha sido ampliamente reportada (116, 196). En este sentido, el
analisis que realizamos mediante geles denaturalizantes tefiidos con plata, resulta
de algin modo ilustrativo. La region correspondida entre 15 y 25 kD suponemos
que esta compuesta, en su mayoria, por monomeros polipetidicos, que en
condiciones nativas constituirian la mayoria de las citocinas inflamatorias
secretadas, es decir, la mayor parte de las citocinas estan compuestas por
polipéptidos dentro de este rango de tamanos. En esta zona del gel, es de hecho
donde se observa un cambio en la intensidad al aumentar la concentracion de
endotoxina (Figura 11). El peso molecular del monémero de TNF-o es de
aproximadamente 17 KDa y el del monémero de IL-1f es de 23 kDa, la diferencia
en la intensidad de esta region en los geles, correlaciona con la actividad bioldgica
y con la masa medida por ELISA de estas citocinas

Si bien los geles denaturalizantes no constituyen en lo absoluto un método
de analisis profundo de la composicion de los MC, permiten visualizar el amplio
rango de elementos que constituyen lo que hemos llamado contexto. La variedad
de todos los elementos presentes en estos medios condicionados, sugiere la

existencia de una compleja red de interacciones.

Los macrofagos son células diferenciadas no-ciclantes que se encuentran
arrestadas en el punto de control “checkpoint” de G1 y que derivan de monocitos
de sangre periférica ciclantes (82). Las células de lineas promonociticas humanas

pueden ser llevadas a la diferenciacion a macrofagos mediante estimulos bien
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endotoxina, y como después del primer pico de secrecion, ésta comienza a decaer
hacia las 6 h.

La razon por la que colectamos los Medios Condicionados a 3 h pos-
activacion no solo tiene que ver con la cinética de produccion de citocinas
inflamatorias, sino también con la naturaleza transitoria y aguda de la respuesta

inflamatoria. La produccion aguda de factores proinflamatorios ocurre en las
primeras 3 h tras la estimulacion con endotoxina (70, 110), la respuesta
transcripcional en el endotelio puede comenzar a medirse desde los primeros 30

min (68).

La activacion endotelial mediada por citocinas inflamatorias
ocurre por vias bien documentadas -

Comenzamos por carac;:erizar la respuesta a citocinas inflamatorias
recombinantes en nuestro sistemé para poder compararlo con los MC. El TNF-a y
la IL-1 son probablemente los estimulos mejor estudiados en activacion
endotelial. Se ha mapeado con detalle la via de transduccion que siguen tras la
union a sus receptores especificos localizados en membrana plasmatica (159,
106)

La traslocacion de NF-xB que encontramos en células HUVECs estimuladas con
estas citocinas, es congruente con lo reportado en la literatura (170). Ocurre una
traslocacion-aguda de NF-kB, expresion de moléculas de adhesion y un aumento
en la capacidad de adhesion. Esta activacién nos permite tener un punto de
comparacion en todo momento para evaluar la_ activacion dependiente de MC.

Como todas las citocinas, tanto TNF-a como IL-1p son factores solubles que
se unen a receptores membranales de alta afinidad y que activan mediante
cascadas de transcripcion, el encendido de genes especificos (201). La cinasa NIK,
de la familia de las MAP cinasas, se consideré durante mucho tiempo el elemento
convergente de las senales provenientes del receptor de TNF-a y de IL-1f8 (202).
Ahora la atencion recae sobre el complejo formado por TIRAP y MyD88 (203) y
sobre la cinasa TAK1(204).

Se llama disco de activacion al complejo que forman los receptores de
ambas citocinas y las proteinas adaptadoras. Este complejo tiene muchas
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caracteristicas comunes para, sin embargo, la afinidad de los receptores es
distintas: 0.1 nM para TNF-o. y 100 nM para IL-18. Esta diferencia resulta
interesante si se considera que las células blanco se enfrentan muchas veces con
ambas citocinas al mismo tiempo. Es posible entonces que' bajo estimulacion
simultanea, se recluten prioritariamente los elementos comunes que corresponden
a la via activada por TNF-c.. Y probablemente, esta sea la razon por la que bajo el
estimulo simultaneo de TNF-a e [L-1p el fenotipo que observamos es equivalente al
que ocurre bajo condiciones de estimulacion con TNF-a solamente.

Durante mucho tiempo se consideré que las actividades de TNF-a y de [L-1p
se traslapan sobre la célula endotelial y en cierto sentido, asi es (205). Pero
:ambas senales son necesarias, 0 en la célula endotelial, podrian asegurar, una la
funcion de la otra? Existen algunos ejemplos de genes que no se transcriben
indistintamente bajo uno u otro estimulo. Uno de ellos es el que codifica para la
molécula de superficie HLA-A, que solamente se expresa bajo inducciéon con TNF-
«. Por otro lado, la via iniciada en el receptor de TNF-a esta conectada también
hacia la activacion de JNK y de AKt. Probablemente la muerte celular dependiente
de TNF-a que se puede observar en HUVECs en las que se ha inhibido la sintesis
de proteinas puede activar incluso otras rutas. Si bien nosotros en este trabajo
solamente medimos como criterios de activacion endotelial el aumento en la
capacidad de adhesion, la presencia de NF-xB en el nucleo y la desaparicion de
[«B en la fraccion citoplasmica, los fenéomenos desencadenados por el TNF-a y la
II.--IB recombinantes son realmente mucho mas complejos de lo que nos permite

nuestro acercamiento experimental.

El factor de transcripcion NF-kB es punto de coincidéncia de la via activada
por ambas citocinas pero, ademas, es la senal donde convergen la mayoria de los
estimulos inflamatorios que son producidos por los macrofagos. Esto permite
pensar que en realidad los elemento de la familia de NF-kB se arreglan de manera
diferencial para obtener patrones distintos en la expresion genética cuando se

trata de un estimulo o de otro.
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El patrén de complejos de NF-kB traslocado por TNF-a y por IL-1§,
no es el mismo

Un hallazgo interesante fue el hecho de que la estimulacion con TNF-o en
células HUVECs indujera la formacion de tres complejos de DNA-proteina
visualizables en los ensayos de retardo y de solo dos complejos en las células
estimuladas con IL-1B. La utilizacion de anticuerpos en analisis tipos supershift,
sugirio que la composiciéon de los complejos I y III era equivalente. Con el
proposito de resolver mejor estos complejos y de tener resultados mas
reproducibles, los ensayos de retardo se hicieron con geles al 7.5 % en los que
esta diferencia podia apreciarse mejor. Resulta importante mencionar que no
existe un reporte previo de esta diferencia, pese a lo bien estudiada que esta la
traslocacion de NF-xB en HUVECs estimuladas con estas dos citocinas. Una razon
probable de ello es la concentracion de los geles de retardo que utilizamos para
este proposito

No pudimos establecer si esta diferencia pudiese tener alguna relevancia
fisiologica. No hay que olvidar que los ensayos de retardo presentados aqui fueron
realizados con uno oligonucleétido que contiene la secuencia decamérica consenso
del sitio kB. Esta secuencia no se encuentra en realidad en el promotor de ningun
gene endogeno. La pregunta en este sentido es evidente: ¢algun promotor
endogeno es capaz de reconocer esta diferencia a la que es sensible el sitio
consenso?

Tratando de responder esta pregunta, disenamos oligonucledtidos con los
sitios kB del promotor de Selectina-E, un gene relevante en nuestro sistema (35),
con los que tratamos de repetir la observacion, desafortunadamente ninguna de
las secuencias construidas resulto inducible por TNF-a recombinante.
Descartamos también la posibilidad de que el complejo II fuera producto de
degradacion realizando el ensayo en condiciones no reductoras (en ausencia de
PMSF y DTT)

Aun asi, el hecho de no compartir todas la subunidades que se traslocan al
nucleo, abre la puerta a la posibilidad de que no sean equivalentes

fenotipicamente la activacion dependiente de IL-1f de la que ocurre en respuesta
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a TNF-a. Equivalentes, no en el sentido de que ambos pueden inducir otras vias,

sino con respecto a la traslocacion de NF-«xB

¢Qué quiere decir que las citocinas recombinantes saturen la
adhesion y la traslocacion de NF-xkB?

Quisimos dejar en claro experimentalmente que la estimulacion con
citocinas recombinantes induce un efecto saturable sobre las respuestas
celulares que medimos en las HUVECs como sintoma de activacion endotelial. Es
decir, que existe una concentracion para ambas citocinas por encima de la cual
ya no se obtiene mayor traslocacion ni mayor adhesion. Esta saturacion ocurre a
una dosis de 1lng/ml, e incluso cuando se estimulan a las HUVECs
simultaneamente con ambas citocinas, a concentraciones mayores que ésta, no se
aumentan los niveles significativamente.

Utilizamos 10 ng/ml e incluso 50 y 100 ng/ml de citocinas y una vez que
determinamos este umbral, practicamente todos los experimentos fueron
realizados con esta concentracion. Aunque 1ng/ ml es la dosis saturante, existen
reportes en la literatura que utilizan concentraciones de hasta 100 ng/ml de TNF-
a para estimular células HUVECs (206). Cabe mencionar que estas
concentraciones (tanto de TNF-a como de IL-1B) estan muy por encima de las Kd's
de los receptores e incluso de la concentracion que puede medirse en sangre tras

un inoculo con LPS.

El hecho de que se observe saturacion de la traslocacion de NF-kB, nos llevo
a preguntarnos si existia en el citoplasma una poblacion del factor que ya no era
sensible al efecto de las citocinas recombinantes pero que podia ser reclutada
bajo otros estimulos (MC por ejemplo). Es decir, cuando se observa que una
respuesta se satura ¢es que no hay mas elementos del sistema disponibles? En
este sentido llevamos a cabo experimentos de microscopia confocal en los que
utilizamos como anticuerpo primario el dirigido contra la subunidad p65 de NF-
kB. Los resultados obtenidos mostraron que en el citoplasma de la célula

endotelial, después de la estimulacion con dosis saturantes de TNF-o, existe
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todavia una poblacion de NF-xB. Este dato fue confirmado con el western. blot de
la fraccion citoplasmica. (Figura 15) La permanencia de esta poblacion en ¢l
compartimiento citoplasmico nos llevdo a plantear la posibilidad de¢ una poza

adicional de NF-xB que no puede ser reclutada por TNF-oo ni por TL-1[.

Bl [FN-y reproduce la respuesta, pero no esta presente en los MC

Si bien el dato de amplificacion obtenidos con la estimulacion simultanca de
NIt ¢ IFN-y, resulté motivador en ¢l sentido de que hay combinaciones dc
citocinas recombinantes que pueden mimetizar el cfecto de los MC, no olrece
respuesta al mecanismo gjercido por éstos, simplemente porque [IFN-y no es un
componente de nuestros MC.

1 IFN-y resulté ser una citocina capaz de reproducir ¢l fenéomeno de
maodulacion positiva, ¢s decir, es capaz de llevar la adhesion y la (raslocacion de
Nitkl3 por encima de la saturacion obtenida con TNIF-o¢ ¢ 11L-1[3.

Kl mecanismo por ¢l cual el IFN-y potencia la actividad de TN« no s¢ ha
cxplorado con detalle. Esta reportado para la expresion de la quimiocina  117-10
(207, 208) y para la expresion de ICAM-1, y parcce involucrar la inferaccion
directa entre miembros de la [amilia NI'-kB (p65/p50 y p65/c-Rel) con ¢l factor de
Lranscripcion que se activa en respuesta a [I'N-y, Stat-1a (209). IZsta poienciacion
cs especilica para TNI-o, no ocurre con IL1-f3, por gjemplo (210).

La exploracién del mecanismo que ejerce el IFN-y, resultaba ajeno a este
trabajo porque las células U937 no sccretan [FN-y bajo ¢l protocolo de
diferenciacion-activacion (211). Lo que queda claro, sin embargo, ¢s que existen
cilocinas que ejercen un cfecto positivo sobre la actividad del  TNF- y cuya
combinacion con csta citocina permite pasar por cncima de los niveles de
saluracion en activacion endotelial. '

Los factores inflamatorios que pudieran estar cjerciendo esta actividad y gue
son co-secretadas con TNIP-a, son esencialmente: 1L-6, 11-18, IL-8 y HMGB1 (100,
159). Queda pendiente la exploracion de eslas posibilidades, adicionandolas de

mancra simultanca con ¢l TNI*-a tratando de mimetizar ¢l efecto de los MC.
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Los Medios Condicionados inducen una activacion
cuantitativamente mayor y cualitativamente igual a la inducida

por TNF-a recombinante

A lo largo de la historia de la investigacion basica ha quedado clara la
enorme complejidad celular y sistémica que subyace a cada fenémeno bioquimico.

Si bien los MC son capaces de lograr una activacion endotelial, medida
como aumento en Ja capacidad de adhesion y translocacion de NI'«I3, mayoer a la
obhservada con TNI-a, los receptores y las vias de transduccion involucradas
permanecen inexplorados.

Lo que vemos fenotipicamente como activacion endotelial nos permite
decir,que los factores presentes ¢n el MC convergen en la misma respuesta celular
aumentando su magnitud. De los productos solubles que actuan como schales
celulares, se sabe que en ocasiones distintos productos evocan la misma
respuesta. Puede ser a través de distintos mecanismos, es decir, cada uno

mediante sus propios sistemas de transduccion

La respuesta inducida por MC depende completamente de TNT-a e
ML-18

Los experimentos con anticuerpos ncutralizantes demostraron que para
blogquear el efecto inducido por MC es necesario ncutralizar ambas citocinas, ya
que bloquear el clecto de sélo una de cllas inhibe parcialmente la adhesion en
ceclulas HUVECs. Soélo la inhibicion simultanea resulta en un abatimiento
completo de la respuesta. Esto quiere decir, que si bien ambas citocinas
inllamatorias participan, hay un principio activo en el medio que potencia el efecto
tanio de TNF-a como de IL-1B pero que por si s6lo no induce activacion endotelial.
[isto resulta importante si pensamos que durante la purificacion de las citocinas
recombinantes, los factores inflamatorios fueron purificados a partir de un solo
pico de actividad. El principio activo que potencia el efecto de los MC no pudo
haber sido purificado por su actividad pro-inflamatoria. Nuestros datos no
contradicen los multiples analisis de los productos de secrecion de macrofagos
activados por endotoxina, realizados por fraccionamiento, dialisis y diversas

l¢enicas de purificacion de proteinas (56).
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Otros reportes de células HUVECs estimuladas con MC de macrofagos
activados por endotoxina, senalan la importancia de TNF-a dentro del contexto
del resto de las citocinas (212) y como su neutralizacion y/o inhibicion puede
bloquear la respuesta inducida por productos de secrecion de macrélagos

activados por endotoxina.

Los medios condicionados reclutan una poza adicional de NF-«B

Si bien es cierto que la traslocacion de NIF-xB inducida por TNIF-a esta muy
bien documentada, ¢l fenémeno de saturacion observado por nosotros no ha sido
explorado a fondo. Es decir, una vez que un estimulo determinado trasloca
cantidades importantes de NF-kB al nlcleo, ¢La célula puede responder
nuevamente? ¢Despucs de cuanto tiempo? Sabemos, por ejemplo, que las
HUVIECs recuperan su capacidad de respuesta, tras 90 min del estimulo con
INI-o (datos no mostrados) sin embargo esto no significa que antes de este
licmpo no responda a otro tipo de sefial (independicnte de TNI-o) es decir, que
exista todavia en la célula una cantidad importante de NF-xB que pucda ser

reclutada por ejemplo en respuesta a la senal disparada por otros receptores.

cLa fuente de esta poza adicional de NF-«B son las proteinas
inhibidoras IkB- e IxB-¢?

[l NF«xB que es posible detectar en el citoplasma tiene que estar
secuestrado por algan mecanismo. Recordemos que el dominio Rel incluye senales
de localizacion nuclear y que se encuentran ocultos por la interaccion con las
repeticiones de anquirina  presentes en las proteinas IkB. En este sentido
resultaba fundamental la medicion de la desaparicion de las tres isoformas de k13
(e, B y €) que han sido involucradas con la mayoria de las respuestas inducibles de
NI-k[3.  Creemos entonces que la poza adicional de NIF-xI3 scguramente
estaasiendo secuestrada por una o varias isoformas de IkB, que no se degradan

en respuesta al estimulo primario de TNF-o
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Congruentemente con lo reportado en la literatura, en respuesta a TNF-a, la
isoforma IkB-a desaparece rapidamente y es también sintetizada de novo
rapidamente (163), observando su reaparicion al cabo de 60 min. Ocurre también
una degradacion secuencial de IkB-f y de Ikl3-e. Lo que hay que resaltar es que los
MC inducen una degradacion mas rapida dce las tres isoformas.

Como se ha mencionado, IkB-a ¢s uno de los primeros genes que sc
transcriben en respuesta a la traslocacion de NI'-xl3, vy su sintesis de novo en el
citoplasma esta asociada a la inhibicion de la respuesta. Se cierra asi ¢l circuito
aue permite una actividad transitoria del factor. Resulla interesante que en las
HUVECs  estimuladas  con TNF-oo  observemos por western blol, una re
reaparicion de IkB-a a los 60 min, cosa que no corre, lras la estimulacion con
MC. La isoforma IkB-f fue de hecho caracterizada inicialmenic como la
responsable de causar Ll’na respuesta  bifasica y sostenida de NIF-xI3 (213). La
cinctica de degradacion que ocurre en nuestro modelo es congruente también con

lo reportado.

Se ha reportado que la isoforma IkB-e esta relacionada con los dimeros de
NI"-kl3 que contienen las subunidad c-Rel (174). El hecho de que la degradacion
de lkl3-e sea la mas lenta de las tres, y que tras el estimulo con MC se acentuc
este fendomeno, correlaciona con la cinética de expresion de las moléculas de
adhesion que se observan en el endotelio. Como hemos mencionado, existen (res
sitios de NF-xB en el promotor de selectina-E quien ademas aparcce rapidamente
en la superficie celular (el mensajero puede observarse desde los 30 min). La
siguiente molécula en parecer es VCAM-1, quien presenta dos sitios xB en el
promotor de su gene. Se han llevado a cabo estudios in vitro que siguieren que la
activacion de estas dos moléculas de adhesion esta muy relacionada, y que su
expresion puede ser inhibida con farmacos similares (PDTC). En ¢l promotor de
ICAM-1, existe un solo sitio de union para NF-xB y resulta interesante que el
dimero que especificamente se una a este sitio sea el formado por p65/c¢-Rel
(< 14). La cxpresion de esta ultima molécula de adhesion parece scr independiente
a selectina-E y a VCAM-1 en el sentido de la inhibicién por farmacos (215). La

sobre expresion de c-Rel induce la activacion especifica de VCAM-1 por encima de
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las otras dos moléculas de adhesion. Datos en nuestro laboratorio indican que cl
acido acetil-salicilico no ¢s (:ﬂpz;{z de blogquear la expresion de VCAM-1 mediads
por 1. 1B a dilerencia de las otras dos moléculas de adhesion (26, 32). Ilsios
trabajos le han adjudicado un papel particular a la isoforma lkB3-¢ duranic la
aclivacion endoftelial por su asociacion cspecilica con la subunidad ¢ Rel (174
lkn este sentido resulta interesante la cinética de degradacion de Ixli-¢ inducids
por los MC, que ocurrce mas lentamente que la inducida por TNIF-a. Se¢ vuelve
entonces muy importante comparar la expresion de VCAM-1, en respucsta 2
ambos estimulos. Bl dato de expresion de Selectina-Ié medida por ciiometria
muesira un incremento  significativo: (883 con TNF-a Ve 11889 con MC, c¢n
unidades de luorecscencia).

No hemos cxplorado los mecanismos alternativos que pudicran osim
mvolucrados con el mantenimiento de NIF-kl3 gue se ohserva on ol macleo, 16
decir, sioel factor de transeripeion  induce la expresion de lel3, y on respucsta o log
MC, la tasa de traslocacion de NI'-xl3 ¢s mayor, entonces necesariamen(e oxiaioe
una respuesta para inhibir la actividad de Ik3 cuando las células son estimuladas
con MC 6 un mecanismo que vuelve a las IkBs menos susceptibles a la
oalorilacion por [KKs. Probablemente esle mecanismo exista al nivel de la
iranscripeion de k3 de novo, por que la re-aparicion de la isolorma o, no se
nbscerva al cabo de 60 min de estimulacion con MC. En células de la glia por
cjemplo, se ha reportado que la respuesta sostenida de NiF-«B inducida por 1L 15

esta relacionada con-la lenta cinética de re-aparicion de la isoforma Txl3-f§ (172)
1980 no es ¢l fnico mediador de i respuesta Doilsumme o

Il incremento local de TNIF-a produce los sintomas clasicos de inflamacion:
cargjecimiento, calor, dolor y aumento local de volumen. Bl incremento sisiémico
de TNIC-a esta asociado a dafio tisular, reduccion del indice cardiaco, trombosis
microvascular y sindrome de debilidad capilar. El TNF-q¢ ademasg liene la
capacidad de amplificar y prolongar la respucsta inflamatoria mediada por otros
lactores como 1L-1f y HMGBI1 o de mediadores como ecosanoides, NO y ROS (2 Jh

217).



lin este trabajo se ha cxplorado la participacion de TNI-a sobre la
activacion endotelial, no como molécula aislada, sino como parte de una compleja
retd de interacciones dentro de lo que lamamos contexto. Hemos concluido que, si
bicn tanto el TN como la1l-1f son Tundamentales para inducir traslocacion de
Ni%«l3 y aumenio on la capacidad de adhesion, son co-secrcladas con ellas uno o
mas principios activos, que son capaces de duplicar la actividad que esias
Clioeinag presenian,
Pese a guo duranie muchos atios se considert al TN a coune ¢l elemenio
s de la inllamacion, es cada vez mias aceptado que la interaccion de (odos
Los fmetores s de suma importancia para la completa expresion de |5 respucsia
YTialoria,
Asi, aunqgue todo el meecanismo de inflamacion (respuesta inmune mrata,
cpsis, falla multiorganica) csta tradicionalmente asociado o TNIS-a, el contexto
de modular de manera importante la actividad de éaie. Si bien el fradamicnio
choque septico, de la artritis reumatoide, de la enfermedad de Crohn y de
Jras onlermedades  inflamatorias  incluye la  ulilizacion  de  anticuerpos
ralizanies contra TNI-a, debiera tomarse en cuenla la participacion de otros
actores, Laoutilizacion de terapias, inhibidores, anticuerpos neutralizantes,
ilidares de sintesis enfocados a reducir la actividad de TNI-«, ha demostrado

o lener resultados contundentes en la clinica.
Whodelas n vitro Vs. modelos (n vivo

Muchos de los fenémenos biologicos que son observados, por cjemplo en la
chinica, no se comportan igual cuando se estudian en modelos in witro. Vor
supuesto que los modelos in vitro, no puceden mimetizar compleiamente (odas lag
varinbles  involucradas cn un  fenoémeno  fisiologico, sin embargo, puceden
nroporcionar acercamientos utiles (74, 218). Ifarmacologicamenie por gjemplo, las
dosis a Ins que los factores recombinantes lienen clfecto, es muy disiinta in vive
gque in vitro, donde en ocasiones son de un orden de magnitud mayores. No existe
cndotoxina en las bacterias gram-positivas, pero su pared celular contiene

neptidoglicano y acido lipoteitdico, pueden también activar receptores Toll-like (en
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particular TRL2), sin embargo, los datos sobre su actividad inmune son incicrtos
ya que no existen evidencias clinicas que correlacionen las concentraciones en las
que estan presentes en sangre corresponda a aquellas que se han utilizado cn
lodos los estudios in vitro. (90, 219)

Por otro lado, los modeclos animales que se ulilizan no reflejan ni la
sccuencia molecular que se observa in vitro, ni la sccuencia clinica y celular que
desarrollan los pacientes. Los blancos clinicos, es decir, las moléculas contra las
que se dirigen los farmacos tienen que estar asociadas a [enomenos tardios. De
otra mancra es dificil acertar el momento en ¢l que resulta relevante intervenirlos.
& sepsis s¢ presenta en cstadios tardios de la infeccion y de la respuesia
inflamatoria (220).

La alta complgjidad y la intrincada regulacion de la red de faciores
involucrados en ¢l fendémeno inflamatorio, hace imposible predecir  las

consccucncias de bloquear o inhibir una sola de las vias participanics

Consecuencias i vivo de la amplificacién del [fendmeno
haflamatorio,

Ivs imposible sobrevivir sin vigilancia contra ataque y elementos extranos.
la inmunidad innata continuamente protege al organismo de la presencia de
invasiones y, cuando localiza un atacante monta, inmediatamenie una respuesta
inflamatoria discreta y localizada. La magnitud depende del estimulo antigénico
que la dispara, wuna exacerbada activacion celular puede  resultar
contraproducente para ¢l organismo que se esta tratando de resguardar. Los datos
que hemos presentado  sugieren que los procesos celulares  inducidos por
cstimulos inflamatorios, pueden presentar lenomenos de sohre activacion con
respecto a las saturaciones que presentan in vitro con factores recombinantes.

lixisten numerosas patologias en las que la sobre-expresion de la respuesia
inflamatoria resulta en deterioro. Una de las mejor caracterizadas es el chogue
seplico. La patogénesis de la sepsis es sumamente compleja. Lo que resulls
reconocible es la secuencia de eventos que clinicamente han sido caracierizados @
detalle. La sepsis progresa en el organismo a lo largo de un continuoe, a partir de

un foco localizado de infecciéon. Una infeccion crecida puede evolucionar a un
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estado de sepsis, sepsis severa (sepsis con hipotension) o convertirse en choque
séptico (sepsis severa con hipotension grave, perfuncion sanguinea disminuida y
cventos tromboticos) (221). La falla meltiorganica constituye en realidad la causa
de muerte de los pacientes con choque séptico (181, 222), Es la respuesta inmunc
s causa de la muerte de los pacientes en chogue y no la infeccién en i, Para su
iratamiento se  han  intentado terapias noufralizantes confra ¢l TN,
(bnticuerpos, receotores  solubles, inhibidores), inhibidores de  endoioxina
(polimixina B, péplidos antagonistas) todos cllos sin ¢l é&xito clinico esperado. En
ns whibnos anos sc han utilizado farmacos inhibidores de la activacion de NIv-«B,
turnhizn sin resultados contundentes (223, 224). La administracion de
nibioiicos para conlrolar ¢l foco infeccioso puede resultar contraproducente ya
e ocasiones hromueve la lisis de  microorganismos y por lo tanfto  un
wmenio on los niveles de endotoxina circulante (225). I6n general, administrado
Hviduohmente ningan farmaco tiene efectos determinantes, lo gue habln de la
piscdad gque ol fendmeno presenta in vivo. La scouencia de  fratamicntos
wcomendada clinicamente consiste en aplicar en el siguicnle orden agenics
o bidticns v estimuladores del sistema inmune, inhibidores de 1.1'S, inhil:idores
e rocuagulacion, antioxidantes, antagonistas e cifocinas y citocinas anti-
infamatorias (84). En ocasiones el efecto combinado de todos estos agentes puede
umeniar las oportunidades de sobrevivencia. No existe entonces un blanco
rragico, v de cualquier forma éste solo tendria sentido si e€s posible monitorear

fog s eventos y medirlos con un adecuado nivel de sensibilidad.

va qgue el endotelio vascular juega un papel primordial, sobre todo durante
v oprimera clapa de los padecimientos inllamatorios, resulta  propio fomar en
cucnia cstudios en los que la aproximacion [isiologica se combine con un modelo
vitro que permita mediciones moleculares y bioquimicas. Si bicn no podemos
decir que la respuesta que observamos en este trabajo esta en efecto exacerbada
con orespecto a la respucesta in vivo, sio sabemos que existen condiciones donde
puede medirse una mayor expresion de la descrita en la literatura. Aungue no
sabemos su - significado fisiologico, esto sugiere una gran complejidad en la
nteraccion de los factores que participan y la necesidad de explorarla con mas
suidacao.
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Tabla 1

Productos secretados por fagocitos mononucleares

Citocinas y hormonas
polipeptidicas
Interleucina 1 fy a
Factor de Necrosis
Tumoral-a

Interferon-o

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas
Factor de crecimiento de
Fibroblastos

Factor activador de
Fibroblastos

Fractor trasnformante-f
Timosina

Eritorpoietina

Factor estimulante de de
granulocitos y macrofagos
Factor estimulante de
colonias de granulocitos
Factor potenciador de
colonias eritorides

Factor inductor de
monocitopoiesis
b-endorfina

hormona
adoenocorticotropica

Inhibidores
enzimaticos y de
citocinas

[nhibidores de proteasas:
«2-macroglobulina. A-1-
antproteasa, inhibidores
de colagenazas, inhibidores
de plasmina

[nhibidores de fosfolipasas:
lipomodulina, inhibidores
de IL-1

Proteinas de matriz
extracelular y de
adhesion
Fibronectina

Proteina unidora de
gelatina de 95 kD
Trombospondina

Proteoglicano de condotroin

sulfato

Factor de crecimiento de
palsmacitoma

Factor activador de
neutrofilos

Componentes del
complemento

De la via clasica: Cl, C3,
CS, C4

De la via no-clasica: factor
B, factorD, properdina
Inhibidores: inactivador de
C3p, B-1H

Fragnmentos acuvos
generados por proteasas
secretadas por macrofagos

Factores de
coagulacion

Via intrinseca: [X, X, V,
protrombina

Via extrinseca: VII
Actividades de
superficie:

Factor tisular,
protrombinasa

Otras proteinas de union
Para metales: trasnferrina,
isoferritinas acidicas,
transcoblamina [l

Para lipidos:apolipoproteina
E, proteina trasnferidora de
lipidos

Para biotina: Avidina

Oligopeptidos
bioactivos
Glutation

Lipidos Bioactivos
Productos de la
ciclooxigenasa:
proteglandina E2,
protstaglandina F2a,
prostaciclina, tromboxano
Productos de lipoxigenasas:
acido
monohidroxiecosatetraenoi
co, leukotrienos B4, C, D, E

Actividad protrombolitica:
activador de plasminogeno
Actividad antritrombolitica:
Inhibidor del activador de
plasminogeno, inhibidores
de plasmina

Otras enzimas

Proteasas neutrales:
Activador de plasminogeno,
elastasa, colagenazas,
convertasa de
anglotensinogeno

Lipasas: lipoproteina
lipasa, fosfolipasa A2
Glucosaminidasas: lisosima
Hidrolasas lisosomales
acidas:

Proteasas, lipasas, DNA y
RNAsas, fosfatasas,
glicosidasa, sulfatasas
Desaminasas: arginasas

Hormonas esteroles
Dihidroxivitamina D3

Productos de purina y
pirimidina:

Tymidina, uracilo, acido
urico, deoxicitidina,
neopterina,

Intermediarios
reactivos de oxigeno
Superoxido, peroxido de
hidrogeno, radical hidroxilo

Intermediarios
reactrivos de
nitrégeno:
Nitritos, nitratos
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Abstract

Pathogenesis of the development of sepsis is highly
complex and has been the object of study for many
years. The inflammatory phenomena underlying septic
shock are described in this review, as well as the
enzymes and genes involved in the cellular activation
that precedes this condition. the most important
molecular aspects are discussed, ranging from the
cytokines involved and their respective transduction
pathways to the cellular mechanisms related to
accelerated catabolism and multi-organic failure.

Key words
Septic shock, SIRS, inflammatory-cytokines, Toll
receptors, NF-xB

INTRODUCTION

In the last decade, biomedical research has contributed
to a better understanding of the mechanisms of sepsis
pathogenesis (the how), but has not clarified the
reasons for these syndromes to occur (the why), nor
the reasons that account for the diverse temporality of
inflammatory phenomena and their clinical expressions.
In this regard, possible explanations converge in a
peculiar response of the host immune system. The
understanding of how the immune system discriminates
between self and non-self, thus inhibiting autoimmune
responses while allowing the host to react against
infective agents is a key issue in immunology (1). The
purpose of this review is to assess some molecular
aspects involved in the switching on and subsequent
pathogenesis of septic shock.

Septic shock and other notions

Sepsis connotes a clinical syndrome that may occur in
any age group, in very different patient populations, and
in response to a multitude of microbial pathogens
present in multiple sites within the human body. A
concerted effort has been made to standardize
definiions of sepsis by gathering international
committees and consensual opinions from panels of
experts in sepsis research. While consensus definitions
of sepsis have proven to be of value, alike continues to
be problematic.

Infection is defined as a pathologic process caused by
the invasion of normally sterile tissue or fluid or body
cavity by pathogenic or potentially pathogenic

microorganisms (2). Approximately 30 million annual
deaths occur worldwide due to severe infections. Most are
related to events associated with systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) that can lead
to septic shock (3). SIRS can be triggered by a variety of
infectious and non-infectious conditions. Sepsis resuits
from the evolution of infection as a continuum from a
single source in the organism. It is a clinical disorder
defined by the presence of both infection and systemic
inflammation (2). Deficiently treated infection may evolve
into bacteremia (bacterial activity in the blood stream)
and septic syndrome (defined as severe infection and
SIRS), severe sepsis (sepsis with hypotension) and
septic shock (severe sepsis with severe and irreversible
hypotension, reduced perfusion and thrombosis events),
Septic shock in adults refers to a state of acute
circulatory failure characterized by persistent arterial
hypotension unexplained by another cause (2)

Pathogenesis of sepsis is highly complex and has been
the ground for research lines of groups worldwide. Signs
of systemic can manifest in the absence of infection in
patients with burns, pancreatitis and other disease states.
Some other biochemical criteria should be considered to
limit SIRS definition, like the presence of inflammation
when circulating concentrations of IL-6, procalcitonin or
C-reactive protein are increased (2)

About 40 % of patients with sepsis evolve to the shock
condition. Approximately 150,000 people die annually in
Europe and more than 200,000 die annually in the US
from severe sepsis. In intensive care units the general
mortality as a result of septic shock is 60 %, and it is
higher when only patients older than 65 years are
considered. Sepsis represents 10 % of total deaths
registered in the world. In Latin America, documented
child mortality due to sepsis is 17 % (3). Even though in
Mexico the statistics are scarce, recent surveys show
alarming numbers. A study performed in patients
admitted in a general hospital showed 17.6% bacteremic
episodes, in which the most prevalent agents were
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter and
Salmonella (4). Other study detected episodes of
bacteremia in 15.5% of newborn admissions. Overall
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mortality was 34%, but sepsis-related mortality was
13%. The incidence of sepsis in intrahospitalary
population was 11% in ICU, with a 47% mortality (5)

Recently a new conceptual framework for
understanding sepsis has been developed, called the
PIRO concept (predisposition, infection, response and
organ dysfunction) PIRO stratifies patients on the basis
of their predisposing conditions, the nature and
magnitude of the host response, and the degree of
concomitant organ dysfunction (2). Multiple organ
dysfunction syndrome (MODS) consists of
generalized metabolic failure. Associated to this
generalized deterioration, an increase in the basal
metabolic rate occurs, with and alterations in metabolic
nomeostasis that direct to a rapid decrement in the
corporal mass.

Sequence of events in sepsis

Sepsis initiates when a high dose of bacterial antigens
enter in contact with tne bloodstream, which happens
when the microbial population derived from 2 severe
infection exceeds a threshold. This Initiates the early
signaling events leading to the deleterious inflammatory
respensa. The immune system recognizes extracellular
molecules  from  microorganisms. The  best-
characterized bacterial-derived antigen is endotoxin or
bacterial lipopolysaccharide (LPS). The presence of
endotoxin in the blood is known as endotoxemia. LPS is
a molecule derived from the outer membrane of gram-
negative bacteria, such as Escherichia coli and
Salmenella thyphimunum (Fig. 1), and it is the best-
characterized bacterial antigen in  immunology.
Howeaver other molecules, such as the lipoteichoic acid
(LTA) present in the cell wall of gram-positive bacteria,
or ergosterols derived from the cell wall of fungi, are
also capable of activating the immune system.
Additionally, cases of sepsis are clinically dissimilar
depending on the bacterial stimulus that triggers the
phenomencn. These differences can be found
especially between sepsis associated with gram-
positive and sepsis associated with gram-negative
bacteria (6) Incidence of sepsis due to gram-positive
bacteria increased from 10 % in the 1960s and 1970s,
to 30 % in the subsequent years (3).

The next step in the sequence of phenomena that leads
to sepsis is the recognition of bacterial antigens by the
immune system. The concentration of circulating
antigens required for an important activation of the
monocyte/macrophage (Mo/M¢$) system, depends on
the infection type, magnitude, and location.

Once activated Mo/M¢ produce and secrete a variety of
soluble factors that in turn, activate other cell types.
The best-characterized factors are peptide hormones
with pro-inflammatory activity, inflammatory cytokines:
Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin 1-beta
(IL-1 B) and interleukin-6 (IL-6). These cytokines,
direcly or indirectly, cause a series of alterations at a
cellular level, first in the vascular and immune systems,
and then in the remaining tissues (7).

CD4+ T cells (Tc) present in lymphoid organs also
recognize bacterial antigens processed by antigen-
presenting cells. As a response, they expand

(proliferate) and differentiate. The cytokine production
pattern is essentially pro-inflammatory in the first phases
of infection, which in CD4+ T cells (CD4+ Tc) induces an
effector response also called Thi, after they migrate to
the periphery to meet the antigen (7). T lymphocytes also
secrete cytokines that activate the M$ (IFN-y, IL-12), thus
promoting inflammation (8). Factors determining the type
of response of CD4+ Tc are unknown, but this may be
influenced by the type of pathogen, the size of the
bacterial or infective inoculums and the infection site (9)

ACTIVATION OF MACROPHAGES

Macrophages (M) play an important role in the
inflammatory and immune response of an individual
against foreign organisms and in the reaction to
autologous and zxternal material (10). in the immune
response, M¢ identify, process, and present antigens to
the CD4+ Tc, which also secrete inflammatory cytokines,
and participate as effector cells against microorganisms
and tumor cells.

Macrophnages are partcularly important against infection
because they can rapidly phagocyte any foreign slement
and furthermore entire microorganisms (11). These cells
present highly active absorbent endocytosis, and express
a large variety of membrane molecules that promote
cellular internalization of foreign elements covered by
antibodies. Some molecules that participate in
recognition and phagocytosis also trigger transduction
cascades, which results in the expression of genes, 2.9.
inflammatory cytokines (11). The production of IL1-} and
TNF-a by human monocytes is directly related to the
binding of Fc-v receptors to their ligand (12).

M¢ also exhibit highly glycosylated proteins on their
surface, which specifically recognize bacterial antigens.
The type 1 mannose receptor recognizes membrane
molecules of bactera and fungi and mediate
phagocytosis of yeasts and other microorganisms (13).
An important membrane protein expressed by M¢ is
CD14 (see below), a glycoprotein of 55 kDa bound to the
membrane by a phosphatidyl inositol anchor (14). CD14
is a molecule widely distributed in different cell types of
the immune system (15).

Events triggered by LPS

There are more than 2 x 10° LPS molecules in a
bacterium wall. Approximately 25 % of the fatty acid
chains of the whole bacterial membraned are structurally
associated with this molecule (16). The primary antigenic
structure of LPS is its most conserved portion: lipid A

(Fig.1)

In the bloodstream, endotoxin is captured by LPS
binding protein (LBP), a glycoprotein of 60 kDa that
carries and facilitates the binding of LPS to their
receptors. LBP is synthesized in the liver as an acute
phase protein. The binding of LPS to LBP increases its
activity almost one thousand times (17).
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Figure 1.- Bacterial lipopolisacharide (LPS) structure and its
localization in the bacterial external membrane.

For many years it was supposed that CD14 was the
direct receptor of LPS; however, several studies have
revealed that LPS binding to the cell surface, in
absence of CD14, was enough to activate cells in
culture (18)

Toll-like receptors

Recently, surface molecules responsible for direct
recognition of a large variety of bacterial antigens
(including endotoxin) were identified: the Toll-like
receptors (TLR). The Toll receptor is a molecule
associated to differentiation and defense mechanisms
characterized in Drosophila. The mammalian toll-like
family of proteins exhibits a high homology with Toll in
the Toll signaling domain. Therefore the TLRs belong
to a super family of receptors, as aligned at this
domain. TLR are homologues to the IL-1p receptor
family (19). Toll-like receptors have been the focus of
attention of biochemical and cell research during the
past 10 years because they constitute the missing link
in the transduction system activated by endotoxin in
mammalian cells (20).

The Toll domain is a protein-protein interaction domain
that supports signal transduction. The IL-1p receptor
(IL-1R) also has a Toll domain, and was initially
considered a member of the TLR group. In wvitro
experiments suggest that fransduction pathways
activated by LPS and IL-1p are very close (21) (22),
because some of their components can be
exchangeable in complementation experiments, i.e.
several proteins associated with the IL-p receptor
(TRAFSB, IRAK) can be replaced with TLR associated
proteins (23)

The molecule that specifically recognizes LPS is TLR4.
It was the first member of the TLR family identified and
was cloned from the /ps locus. Since the 1970s it was
known that homozygous mutations in this locus confer
resistance to endotoxin. TLR2 is another member that
recognizes non-classical bacterial antigens, such as
LTA and peptidoglycan present in gram-negative and
gram-positive bacteria. It is the mediator of the
response to lipoproteins derived fram Mycobacterium

tuberculosis, Borrelia burgdorfei, Treponema pallidium and
Mycoplasma fermentans (24, 25), and LPS derived from
Leptospira interrogans (26). Its specificity is defined by
the ability to form heterodimers with other members of
the Toll family such as TLR6, TLR1 or TLRX,

Another receptor that participates in the recognition of
pathogenic agents is TLR9, which binds to bacterial DNA
(27) and is expressed in large quantities in the spleen. It
is currently unknown whether naked DNA can bind
directly to TLRSY, but the non-methylated CpG
dinucleotide is used as ligand for in witro studies (28).
M¢ from TLRS-deficient knockout mice lose the ability to
produce inflammatory cytokines when stimulated with
CpG and, more important, these animals do not
developseptic shock after a significant inoculum of CpG.
TLRY are fitted to the MyD88 adapter protein and to NF-
kB (nuclear factor kappa B) pathway, and induce the
production of IL-12 in monocytes and dendritic cells (29).
It has been proposed that TLRS is involved in intracellular
pathogen recognition as a receptor inserted in
intracellular vesicle membranes (30).

Ten different mammalian TLRs have been described.
TLR1 and TLR6 do not signal as separate entities but act
in cooperation with TLR2. TLR3, TLRS and TLR9 exhibit
the narrowest ligand specificity, and neo natural ligand has
been described yet for TLR7 (Fig. 2). No function is yet
known for TLR8 and TLR10 either.

Activation mediated by other bacterial
antigens

Once recognized by the M4, antigens of infectious agents
represent the most important source of inflammatory and
immune activation that result in septic shock. Most of the
literature is focused on LPS. However, there are
numerous other antigenic molecules involved in bacterial
antigen recognition by the M¢.

Antigens of Staphylococcus aureus (protein A and
muramic acid) are capable of activating monocytes in
culture and of stimulating the production of large
quantities of IL-1p, IL-6, IFN-y and TNF-a (8). The main
antigens derived from gram-positive microorganisms, are
LTA and peptidoglycan. A natural product of the
peptidoglycan structure, with more activity than
peptidoglycan itself, and actually constituting its antigenic
portion is fragment N-acetylglucosaminyl-1,6-anhydro-
N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-m-
diaminopimelyl-D-alanine (G(Anh)MTetra). This fragment
seems to function as amplifier of the LTA-induced
response, with a less conserved structure (31).
G(Anh)MTetra also induces the synthesis of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1pand IL-6, in
cultured human monocytes through a pathway which is
sensitive to tyrosine protein kinase inhibitors (H7) and is
LPS dependent (32).

Transduction pathway coupled to Toll-like
receptors
The schematic representation of the response to LPS

describes a picture in which LBP is the carrier molecule,
CD14 is the membrane protein that recognizes the
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years (48) (49, 50).

The importance of NF-xB in the development of septic
shock became evident in experimental procedures in
animals and in vitro studies demonstrating that different
inhibitors of its activity interrupt the event sequence that
trigger sepsis. For example, the administration of the
antioxidant agent pyrridoline dithiocarbamate (POTC)
protects mice against the administration of a lethal dose
of LPS without affecting the production of IL-1[ or IL-6,
or the infiltration of lymphocytes in tissues. Other in vivo
studies revealed that PDTC inhibits the expression of
genes of pro-inflammatory proteins (TNF-u, COX-2,
ICAM-1) by directly affecting the transiocation of NF-xB
to the cell nucleus (51).

Experimental animal protocols have also revealed that
innate response to septic shock is related to the
function of members of the NF-xB family. For example,
transgenic mice with increased production of subunit
p50 of NF-xB, whose heterodimer suppresses
transcription, present a phenotype of tolerance 10 LPS.
Apparently, tolerance is associated with low TNF-a
production in response to endotoxin and a slight
activation of the vascular endothelium (52). Another
experimental evidence is the resistance to septic shock
after inoculation with LPS in mice with a mutation of the
gene for the snzyme poly(ADP-ribose) polymerase-1
(PARP), which confers deficiency in NF-xB
translocation (53).

It 1s Interasting that LPS alone induces translocation of
NF-xB and the subsequent endothelial activation in an
equivalent form to activation mediated by inflammatory
cytokines. LPS-mediated activation of monocytes and
Mo results in the secretion of inflammatory cytokines
that activate the endothelial system. The endothelium is
thus the target tissue of both the primary effector (LPS)
and its by-products. In this context, it is possible then
that the intensely exacerbated and generalized
response of the endothelial system results from the
exposure to redundant signals during early events of
endotoxemia and septicemia.

In consequence, the importance of NF-kB as
therapeutic target has increased with the development
of new non-steroid anti-inflammatory drugs, many of
which haveability of regulatingwith NF-xB as a main
effect. In particular, substances such as sulfasalazine,
acetylsalicylic acid and leflunomide, inhibit the
translocation of NF-xB to the nucleus both in vivo and in
vitro. Some of these drugs, however, require high
concentration to achieve efficient inhibition of the
transcription factor (54).

Secretion of proinflammatory products

Once activated, M$ are the fundamental secretory cells
of the immune system. More than one hundred Mé
products with very diverse molecular weights, ranging
from 32 Da (superoxide anion) to 440,000 Da
(fibronectin), have been identified (55). Among the most
studied M¢$ products are pro-inflammatory cytokines:
TNF-u, IL-1B and IL-6.

Figure 3.-The transduction pathways activated by LPS. Canonic
Myd88-dependent -pathwayy

TNF-a was purified from conditioned media of the murine
Mo cell line RAW 2647, searching for the protein
mediator of the cachexia that characterizes chronic
diseases and tumor hemorrhagic necrosis (56) (57). It
nas been demonstrated that TNF- constitutes roughly 1
% of the protein products secreted by RAW cells
activated with endotoxin (58).

IL-1B was also purified from products secreted by
monocytes cultured with LPS. IL-1 release, a tightly
controlled process, requires induced synthesis of a 269
aa precursor (pro-IL-1B), and a second stimulus that
initiates cleavage and secretion of the 153 aa mature
farm (32)

IL-6 was initially purified from soluble products of cells
immortalized with the Epstein-Barr virus and then
identified in the secretion products of activated
monacytes (59).

Interleukin-12 is another product of M¢ that is important
in sepsis pathogenesis. The main targets of |L-12 are the
NK (natural killer) and T cells, which respond with the
secretion of IFN-y and thus activate the My and induce
the secretion of pro-inflammatory cytokines. In
consequence, |L-12 participates in the amplification of the
inflammatory and immune response, essential in the
development of septic shock and multiple organ failure
(80).

Also, the intermediary metabolites of the arachidonic acid
pathway constitute an important product of the oxidative
metabolism of M¢. Leukotrienes, thromboxanes,
prostaglandins and prostacyclines play an significant
role in the regulation of vascular tone, inflammation, and
reduction of systemic vascular resistance, characteristic
of the early (hyperdynamic) phase of septic shock (61). A
number of in witro studies on the secretion of
prostaglandin 2E (PGE2) and the participation of the
enzyme cyclooxygenase-2 (COX-2) in PGE2 synthesis
have been reported. LPS is capable of synergistically
inducing the expression of pro-inflammatory cytokines in
M¢ that have been previously treated with PGE2, and pro-
inflammatory cytokines may also induce the release of
PGE2 (62).

M¢ produces other protein mediators, such as interferons,
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), IL-18,
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Figure 4.-The complex NF-«B transcription factor regulation. The
three major receptor-associated-pathways are shown.® NF-xB
nuclear translocation depends on the degradation of its inhibitor
(1B} .

plasminogen activator, tissue factor (TF) platelet
activating factor (PAF), IL-8, MIP-1 alpha, MIP-1 beta,
and many others (63). Biological functions of these
cytokines and chemokines are multiple, redundant and
interactive (64). These multiple biological functions and
interactions  (pleiotropic  functions), suggest the
participation of various cell types mediated by a
considerably complex network of regulations. The large
variety of products secreted by the M¢ acts on different
cell populations inside and outside the vascular system
and regulates, at various levels, the sequence of events
that define sepsis.

ACTIVATION OF DIFFERENT CELL

POPULATIONS IN SEPSIS

Activation of vascular endothelium

The endothelial system is the interface between the
bloodstream and the tissues and represents a non-
thrombogenic and anticoagulant barrier for blood flow.
Consequently, it is the primary target of nearly every
product secreted by circulating cells (65). The activation
of the endothelial system is a semi-differentiated
condition that occurs as part of the inflammatory and
pro-coagulant response. It is characterized by adhesion,
diapedesis and cell infiltration (66). It is accompanied
by biochemical and structural alterations that initiate
with the expression of a large amount of genes,
particularly those that code for adhesion molecules.
These molecules are essential for edema formation and
the massive cell infiltration observed in septic shock.
They promote the recruitment and of lymphocytes,
neutrophils, monocytes and other cells observed in
large areas of the microvasculature (67). An Interesting
in vitro observation has been the sequential expression
of adhesion molecules in the endothelium (68): the first
molecule to be exposed at the cell surface is E-
selectin, which predominantly binds to neutrophils,
followed by ICAM-1, which binds to monocytes, and,
finally VCAM-1, which participates in the adhesion to T
cells. The NF-xB-dependent expression of the adhesion

molecules during the endothelial activation has been
extensively studied (69) Some in vitro studies in which
protein kinase inhibitors and NF-kB inhibitors were used
revealed that the expression of adhesion molecules is
inhibited by blocking the signal transduction pathway
activated by TNF-a. However, clinical trials with
neutralizing antibodies against adhesion molecules (E-
selectin and P-selectin) designed to reduce the damage
produced by LPS have not been successful (70).

Endothelial activation has essential effects on thrombin
formation by pathways independent of adhesion
molecules. The endothelial cell synthesizes and secretes
coagulation cascade factors, particularly factor V (71),
factors Xa and Xia. It also secretes the binding molecules
for factors IX, Xa and Vllla, which facilitate the formation
of the prothrombinase complex (factor Xa, Va,
prothrombin). It additionally produces the plasminogen
activator inhibitor (PAI-1), essential in the inhibition of
fibrinolysis and thrombus dissolution processes.

The endothelium also secrstes inflammatory cytokines
that amplify the inflammatory response at a cellular level.
For example, it has been shown that these cells when
activated by inflammatory cytokines produce TNF-a, IL-
18 and IL-1 as part of a mechanism of autocrine
regulation. The production of IL-6 is particularly important
in the endothelium because it amplifies intracellular
signals received from the outside (72) That is to say, the
endothelium, as syncytium, extends the inflammatory
signals along the broad regions of the blood vessels, a
transcendent phenomenon that could explain the
generalized expression of sepsis. Moreover, it has been
described that the endothelial cell, when stimulated by
LPS, secretes neutrophil-activating factors such as
chemokine alpha, IL-8, and other factors with different
cellular targets (73).

Induction of acute phase proteins in the liver

The global response of the body to microbial agents
includes the expression of acute phase proteins. Most
circulating acute phase proteins are secreted in the liver
in response to the |L-8 produced by liver-resident
macrophages (Kupffer cells). The result is a significant
increase of circulating fibrinogen, decrease in production
of albumin and proteins of the enzymatic complex
cytochrome P450, and increase in concentration of serum
amyloid, fibrinogen, metallothioneine-1,
antichymotrypsin, [-2-macroglobulin, haptoglobin,
hemopexin and other proteins involved in transportation,
coagulation system and tissue remodeling processes
(74).

In addition, there are other hepatic effects: an increase in
the expression of LOL receptor, resulting in a reduction of
circulating cholesterol and fatty acids. Serum amyloid A
replaces apolipoprotein A, a component of the high
density lipoprotein particles (75), which produces a
change in the destination affinity of these carrier
molecules, biased towards activated macrophages, which
may use these particles as a preferential source of energy
(186).
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Damage and infiltration in epithelia

Gram-negative bacteria may directly invade and
destroy epithelia that are in contact with the exterior, but
the soluble mediators produced as a result of the
infection may also affect them. Recently, it was
observed that invaded epithelia also produce
inflammatory molecules. In fact, LPS can stimulate the
production of PGE2 in many cellular types. The
production of epithelial PGE2 stimulates the expression
of CD14 receptor in macrophages, and the epithelium
invasion amplifies the ability of the immune system to
respond. This effect of PGE2 has also been observed in
spieen, kidney and liver (13).

Bacterial adhesion to epithelia contrioutes to damage
and abscess formation. The primary binding of bacteria
to spithelia near the infection site is facilitated by the
TNF-e-mediated expression of ICAM-1. Also, this
increases the recruitment of Iymphocytes and
polymarphenuclear csils facilitating the formation of
lesions. During infecuan, epithelia produce chemokines
and adhesion melecules tnat facilitate  cellular
infiltration. The in wivo administration of neutralizing
antibodies against IL-1 or TNF-a may reduce the
damage in intra—abdominal sepsis protocols (76) In vivo
studies have demonstrated that |L-1 receptor knockouts
prasent higher epithelial integrity in lung, as well as a
lower neutrophil infiltration after the inoculation with
andotoxin (77).

The deep epithelial damage that is occasionally
observed during septic shock is also produced by the
induction of apoptotic cell death (see definition below)
mediated by inflammatory cytokines. For example, it
has been observed that apoptotic death in lung
epithelium cells is related to high levels of circulating
TNF-x, where it triggers a transduction cascade
activating a program of cell death mediated by caspase
proteins (78). Inflammatory cytokines are also capable
of inducing in vitro death by necrosis and apoptosis in
kidney spithelium. The stimulation with TNF-a, IFN-y or
IL-1p induces apoptosis and DNA fragmentation in cell
cultures derived from proximal tubule epithelium of
human kidney (79).

Fever induction

The molecular mechanisms that underlie its induction
have not been completely elucidated. Inflammatory
cytokines TNF-u, IL-13, and IL-6 constitute pyrogenic
messages recognized by the central nervous system
(CNS) (80). The brain region that regulates body
temperature s the preoptic area in the anteror
hypothalamic region. The molecular mechanisms of
these signal transductions in the CNS are still unknown
(81). Even though it is not well known how much of
these mediators pass through the blood-brain barrier,
three other possibilities of inflammatory signal
recognition by the central nervous system have been
demonstrated (82, 83). There is active cytokine
transport from the vasculature to the nervous tissue
tissues around the brain ventricles(84), as well as a
neural pathway constituted by vagal afferents, clearly
involved in fever induction (83). Moreover, the
production of signals by endothelial cells in the cerebral

microvasculature  (perivascular microglia) or by
meningeal macrophages capable of secreting TNF-a and
IL1-p has been reported (83, 85). The involvement of
endothelial signal transduction in the CNS in fever
induction by circulating inflammatory cytokines has also
been established (85).

Activation of T lymphocytes

When ‘stimulated by bacterial antigens, CD4+ T cells
differentiate into suppressor cells, (i.e. cells responsible
for the inhibition of pro-inflammatory cytokine production)
they deactivate macrophages and hamper inflammation
and its deleterious consequences. This response is
regulated by the activation of CO4+ T lymphocytes, and
is therefore in charge of reguiating the damage produced
by inflammatory cytckines.

The activation of CD4+ T lymphocytes is essential during
the cascade of events of sepsis because it inhibits the
sacretion of pro-inflammatory cytokines by the
macrophages and deactivates them. The secretion of
anti-inflammatory cytokines (86), such as IL-10, IL-4,
TGF-f, IL-1RA (the antagonist of IL-1 receptors), IL-13,
and other cytokines, characterizes this suppressor
response also called Th2 type response (87). They
normally intervene after the secretion and function of pro-
inflammatory cytokines. Their effect is to block the
production and reduce local concentration of pro-
inflammatory cytokines (88). This phenomenon is
generally local and both types of cytokines are in
concentrations not detected in peripheral blood. Only if
the antigenic stimulus persists after a first local
production of inflammatory cytokines another induction
event may occur leading to a massive activation of
regional  endothellum, subsequently resulting in
generalizad endothelial activation (89), (Fig. 5). That is to
say, an inhibitory cascade follows the inflammatory
cascade activated after an invasive stimulus. These
inhibitory signals are part of a regulatory arrangement
that normally allows the immune system to decay after an
initial activation.

For this reason, an imbalance in the regulation of
inflammatory and anti-inflammatory cytokines may
account for the resistance or susceptibility of a particular
infective agent or, even more, the development of cellular
molecular events that are clinically expressed as the
generalized response inflammatory syndrome or its lethal
consequences: septic shock and multiple organ failure,

ACTIVATION OF
PROCESSES

THROMBOTIC

Adhesion, cellular infiltration and edema

Massive edema is a prevalent condition in sepsis. Its
formation is facilitated by cellular infiltration of
lymphocytes and neutrophils as a consequence of
chemotactic migrations. Cytokines with chemotactic
properties, collectively named chemokines and which
also participate in angiogenesis and tissue remodeling,
are mainly responsible for this phenomenon.

Chemokines are soluble proteins of low molecular weight
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that have a conserved cysteine domain, which is the
basis of their classification in alpha (C-X-C) and beta
(C-C) chemokines (90). The chemokines best-
characterized in acute and generalized inflammation are
IL-8, MIP-1a and MIP-1B, RANTES and MCP1-3 (91).
Chemokines interact with cell receptors that have a
structure of seven transmembrane domains associated
with G proteins and they activate transcription signals in
circulating cells (92).

In patients with sepsis, neutrophils predominantly
express CXCR1 receptor of alpha chemokines, in
comparison with other receptors such as CXCR2 and
ENA-78. The implications of this finding on cellular
infiltration in-sepsis have not been determined yet (90).
However, the capillary leak syndrome, an imbalance
in the cellular infiltration, is a frequent condition
associated with generalized edema observed in patients
with sepsis,

The endothelial cell has an important function in the
massive entry of fluids into the tissues. Differences in
the distribution of intracellular adhesion molecules
after exposure to LPS have been observed. That is, the
tight junctions between cells of the vascular tree
system suffer modifications as part of the
reorganization of occludins (components of the tight
junctions), connexins (gap junctions) and cadherins
(adherence junctions), and of cytoskeleton molecules.
This series of medifications facilitate diapedesis (93).
The reorganization of the endothelial cell structure also
facilitates the entry of fluid into the tissues (94).
Inflammation factors as TNF-o, IL-1, IFN-y, thrombin,
histamine, LPS, and PAF, also allow the entry of fluid,
cellular infiltration and the formation of generalized
edema observed in patients with septic shock (95).

Disseminated intravascular coagulation

The capillary congestion observed during septic shock
produced by the coagulation system does not depend
exclusively on the endothelial system. High
concentrations of prothrombin, thrombin-anti-thrombin
complex (96), plasminogen activator inhibitor, plasmin-
2-anti-plasmin  complex, and some markers of
endothelial activation as von Willebrand factor (65),
have been found in patients with sepsis. The presence
of these factors is reflected in the activation of the
coagulation cascade in various areas of the
microvascular system. Similarly, the hepatic production
of acute phase proteins contributes to the systemic
hypercoagulability (97).

One of the major regulatory mechanisms operating in
the blood coagulation cascade is the thrombomodulin-
protein C anticoagulant pathway. It consists of
thrombin, thrombomodulin, protein C (PC) and protein
S (PS), and is initiated when the circulating zymogen
PC is converted to activated PC (APC) by a thrombin-
thrombomodulin complex on the surface of endothelial
cells. The formed APC in the presence of its co-factor
PS, downregulates the coagulation cascade by
proteolytic inactivation of the procoagulant cofactors Va
and Vllla, and also enhances the fibrinolysis system by
inhibition of plasminogen activator inhibitor 1. PS
circulates in plasma in two forms in dynamic

pretein 5
bound

Figure 5.- Anti-coagulating pathway is inhibited during sepsis by
reduction of protein C activity and inhibition of protein S,

equilibrium. One is the free protein (approximately 40% of
total PS in normal plasma) which has the APC cofactor
activity. The other is reversibly complexed to C4b-binding
protein (C4bp), a regulatory component of the
complement system. When bound to C4bp, PS can no
longer function as a cofactor of APC. Since PS-Cdbp
complex formation is regulated by the law of mass action,
elevation of C4bp leads to reduced levels of free (active)
PS (Fig. 6). In comparison with antithrombin 1ll, heparin
cofactor Il contributes less to neutralization of thrombin
and has higher affinity to dermatan sulfate on the surface
of vascular smoaoth muscle cells (98, 99).

During sepsis, protein C activity is significantly reduced,
either by acute consumption or by thrombomodulin down-
regulation, and increased levels of plasma C4bBP inhibit
protein S.

VASCULAR TONE AND REDUCTION OF
BLOOD FLOW

Lost of systemic vascular resistance

Genes encoding the enzyme synthase of the nitric oxide
radical (NQ) are synthesized during endothelial activation
(100). Three types of nitric oxide synthase (NOS)
enzymes have been described: NOS1, expressed in
neural cells, NOS2 (inducible NOS) calmodulin-
dependent and expressed in macrophages, and NOS3,
expressed in the endothelium in response to inflammatory
cytckines (101). This latter enzyme catalyzes the
synthesis of citrulline and NO from L-arginine. Their
activity depends on various co-factors (FADH, NADH),
and has a heme group in the active site. Most
vasodilatation activity of the endothelium depends on its
function (102). NO production is mainly responsible for
the loss of systemic vascular resistance and the
subsequent relaxation of vascular system smooth
muscle, both of which characterize the early phases of
the septic shock. NO (formerly named endothelium-
derived relaxing factor) is a molecule with very short half-
life that by accumulation acquires the ability to diffuse
from the endothelium to the muscle cells. In these cells,
NO activates the soluble enzyme guanylate cyclase that
increases intracellular concentration of c¢cGMP and
activate the pathway of the kinases of the PKC family
(103).  Acetylcholine  muscarinic receptors and
bradikynine, dopamine and endothelin receptors may
participate in the increase in NO production (104).
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NO is a regulator of vascular tone homeostasis and its
production is finely regulated by both pathological and
physiological conditions. In fact, a number of
vasoactive substances promote its release in conditions
different to those of endotoxemia and sepsis, and
contribute in the participation of the NO in acute and
local or systemic and prolonged manifestations (105).

Based on the former concepts, the proposals to
intervene the effects of NO to generate beneficial effects
in different situations of human disease, including
septic shock can be understood. For instance,
andothelial NOS inhibitors may block some of the
cardiovascular effects of NO. In this respect, it has
been observed that some inhibitors, such as L-
canavaiin, partially protect against endothelial damage
and, in certain cases, increase vascular survival in
septic shock (106). NO synthesis inhibitors, such as L-
N-(G)-monomethylarginine, also affect endothelial
actvation directly in experimental systems with
2ndothelial cells without affecting NF-xB translocation;
however, these studies have revealed that IL-8
production decreases, which suggests that NO, in
addition to be produced by thez endothelial cell, is
directly involved in its homeostasis (107).

Another vascular tone regulator, prostaglandin E2, is an
intermediate of the arachidonic acid pathway. The
cyclooxygenase-2 enzyme, whose gene (COX-2) is
also transcribed during endothelial activation, is
involved in its synthesis. Along with the endothelium,
macrophages represent an important source of NO and
prostaglandins (108). Cyclooxygenases are rate-limiting
enzymeas that initiate the conversion of arachidenic acid
to prostanoids. It has been demonstrated that IFN-y
alone or in synergy with LPS or IL-I}, induces the
expression of the COX-2 gene in macrophages, which
resuits in increased levels of the enzyme and
prostaglandin 2E (109). Regulation of the COX-2
enzyme represents an important event during the
pathological issues or prostanoid-mediated
inflammation and during the hyperdynamic phase of the
septic shock.
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Figure 6.-Kinetics of cytokine production during the early sepsis
events. Two major cytokine peaks can be detected that correlate to
Th1 and Th2 phases respectively

Myocardial depression and  cardiac

biventricular dysfunction

Sepsis and septic shock are generally accompanied by
myocardial dysfunction. Currently, there are no reasons
to consider myocardial dysfunction as a pre-terminal or
terminal condition of sepsis. Evidenced by biventricular
dilatation and a fraction of reduced ejection, myocardial
dysfunction exists despite a hyperdynamic condition
dependent on the high input of fluids that persist in
patients with septic shock until death or recovery. In
survivers, cardiac function recovers in 7 to 10 days.
Cardiac dysfunction does not seem to be secondary to
myocardial hypoperfusion, but to circulating depressor
factors, primanly TNF-a and IL-1f, and at cellular level,
to nitric oxide-dependent and -independent mechanisms.

Experimental praotocols have revealed that TNF-« and IL-
I reduce contractility, alter Ca" homeostasis and
induce myocardiocyte death (110), These effects may
account for the myocardial dysfunction that characterizes
sepsis and septic shock, specifically for the severe
reduction of the ejection fraction of the left ventricle and
of subsequent myocardial dilatation.

Apoptosis or programmed cell death is a process
different to necrosis that requires a suicide program as a
response to certain specific stimuli (111). TNF-« induces
myocardial apoptosis, TNF-induced apoptosis of
myocardiocytes occurs by a TNFR1 receptor-dependent
mechanism The process is late in the course of cardiac
degeneration. Before apoptosis, two stages of contractile
dysfunction are identified: one is immediate and the other
is retarded and they are nitric oxide-dependent and
independent, respectively. In  wvitro studies have
demonstrated that in the early phase, TNF-w-induced
myocardial functional depression is mediated by the
increase in sphingosine concentration. This phospholipid,
involved in the transduction pathway activated by the
TNFR1 receptor, blocks the Ca++ release channels of the
sarcoplasmic reticulum producing contractile dysfunction
of the cardiac cell. All this happens a few minutes after
stimulation with TNF-a. The late phase apparently
depends on NO synthesis, by action of the INOS enzyme.
The enzyme expression temporarily correlates with
dysfunction and its inhibition increases the recovery or
prevents cardiac dysfunction produced by inflammatory
cytokines (IL-1 and TNF-c) (112).

Beside its effects on Ca"™ homeostasis in the heart, TNF-
o also produces myocardial dysfunction by inducing an
increase in oxidative stress, cytotoxicity and induction of
apoptosis in myocytes.

It is important to mention that the cells responsible for the
production of TNF-« that directly affects myocardial
functions are heart-resident M4 that have been activated
by endotoxin and myocardiocytes as response to a pro-
inflammatory cytokine stimulus (113).

METABOLIC ALTERATIONS

In the continuous course of sepsis to septic shock, a
series of severe alterations in the patient's energetic
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metabolism is observed (114). Sepsis is accompanied
by generalized weakness and anorexia. The input of
consumed net energy decreases and, paradoxically,
there is an increase in caloric output of 40 % to 90 % in
situations of no physical - activity (resting metabolic
output) depending on the type of infection present.
Usually, sepsis leads to a marked catabolic decrease of
body mass (115). . :

Hyperglycemia is observed during the first hours .of the
septic shock followed by severe hypoglycemia that lasts
for 24 to 48 hours or more. The early condition occurs
as the result of the circulating insulin concentration and
glucose intake; however, the severe hypoglycemia
observed subsequently does not depend on these
changes (116). Alterations. in protein metabolism also
occur, characterized by an increase "in nitrogen
excretion rate associated with muscle mass.

It is well known that there is an increase in glycolysis
and a decrease in gluconeogenesis during septic shock.
Inflammatory cytokines and endotoxin may directly. alter
the cell energetic intake (110). Studies with animals
have revealed that treatment with endotoxin reduces the
total activity of gluconeogeénic and glycolytic enzymes,
such as phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK),
in the liver in a relatively short time, for example, 4
hours (117).

Studies using muscle cell cultures have revealed that
TNF-oo directly increases the activity of glycolytic
enzymes, which then operate in irrelevant energetic
cycles that result in an elevated consumption of glucose
(84). That is, TNF-a activates various ATP direct
depletion mechanisms increasing the activity of the
enzymes phosphofructokinase (PFK) and fructose
bisphosphate phosphatase (FBP) and consuming
fructose 6-phosphate and fructose 1,6-disphosphate.
The result is a significant increase in cell energetic
output (118). Studies with animals revealed a reduction
in the activity of the mitochondrial respiratory chain
produced by a drop in the activity of respiratory
complexes | and Il, in ratios of 15 % to 120 % of
reduction in the various carriers and enzymes (119).

Hyperlactatemia is another metabolic condition
observed in the hypermetabolic state of septic shock.
The mechanism respaonsible for this alteration is the
elevated concentration of circulating lactic acid due to a
disregulation of the pyruvate dehydrogenase (PDH)
complex (120).

SHOCK AND DEATH

The body suffers a series of severe aggressions at
different levels during septic shock. Multiple organs
suffer  generalized inflammation,  disseminated
intravascular coagulation, and generalized cellular
metabolic blockage that end up in multiple organ failure
and death (121), The capillary congestion,
vasodilatation and cardiac- failure phenomena reduce
the blood flow to tissues. Infiltration and activation of
neutrophils and other cells produce damage to
biological membranes, specifically, the
microvasculature endothelium. Lungs and liver are
particularly susceptible to damage produced by cellular
infiltration. Pulmonary damage results in the syndrome

of progressive respiratory failure, in which tissue fluids
leak from the blood into the alveolar air space due to the
lesions in the endothelium caused directly or indirectly by
sepsis. Hepatic damage produces functional failures that
result in the difficulty to maintain adequate blood glucose
levels (gluconeogenesis is inhibited). In the kidneys,
epithelial damage is due to. the reduction of blood
perfusion (122).

Overproduction of NO by macrophages and cardiac
myocytes leads to cardiac failure and loss of general
organ perfusion with subsequent hemodynamic shock as
the result of blood flow reduction (95).

Hypoglycemia, the irreversible loss of blood pressure,
metabolic blockage and cardiac failure are clinical
features of septic shock. This constellation of symptoms
usually has lethal consequences.

'CONCLUSION and clinical considerations

Sepsis is an archetypal example of a self-regulating
complex system, with multiple cascading non-linear
interactions and feedbacks. Various cascades of events
develop fram the first stages of the infection: transduction
of intracellular signals that result in the expression of
genes, subsequent processes of activation and even of
cellular differentiation that occur in relatively short
periods, and modifications at different levels, from cellular
to tissular. Most of these are irreversible and only turn off
once the cycle is completed.

The fact that amplifiable cascades regulate these events
at a molecular level allows their expansion from the
infection source to the whole body, until these are
inhibited by regulatory events of the same immune
system (anti-inflammatory cytokines, degradation of
effector molecules, and inactivation of macrophages).
This autoregulatory feedback, and its physiological
timing, must be having in thought for the clinical
treatment.

For a long time, a “magic target” or a sole molecule
essentially involved in the pathogenesis of sepsis has
been sought after to be used as the target of therapeutic
strategies; however, septic shock is a multiple factor
phenomenon, extremely complex and with multiple
phases.

When TNF-« was identified as protein effector of cellular
phenomena during septic shock, treatment attempts were
addressed to inhibit or neutralize cytokine with antibodies,
soluble receptors or inhibitors (123). Similarly, bacterial
endotoxin inhibitors (e. g., polymyxin B, antagonist
peptides, or monoclonal antibodies) have been tested
without success. In recent years, NF-xB activation
inhibitor drugs have been used, albeit without convincing
results. The administration of antibiotics to directly control
the infection should be evaluated carefully, since it may
promote microorganism lysis and, thus, an increase in
the level of circulating endotoxin (124). The early
administration of adequate antibiotic therapy, effective
source control, and goal-directed hemodynamic
resuscitation constitute the cornerstone of successful
management. Prevention of the complications of critical
illness and maintenance of normal glucose levels are also
important elements of effective management (125).
Generally, no drug has yet shown determinant individual
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effects.

For instance, inflammation and coagulation are closely
related to each other, so the inhibition of only one
pathway, such as the inhibition of inflammation with
high dosage steroids or the inhibition of coagulation
with  antithrombin, does not produce survival
improvement (126). For example, the vascular system
practically does not respond to vasoconstrictor or
anticoagulant drugs due to the massive activation of the
endothelium (127). One similar item occurs with the
immune system cells (128).

In patiznts with vasopressor-dependent septic shock,
evaluation for inadequate cortisol response and the
provision of physiologic doses of replacement steroids
for those found to be deficient might result in improved
survival. Administration of drotrecogin alfa (an activated
pratein C form) has been shown to improve survival in
patients with severe sepsis and septic shock who have
a high risk of mortality and is the only Food and Drug
Administration-approved therapy for severe sepsis
(129). Additionally, positive rzsults from trnals of
steroids and intensive insulin therapy have also been
reported (130).

The =fficient treatment of sepsis and its consequences,
septic shock and multiple organ failure, is not as simple
as formerly presumed. It is now clear that accurate
knowledge Is required of the time, space and
ranscendence of every ons of the phenomena
described above, in order to decide the type and form of
intervention to acquire more opportunities for its contral.
Clinical management of sepsis and its lethal
consequences, recommended even without the proof of
the concept, consists in the administration of
antibictics, immune system stimulators and LPS
inhibitors in the early phases (if these are timely
identifiable), and cytokine antagonists with coagulation
inhipitors, antioxidants and anti-inflammatory cytokines
in the intermediate and late phases. Occasionally, the
combined effect of all these agents may increase the
chances of survival in some patients (131,132).

In any case, this proves that there is no magical
molecular target for sepsis; furthermore, despite the
efforts performed in basic and clinical research,
accurate knowledge of the problem, its regulation, and
pathogenesis still seems to be far to serve in the design
of new therapeutic strategies that do in fact significantly
decrease the mortality due to these syndromes.
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La regulacion del factor de transcripcion NF-xB.
Un mediador molecular en el proceso inflamatorio
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Los factores de transcripcién son proteinas muy
especializadas que reconocen secuencias especificas
de DNA en la regién reguladora de todos los genes.
La unién de estos factores a esta region promotora
regula, positiva o negativamente, la expresion y la
subsecuente produccién de la proteina codificada por
2l gene en cuestion. Hay muchos distintos tipos de
factores transcripcionales, pero pueden dividirse en-
tre constitutivos e inducibles. En términcs generales
los constitutivos son aquellos que regulan la expre-
si6n basal de los genes que codifican para todas las
proteinas estructurales o de mantenimiento, es de-
cir, las enzimas y los componentes proteicos presen-
tes en todas las células y que son fundamentales
para la funcién celular en general. Los factores de
rranscripcion inducibles son aquellos que regulan la
expresion de genes que solamencte se utilizan en cier-
tos tipos celulares o en ciertos momentos de la vida
de la célula. Recordemos que en una célula somatica
diferenciada se encuentra presente toda la informa-
cion genetica necesaria para formarse cualquier otro
tipo celular. Esto quiere decir que en cada célula
debe existir un programa de regulacion de la expre-
sion génica que se adapte a sus funciones particula-
res v su entorno.' Los factores de trascripcion for-
man parte importante de este programa.

Hace casi veinte anos fue descrito NF-xB como un
factor nuclear capaz de unirse al enhancer x (regién
reguladora) del promotor de la cadena pesada de los
genes que codifican para inmunoglobulinas.” En un
principio se creyo que este factor transcripcional era
=xclusivo de linfocitos B por haherse encontrado en
el nicleo de este tipo celular. Sin embargn, ahora se
sabe que se expresa de manera constitutiva en prac-

ticamente las células del sistema inmune. A diferen-
cia de otros factores de transcripcién. que general-
mente se encuentran en el nicleo, NF-xkB se localiza
de manera basal en el citoplasma en un estado inac-
tivo y necesita un estimulo especifico para traslocar-
se al compartimiento nuclear. Sélo en las células B
y sus progenitoras se encuentra NF-xB constitutiva-
mente en el nicleo.

El panorama actual muestra que este factor regu-
la la transcripcién de una zran variedad de genes,
en particular aquellos involucrados en la respuesta
inmune y control de la proliferacion celular. NF-xB
es un homo o heterodimero constituido por dife-
rentes subunidades que han sido agrupadas dentro
de la familia Rel.

LA FAMILIA REL

En esta familia de proteinas se agrupan genes que
estan altamente conservados a lo largo de la evolu-
cién de organismos multicelulares. En la mosca de
la fruta Drosophila, se han descrito varias molécu-
las de la familia NF-xB: relish, dorsal v dif involu-
cradas en la inmunomodulacién. En mamiferos se
han descrito las subunidades RelB, c-Rel, p63, p50 y
p52. También se han encontrado homélogos en plan-
tas e incluso en levaduras.”

INF-xB funciona como un homo o heterodimero de
miembros de la familia Rel. Cada proteina Rel tiene
una region conservada de 300 aa en el N-terminal
llamado dominio Rel (Figura 1) que es lz responsa-
ble de la dimerizacion, la union a DNA, ¥ la interac-
cion con las proteinas inhibidoras IkB.* El dimero
mas abundante y el primero que fue descrito es el
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formado por las subunidades p50 y p65. Es impor-
tante resaltar la existencia de diferentes subunida-
des de la familia Rel y el hecho de que éstos pueden
formar heterodimeros tiene consecuencias fisiolégi-
cas importantes, ya que cada combinacién de dime-

Dominio Ral
ARS —
Relish e choun W W nE a = m i 371 .
Dif e T e W . = 3
Dorsal . ————— s7a z
e - F
RelB -mm— 558 ;1
c-Rel — 587 2
p6S e 5500 ‘_|z_|
p100/pS2 —__ &
p105/p50 — A 1

IxBy —— T
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IkB- E)
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IxB4} g
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Domim:os rependas de ankinna

Figura 1. Estructura de los miembros de la familia Rel/NF-kB. Se en-
cuenwan zhineados a partir del dominio Rel: Se muestran también las pro-
'einas innibidoras IkB. Las flechas verticales indican los sitios donde ocu-
‘re 2| rompimiento proteolitico de p105 y p100. RARG- regidn rica en
J'icinas. RRS- region rica en serinas. LZ- region de zipper de leucina. Se
ndica el numero el aa en ei que fermina la secuencia proteica.

ros tiene distinto potencial transcripcional. Esto
quiere decir que algunas combinaciones resultan en
factores de transcripcion mas activos que otros o
bien que se utilizan en distintos momentos de la res-
puesta inmune. Las combinaciones mas comunes y
con mayor actividad son p50:p65, p50:c-Rel, p50:p50
v p65:c-Rel.? La secuencia consenso de DNA a la que
se unen todos los dimeros es 5° GGGRNNYYCC 3~
(Donde N indica A, Co T; R es una purinay Y una
pirimidina).® Los distintos dimeros tienen diferente
especificidad por la secuencia consenso.” Toda esta
complejidad quiere decir que en realidad cuando nos
referimos al factor NF-xB en realidad se incluye a
una familia de heterodimeros que producen efectos
transcripcionales diferentes entre si. Desentranar
esta complejidad es uno de los grandes interrogantes
sobre esta familia de factores de transcripeién y so-
bre la regulacién molecular del sistema inmune en
general.

&Como se trasloca al nucleo NF-xB?

El factor NF-xB es secuestrado en el citoplasma
de la célula como un precursor inactivo que forma
un complejo con la proteina inhibidora IxB. La re-
tencion de NF-xB en el compartimiento citoplasmico
v su eventual traslocacion al nucleo es el resultado
del ocultamiento o exposicidn de ciertas secuencias
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de aminoacidos denominados péptidos senal que de-
terminan el destino nuclear de las proteinas que los
presentan. La interaccién con [kB oculta una de las
dos secuencias que determinan el destino nuclear de
NF-kB. Al estar en contacto con [kB no puede ser re-
conocido por la maquinaria molecular que transpor-
ta (trasloca) proteinas hacia el nicleo. Los pasos ne-
cesarios para la traslocacion de NF-xB al nucleo
incluyen: fosforilacién, ubiquitinacién y degradacion
en el proteosoma de la proteina inhibidora [kB para
permitir entonces la traslocaciéon de NF-xB al nucleo
(Figura 2). Una vez en el nicleo, el factor se une a
secuencias especificas en las regiones promotoras de
los genes blanco y activa la transeripeion.

¢Qué estimulos activan a NF-xB?

En practicamente todos los organismos en los que
ha sido caracterizado, NF-«B participa principalmen-
te en la modulacion de la respuesta inmune a distin-
tos niveles. En Drosophila, por ejemplo, se ha encon-
trado que transcribe genes con actividad bactericida o
fungicida.® En mamiferos tiene participacién impor-
tante en la inflamacién, la respuesta a estrés, la dife-
renciacion y activacion de células inmunes. La varie-
dad de senales que pueden activar NF-«xB es reflejo de
la cantidad de eventos con que ha sido relacionado.
Los mejor caracterizados son aquellos que involu-
cran citocinas inflamatorias como Interleucina-1 beta
(IL-1B) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), los
estimulos mitogénicos como ésteres de forbol (PMA),
los relacionados con agentes infecciosos como lipopo-
lisacarido bacteriano (LPS, un constituvente de la
membrana externa de bacterias grammnegativas) y
expresion de antigenos virales. Se ha descrito que
también puede ser activado por eventos relacionados
con dano celular como radiacién ultravioleta (UV) o
estrés oxidativo,? exposicién a metales'” v fendmenos
particulares como el aumento de los niveles citoplés-
micos de calcio. La activacion de NF-xB es sensible en
muchos casos al estado redox o a la sobreexpresién
de enzimas antioxidantes, por lo tanto puede ser re-
gulado por el estado de oxidorreduccion general de la
célula. !

La transduccion de
las senales que activan a NF-xXB

Las citocinas son hormonas peptidicas involucra-
das en distintos aspectos de la regulacién del sistema
inmune. Modulan diferenciacion, activacion, muerte
v proliferacién celular entre una gran variedad de
eventos. Se unen a receptores muy especificos expues-

tos en la superficie de la célula blanco que general-
mente presentan muy alta afinidad por la citocina li-
gando. A partir de este momento, la senal es llevada
al nuicleo celular mediante una cadena de proteinas
cinasas (que catalizan la union de fosfatos en otra
proteinas) y que en su conjunto forman una cascada
de senalizacion que termina generalmente en la acti-
vacion de uno o varios factores de transcripeién y la
subsecuente expresion de genes.

En el caso de la activacion de NF-kB mediada por
[L-1-B y TNF-o la union del ligando a sus receptores
membranales, denominados IL-1R y TNFR1, respecti-
vamente, activan una cascada de interacciones protei-
na-proteina. Por ejemplo, tras la unién de TNF-a a
su receptor, distintas proteinas acopladoras (como
TRADD, RIP, TRAF2) a este complejo puede asociar-
se también a la proteina cinasa NIK. A nivel de la
proteina cinasa TRAF2 ocurre una bifurcacién de
la via v pueden activarse otras cascadas de transduc-
cidn a traves de las proteinas JNK/SAPK (Cuadro 1).
La cinasa NIK (por sus siglas en inglés, NF-xB indu-
cible kinase)'* es el primer componente de la via indu-
cida por TNFo. que esta encaminada exclusivamente
a la activacion de NF-xB.

La via activada por IL-1-B tiene muchos puntos
en comun con la de TNF-¢. la unién de IL-1p media
la agregacion de su receptor con distintas proteinas
acopladoras accesorias '[L-1R, [L-1RacP, IRAK,
TRAF6) .1

También estimulos infecciosos como LPS, indu-
cen la activacion de NF-xB. De hecho la activacidén
del sistema de monocitos macrofagos depende del re-
conocimiento de estas células a antigenos especifi-
cos. El LPS activa a los macréfagos a través de una
via que culmina en la traslocacion de NF-«kB. Practi-
camente todos los productos proinflamatorios que
los macroéfagos secretan son regulados por este fac-
tor. De hecho, no sélo las hacterias grammnegativas
y, por lo tanto, no sélo el LPS activan macréfagos.'*

La presencia de otros antigenos bacterianos como
peptidoglicanos solubles (sPGN) o 4cido lipoteicoico
(LTA) también inducen la traslocacién de NF-xB a
través del receptor membranal TRL2.!? Este recep-
tor v por lo tanto el factor de transcripcién estan in-
volucrados en el reconocimiento del sistema mieloide
a lipoproteinas y glicolipidos presentes en mycoplas-
mas, y bacterias tanto grampositivas como gramne-
gativas. Media la respuesta a lipoproteinas deriva-
das de organismos como M. tuberculosis, Borrelia
burgdorfer, Trepomena pallidium y Micoplasma fer-
mentans 16 y de lipopolisacéridos derivados del pato-
geno Leptorspira interrogants.'” En cultivos celula-
res de macrofagos es el responsable de la respuesta
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Cuadro 1. Proteinas que se mencionan en el texto.

Abreviatura Nombre completo Caracteristicas
TRADD Proteina que se asocia al dominio de muerte de TNFR1 Proteina acopladora de TNR1 que paiticipa
en el reclutamiento de RIP y TRAF2
TRAF2 Factor 2 asociado a TNFR1 Proteina adaptadora de la sefal de TNF-or
RIP Proteina que interactia con receptor Proteina con dominio de muerte y actividad de cinasa
IL-1RAcP Proteina accesoria de IL-1R Estabiliza el complejo IL-1R
IRAK Proteina cinasa asociada IL-1R Proteina acopladora de IL-1R que participa
en el reclutamiento de TRAF6
TRAFS Factor 6 asociado a TNFR1 Proteina adaptadora de la senal de IL-1
Via MAPK Sistema de la proteinas cinasas activadas por mitogenos Compuesta de las cinasas MAPKKK, MAPKK, MAPK y MAP,
JNK Proteina cinasa del amino terminal de c-jun Participa en la via de las JNK cinasas, JNKK
SAPK Proteina cinasa activada por estrés Parte de 'a familia de las JNK cinasa
CHUK Cinasa con dominio hélice-vuelta-hélice Cinasa de residuos de serina y treonina ahora llamada IKK1
PP2A Fosfatasa 2A Fosfatasa multimérica, de serinas y treoninas
PKR Cinasa activada por 3NA de cocle cadena Media Ia accion antiviral de IFN-y
TAKA Cinasa activada por Tqf-B
I-CAM Molécula de adhesion intercelular Se une a la molécula de superficie LFA-1
V-CAM Molécula de adhesitn vascular Se une a la molécula de superficie BLA-1
Selectina-E Molecula de adhesion Participa en los eventos tempranos de adhesion
NOS Sintasa de oxido nitrico Se expresa an celulas endoteliales
Nix Proteina cinasa que induce NF-xB Cinasa que fosforila a IKK

por bacterias en suspension (S. aureus y B. subti-
liz).

La participacién de NF-xB resulta entonces fun-
damental para la expresion de genes que responden a
estimulos infecciosos. Practicamente todos los miem-
bros de la familia de receptores Toll like (TLR) que
reconocen una gran variedad de antigenos infeccio-
sos, convergen en algiin momento en la traslocacion
de NF-xB. El LPS se une especificamente a su recep-
tor TLR4, induciendo con esto NF-kB y activacion
mieloide La activacion del sistema de monocitos/ma-
crofagos ocurre por moléculas como proteoglicanos,
zimosan lipoproteinas, taxol, acido lipoeitoico, todos
ellos antigenos bacterianos que se unen a distintos
miembros de la familia de receptores TLR.!3:16:15

Por otro lado, el tratamiento con peroxido de hidro-
geno (H,0,) induce traslocacién de NF-kB por ejem-
plo, y el tratamiento con agentes antioxidantes puede
bloquear la fosforilacion de IxB. La via (o las vias de
seniales) que controla estos mecanismos no esta carac-
terizada hasta el momento. NF-kB parece practicamen-
te el Unico factor de transcripcién en mamiferos que
puede responder al estado redox de la célula.?

La variedad de estimulos que activan NF-xB su-
giere que muchas vias de transduccion estan involu-
cradas en su traslocacion, sin embargo, no queda
claro si todas ellas convergen en un intermediario
comun o si la fosforilacion de IkB puede proceder de

distintos estimulos.’® Lo que es claro es que la fosfo-
rilacion de IkB es el evento que dispara la trasloca-
cion y por tanto la regulacion de la proteina cinasa
que fosforila IxkB es actualmente el centro de aten-
cién en la activacion de NF-xB.?°. Por ejemplo, dos
estimulos distintns que activan NF-xB, como IL-1B y
TNF-o activan vias de transduccién que convergen
en la cinasa TAK1.2! Esta cinasa directamente regu-
la a la cinasa de [xB, entonces (qué distingue un es-
timulo del otro?, éson diferentes las formas de NF-
kB activadas?, épor qué las respuestas celulares a
IL-1B y TNFo son similares, pero no idénticos? Se-
guramente cada tipo celular tiene una organizacién
distinta de la via de transduccion de senales que re-
gulan en casos especificos la activacién del factor.

El hecho de que existan distintos homo o hetero-
dimeros cada uno con un potencial transactivador
particular y que sea tal la variedad de vias de trans-
duccién de senales que pueden inducir la trasloca-
cion al nucleo de NF-«xB puede sugerir que para cada
tipo de estimulo corresponde una combinacién parti-
cular de isoformas de NF-xB.

Lo que nos dice el uso
in vitro de farmacos inhibidores

Las primeras evidencias que se tuvieron acerca de la
regulacion de NF-xB provienen del uso in vitro de
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agentes inhibidores que interfieren en alguno de los
distintos eventos necesarios para la traslocacion del
factor. La regulacién de la activacion de NF-kB es
un fenémeno cuya complejidad queda revelada al po-
der blogquear de manera diferencial eventos tan dis-
tintos como fosforilacién, degradacion de proteinas,
estrés oxidativo o transduccion de senales? utilizando
farmacos especificos.

La degradacién de IxB ocurre en los complejos pro-
teicos multicataliticos dependientes de ATP que for-
man parte de una estructura celular denominada pro-
teosoma y que se encarga de degradar las proteinas
celulares de manera regulada. El uso de inhibidores
del proteosoma como calpaina, PSI o MG-123 o de in-
hibidores de proteasas como TPCK y TLCK, inhibe la
degradacion de IxB y permite la acumulacion en el
citoplasma de su estado fosforilado.?*%*

Con la utilizacion de agentes reductores como sa-
licilatos, PDTC y agentes alquilantes,® puede blo-
quearse (n vitro la fosforilacion de IxB. Ademas, la
snbreexpresién de la enzima glutation peroxidasa
iuna enzima antioxidante) tiene un efecto inhibito-
rio sobre la fosforilacién de IxB v la subsecuente ac-
tivacion de NF-xB %6, Sin embargo, la sobreexpresién
de la enzima superdxido dismutasa (SOD) que au-
menta la produccién de H,O,, es capaz de potenciar
la activacion de NF-xB.

Entre los farmacos que pueden inhibir la activa-
cion de NF-xB (por distintos mecanismos) estan los
antiinflamatorios e inmunosupresores como los glu-
cocorticoides, que en algunos tipos celulares pueden
inhibir la transcripeién de IxB. La ciclosporina A y
la rapamicina, ambos inmunosupresores, inhiben la
activacién de NF-«kB en células T. También drogas
que han sido ensayadas por su actividad antitumo-
ral como la daunorrubicina. pueden activar NF-«xB.

«Cuadl es la enzima que fosforila a IKB?

Se sabe que pese a ser la senal inicial. la fosforilacién
de IxB no es suficiente para la traslocacién de NF-«kB,
sino el marcador para su posterior degradacion. >

La identificacion de la cinasa responsable de la
fosforilacion de IkB resulté un problema durante
mucho tiempo. Nunca se pudo ohtener por mutagé-
nesis en Drosophila. donde se han aislado muchos
de los homologos de la via de transduccion de sena-
ies de IL-1, incluyendo las proteinas dorsal v cactus
rhomélogns de NF-xB e [kB1. Posiblemente esto re-
ileja que la falta de la cinasa de [kB resulta letal
Uald el urganismo.=’

Analizando mutantes de la proteina inhibitoria
[«B en laz que artificialmente s+ hanian cambiado

distintos aminoacidos (mutagénesis dirigida), pudie-
ron identificarse los residuos serina 32 y serina 36
(S32 y S36) como los aceptores de la fosforilacién
que sirve como sefnal de degradacion Los analisis
bioquimicos de mutaciones puntuales sobre [kB de-
mostraron muy pronto que la cinasa en cuestion de-
bia ser especifica para residuos de serina, ya que la
sustitucion por otros aminodcidos como alaninas o
por treoninas disminuia notablemente su degrada-
cion.??

Otra proteina miembro de la familia IxB, IxB-c es
fosforilada en los sitios homélogos de serl9 y ser23,
y de hecho todas las proteinas [kB, incluyendo a cac-
tus de Drosophila son fosforiladas residuos de serina
localizados en regiones homélogas del C-terminal y
en la misma secuencia consenso DSGXXS.30

La identificacién de la cinasa responsable de la
fosforilacion de IxB comenzé a seguir un camino
concreto, cuando a partir de células HeLa se purifi-
¢6 un complejo multiproteico con un peso molecular
de aproximadamente 700 kDa que especificamente
fosforila a [kB-c« en los residuos S32 y S36. ADDIN
ENRfu.3! A partir de purificaciones bioquimicas de
este complejo, se identificaron los dos polipéptidos
que especificamente fosforilan IxB en los residuos
S32 y S36 con pesos moleculares de 87 y 85 kDa. El
gene que codifica para el polipéptido de 85 kDa fue
secuenciado con oligonucledtidos disenados a partir
de la secuencia de aminoécidos de la proteina purifi-
cada y fue identificado como una cinasa clonada pre-
viamente llamada CHUK. Tras comparar la secuen-
cia de DNA de los genes que codifican para ambos
polipéptidos se encontré que ambos comparten simi-
litud de 52%, e interactian con las otras proteinas
del complejo de un dominin de zipper de leucina. A
este complejo multiproteico ze le llamé IKK (por kB
Kinase) y a los polipéptidos con pesos de 85 y 87
kDa, respectivamente, se lzz llamé IKK-« v IKK-f.
Casi al mismo tiempo, perc utilizando el sistema de
dobles hibridos en levadura ze identificé el polipépti-
do p85 (IKKw) asociado a la cinasa NIK, corrobo-
rando que ésta era la cinasa de [«B.

Recientemente se ha sugerido que la regulacion
fina de las distintas senales aue convergen en la via
de NF-xB se encuentra al nivel de este complejo mul-
tiproteico responsable de la fosforilacion de la pro-
teina inhibidora IkB. Este complejo esta compuesto
entonces por dos subunidades cataliticas, las protei-
nas cinasas [KKa v I[KKf. Se ha identificado a la
proteina IKKo como una subunidad regulatoria del
complejo, y a la proteina £3 ligasa como parte
del aparato que permitira el reconocimiento de [kB en el
protensoma donde sera fina.mente degradada. Algu-
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nos autores han denominado este complejo como sig-

nalosoma de IKK.%2

Actualmente la cinasa [KK ha sido estudiada in
extenso, sin embargo, su participacion particular en
eventos patolégicos no se conoce del todo.

La regulacion de IKB

La familia Rel incluye también las proteinas in-
hibidoras que secuestran en el citoplasma a NF-«B
(las proteinas inhibidoras [xB). De éstas se han
descrito al menos seis miembros: [kB-o [xB-f3 IxB-e
IxB-y, Bel-3 y cactus de Drosophila. Todas ellas si-
guen basicamente la misma via de fosforilacion-
ubiquitinacién-degradacién. Todas también pre-
sentan dominios conservados de ankirina que son
regiones que sirven para mediar interacciones
proteina-proteina, el C-terminal donde se fosfori-
lan para ser degradadas (léase ser 32 y 36) y el
dominio PEST en el N-terminal, en donde ocurre
la fosforilacién que regula el recambio y la ho-
meostasis de esta proteina. Diferentes isoformas
de IxB secuestran distintos heterodimeros de NF-
kB, por ejemplo, IkB-o e IkB-J interacttan prefe-
rencialmente con p50:p65 v p50:c-Rel mientras
que IxB- € captura a p65 y c-Rel homo y heterodi-
mero, por su parte Bcl-3 secuestra los homodime-
ros p50 y p52.%? Se ha propuesto que para las dis-
tintas 1soformas de IkB existen distintas forinas de
regulacién, pero la cuestién no es muy clara hasta
el momento. Las mas estudiadas son [kB-o e [kB-j,
ambas se fosforilan en residuos de serina en posi-
ciones homélogas sin que sea claro si son sustrato
de distintas cinasas. Se han encontrado diferen-
cias en las cinéticas de degradaciéon de ambas pro-
teinas en células sometidas a distintos estimulos;
una clase de inductores (entre ellos el TNF-a)
afectan de manera transitoria a IkB-«, mientras
que otro tipo de estimulos (como IL-B) induce una
activacion mas prolongada de IxB-¢ e IxB-B. La ci-
nética de la degradacidon de IkB-u parece ser mas
rapida que la de IxB-p.*

La ubiquitinacion y degradaciéon

La via proteolitica que involucra la ubiquitina-
cion y degradacion proteolitica por el proteosoma ha
sido caracterizada como parte de los mecanismos ce-
lulares para degradar selectivamente moléculas pro-
teicas. Algunos factores de transcripcion, receptores
y moléculas de superficie y otras entidades proteicas
que tienen un ciclo de vida controlado o que deben
desaparecer en momentos particulares de la vida de

la célula. Tal es el caso de [kB que debe ser degrada-
do para permitir la traslocacion de NF-«B al nicleo.
Estas degradaciones especificas involucran dos pa-
sos: la senalizacion o marcaje de la molécula a de-
gradar mediante union covalente de moléculas de
ubiquitina y la degradacion de las proteinas que lle-
va a la liberacion y reutilizacion de la ubiquitina.
Esta via involucra las enzimas conjugadoras de ubi-
quitina E2, E1 v E3 y la degradacién por parte de
complejos multicataliticos dependientes de ATP en el
proteosoma, donde distintas enzimas como la pro-
teasa 320 y la proteasa S256 degradan proteinas mar-
cadas especificamente.?

En IkB, como ¢n la mayoria de las proteinas desti-
nadas a ser degradadas, la ubiquitinacién ocurre en
residuos de lisina, que en el caso de [xB-o ocurre
en las lisinas 21, 22 y 23.% Por mutagénesis dirigi-
da se ha encontrado que la falta de estos dominios
interfiere con la degradacion de IkB, mas no con su
fosforilacién. Debido a que la degradacién de IkB
ocurre antes de su disociacién de NF-xB, la senal de
ubiquitinacion permite una degradacion especifica
por parte del proteosoma. Estos experimentos de-
mostraron que si bien la fosforilacion es un paso ne-
cesario en la activacion de NF-xB la traslocacion al
nucleo no ocurre sino hasta después de que IkB es
degradado.

Los fenémenos regulados por NF-KB

Los genes activados por NF-xB incluyen los que
codifican los mismos factores responsables de su ac-
tivacion, s decir, que activa la transcripeién de los
genes que codifican para citocinas como IL-1B y
TNF-«. También participa en la produccion de otras
citocinas inflamatorias como interferon gama (IFN-
v), IL-6 v algunas como linfotoxina, IL-2, e IL-8.
NF-kB también activa la transcripcion de moléculas
de adhesion como [-CAM. Selectina-E, V-CAM y par-
ticipa en su propia regulacion al inducir los genes
de proteinas de la familia Rel como c-Rel v p105. La
secuencia de DNA a la que se une el factor NF-xB
(sitio kB) se encuentra en el promotor de genes invo-
lucrados en inflamacién v actividad cardiovascular
como la sintasa de dxido nitrico (NOS) el angiotensi-
négeno y el receptor a tromboxanos.

NF-kB participa de manera importante en el desa-
rrollo del sistema inmune. aunque los resultados ob-
tenidos con ratones deficientes (knockouts modifica-
dos genéticamente) no dejan claro el mecanismo
exacto. Por ejemplo, la [aita de p65 provoca muerte
en el dia 16 de gestacion. en cambio el knockout de
p50 permiten un desarrollo normal salvo por el hecho
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de que las células B de estos animales no pueden res-
ponder a estimulos mitogénicos o a LPS. El knockout
de RelB ocasiona muerte por inflamacién de multiples
organos. También se han hecho estos estudios con las
proteinas inhibidoras donde el de efectos mas drama-
ticos parece ser el de la falta de IxB-ot que ocasiona
atrofia de timo, bazo y defectos en la piel.”

La variedad de genes y de eventos celulares que
son regulados por NF-xB sugiere que la regulacion
de su estado activado debe incluir distintos niveles,
seguramente la presencia por si sola de un sitio kB
en el promotor de un gene no determina su actividad
transcripcional, sino que debe interactuar con otros
factores de transcripcién.

4Qué efecto tienen los genes que
regula NF-KB sobre su propia actividad?

NF-kB es una proteina encargada de regular la
transcripcién de distintos genes que estan involucra-
dos a su vez en una gran variedad de procesos. Su re-
gulacion se encuentra bajo estricto control. Por un
lado la proteina que directamente lo inhibe mantenién-
dolo en el citoplasma (IxB), esté regulada transcripcio-
nalmente por NF-kB.2! Ademas, una vez en el ntcleo,
NF-:B se degrada rapidamente de manera que la acti-
vacion de NF-xB tiene un pico de actividad muy corto
ialrededor de 30 minutos). En algunas células se ha
observado un segundo pico que se cree tiene que ver
con la degradacion de otra isoforma de IxB.

Muchos de los genes que activa NF-xB tienen un
efecto regulatorio sobre si mismos (en algunos casos
este efecto se traduce en una amplificacién de la se-
nal) por ejemplo, los genes de TNF-¢, IL-1, del re-
ceptor de IL-2 son activados por NF-xB. También los
genes de otros factores de transcripcién tienen en
sus promotores sitios kB.

Posiblemente relacionado con el hecho de que al-
zunos de los eventos que regula NF-xB tengan ca-
racter transitorio, es que muchos de los genes que
transcribe sean miembros de la familia Rel (p105, c-
Rel, IxBs. Donde estas proteinas pueden tener efec-
tos antagdnicos entre si, es decir, inducir la trans-
cripcion de IkB bloquea la actividad de NF-xB
mientras que inducir la transcripcion de c-Rel puede
tener un efecto sinérgico sobre ésta.” Todos estos
mecanismos aseguran que las senales de amplifica-
cion tendrian un efecto local o un tiempo de accion
mas bhien corto.

De p100 y p105

Cuando se cloné el gene que codifica para la subu-
nidad p30, se encontré que codificaba para una pro-

teina mucho mas grande. de 105 kDa, dende el extre-
mo N-terminal era idéntico a p50. El C-terminal de
esta molécula revelé que contenia los dominios de an-
kirina repetidos, iguales a los encontrados en la pro-
teina [xB. Después se demostro que p50 y p52 prove-
nian de la degradacion postranscripcional de pl05 y
pl00, respectivamente, realizada en el C-terminal,
y que esta degradacion ocurria de manera muy simi-
lar a la degradacién de IxB: requiere fosforilacion,
ubiquitinacion y degradacién proteosomal.®® Esto
puede entenderse mas facilmente si se observa la figu-
ra 1, en la que se muestra la estructura de p100 y de
105 indicando el dominio Rel, en el que se encuentra
la parte de la proteina que funciona como factor de
trascripcion y dentro de la misma molécula, las se-
cuencias de ankirina, que se encargan de ocultar el
dominio Rel para que la proteina permanezca dentro
del citoplasma, es decir, factor e inhibidor como parte
de la misma molécula. De manera que para traslocar
al nucleo a NF-xB puede degradarse IkB o el C-termi-
nal de p105 y de p100. Es curioso que este tiltimo me-
canismo sea el que conservan las subunidades con ac-
tividad transcripcional nezativa. Sin embargo, p50
también puede generarse por proteélisis de p100 inde-
pendiente de estimulo, manteniendo asi la poblacién
de dimeros de p50 con actividad transcripcional posi-
tiva.’

EL PAPEL CLAVE DE
NF-xB EN ENFERMEDADES
INFECCIOSAS E INFLAMATORIAS

La via de activacién de NF-kB por estimulos in-
flamatorios se ha caracterizado en detalle. La lista
de enfermedades inflamatorias en las que ha sido in-
volucrado es larga: artritis reumatoide, arterioscle-
rosis, esclerosis multiple, 2sma, gastritis asociada a
Helicobacter pylori, polirraciculoneuritis desmielini-
zante. chogue séptico, etc. ;

En los altimos anos se hz zstudiado mucho la rela-
cién de este factor con una zran cantidad de estados
patologicos, muchos de el.ss desérdenes inmunes,
como artritis reumatoide, cincer, asma, arterioescle-
rosis, infeccion de VIH.?"** Una gran variedad de
genes involucrados en adh«sion celular, diapédesis,
trombosis, activados por NF-<B han sido caracteriza-
dos.

Por ejemplo, in vivo se hz demostrado que NF-xB
induce la expresion de moi<culas de adhesion como
Selectina-E, [-CAM, V-CAM v que la inhibicién de es-
tos genes reduce la migracica de linfocitos y la trans-
migracion celular. La unién primaria de las bacterias
a los epitelios cercanos al 170 de infeccion se ve faci-
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litada por la expresion de [CAM-1 mediada por NF-
kB. La expresion de los genes que codifican para mo-
léculas de superficie en las células endoteliales, en
particular moléculas de adhesién resulta de vital im-
portancia para el reclutamiento de células del sistema
inmune durante el proceso de inflamacién, sin embar-
go cuando este proceso ocurre a nivel sistémico, es
decir, cuando ocurre en grandes porciones de la red
vascular, comienza una serie de alteraciones en el tlu-
jo sanguineo que conllevan entrada masiva de liquido
y de células en los tejidos.?® En el epitelio alveolar ex-
puesto a agentes irritantes se expresan moléculas de
adhesion como ICAM-1,%%+#! donde NF-xB v el factor
de transcripcion AP-1 participan. También en la ex-
presion de la glicoproteina factor tisular (TF) en célu-
las de higado, pulmén e intestino delgado, donde el
inicio de cascada de coagulacién contribuye a la pato-
fisiologia del trauma severo,

Durante eventos infecciosos los epitelios producen
también quimiocinas, quiomioatractores celulares
que facilitan la infiltracion celular. La produccion de
estas quimiocinas (como MIP-1, IL-8, Rantes) tam-
bién esta regulada por NF-xB.#

También participa en la expresién de proteinas de
fase aguda que se secretan en el higado en respuesta
a [1.-6 producido por las células de Kupffer. Esta ba-
teria de proteinas circulantes producidas por hepa-
tocitos tiene como consecuencla niveles elevados en
sangre de fibrinégeno ademas de amiloide sérico A,
B-fibrindgeno, metalotioneina-1, «1-antiquimiotripsi-
na, o-2-macroglobulina, haptoglobina, hemopexina y
otras proteinas involucradas en el transporte, la
coagulacién y la remodelacion tisular.?

Juega también un papel importante en la desregu-
lacion del tono vascular e hipotensién que se obser-
va durante el choque séptico, fundamentalmente a
partir de la expresién de dos enzimas: la sintasa de
oxido nitrico (NOS) y la ciclooxigenasa 2 (Cox-2).
La primera cataliza la formacion de é6xido nitrico,
un potente agente vasodilatador que difunde del en-
dotelio a la capa de musculo liso de toda la vascula-
tura. La segunda participa en la produccién de pros-
taglandina 2-E. La enzima NOS endotelial se
expresa en respuesta a la activacion de NF-xB que
ocurre por citocinas inflamatorias. Se sabe que el
gene Cox-2 presenta en su region reguladora dos re-
giones de unién para el factor de transcripcion NF-
xB y puede ser inhibida por agentes antioxidantes.*
Muy poco se conoce acerca del mecanismo de accién
de la prostaglandina 2E como agente vasodilatador.
Los inhibidores de la Cox-2 y de la NOS que blo-
quean la via de transduccién de NF-xB, incremen-
tan la respuesta contractil en pacientes con choque

séptico, y los estudios in vitro sugieren que la sobre-
produccién de prostanoides contribuye a contrarres-
tar la reactividad de agentes vasoconstrictores como
norepinefrina.*

En los ultimos anos ha crecido el campo de la ex-
ploracion de farmacos antiiflamatorios cuyo blanco
de accion resulta algin componente de la via IxB/
NF-xB.

Asi, la importancia de NF-kB como blanco tera-
peutico ha cobrado suma importancia con el adveni-
miento de nuevas drogas antiinflamatorias no este-
roideas, muchas de las cuales hacen blanco directo
en la actividad de dicho factor.*® Especificamente
sustancias como sulfazalazina, acido acetilsalicilico,
leflumonida, ete. son capaces de inhibir la trasloca-
cion al nacleo de NF-xB tanto in vivo, como in vi-
tro. Aunque muchas de estas drogas son especificas,
requieren niveles relativamente altos para arrogjar
resultados (n vive, por lo tanto, resultan un campo
importante de experimentacién.**

Como parte de las aproximaciones terapéuticas
para el tratamiento del choque séptico también se han
utilizado firmacos inhibidores de la activacion de
NF-xB.4748 En este caso, la secuencia de tratamientos
recomendada clinicamente consiste en aplicar en el si-
guiente orden, agentes antibidticos v estimuladores
del sistema inmune, inhibidores de LPS, inhibidores
de la coagulacion, antioxidantes, antagonistas de ci-
tocinas y citocinas antiintlamatorias, muchos de ellos
involucrados con la via de activacion de NF-xB a dis-
tintos niveles. En ocasiones el efecto combinado de to-
dos estos agentes puede aumentar las oportunidades
de sobrevivencia.*

En suma, la activacion de grupos especificos de
genes en respuesta a inductores dados comienza
con la activacion de una o mas vias de transduc-
cién de senales que convergen en la fosforilacion de
la proteina IkB permitiendo su degradacién y la
traslocacion de NF-«xB al nicleo.®® El gene blanco
es seleccionado por las secuencias xB presentes en
su region reguladora y la presencia de otros facto-
res de transcripcion permiten entonces a NF-xB ac-
tivar la transcripcion genética. Una variedad de de-
talles estdn presentes en la regulacion de cada uno
de estos pasos y de su comprensidn puede devenir
un mejor entendimiento del sistema inmune y su
regulacion.
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Resumen

Las proteinas inhibidoras IxB regulan la actividad del factor
transcripcional NF-xB al permitir su traslocacion al nicleo tras
su degradacion especifica. Practicamente todas las vias de
transduccion de seriales que involucran NF-xB, incluyen la
fosforlilacion, ubiquitinacion y degradacion de kB por parte
del proteosoma. Se han identificado al menos seis isoformas de
kB, que son capaces de interactuar a su vez con distintos
heterodimeros de NF-xB. Las isoformas que responden a los
estimulos clasicos que regulan NF-kB como citocinas
inflamatorias y antigenos bacterianos, son IxB-a, IkB-p v [kB-s
quienes interactian de manera temporal y especifica para
activar distintas pozas del factor de transcripcion. Por su parte
las isoformas IkB-y y Bcl-3 son especificas de ciertos tipos
celulares, en particular de lineas mieloides y permiten un
regulacion fina de NF-xB durante el desarrollo y
diferenciacién del sistema inmune.

Abstract

The [kB inhibitory proteins regulate the NF-xB
transcription factor activity by controling its traslocation
in to the nucleus. All NF-xB mediated transcription
pathways involve the phosoporilation, ubiquitination and
degradation of IkB. There are reported six isoforms
capable to interact with different NF-xB dimers in order
to regulate their activity. The isoforms that degrade in
response to classical stimulus such as inflammatory
cytokines and bacterial antigens are [kB-a, IkB-p and
IkB-s . This process takes place at specific time points in
to activate different NF-kB pools. On the other hand the
isoforms IkB-y and Bcl-3 are specific of some cellular
types particularly myeloid lineage and allow a fine-tuning
regulation during immune system development and
differentiation.

Abreviaturas: TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral-alfa,
IL-1p: Interleucina-lbeta, LPS Lipopolisacarido, PMA:
forbol-meristato-acetato aa: aminoacido HIV: virus de
inmuno- deficiencia humana SLN: secuencias de
localizacion nuclear.

El factor de trascripcion NF-kB se ha
convertido en una de las proteinas reguladoras
mas estudiadas de los ultimos 10 anos. Fue
descubierto como parte de la maquinaria de
trascripcion de los genes de la cadena x de las
inmunoglobulinas en linfocitos B (de ahi su

nombre). Ahora se le reconoce un papel privilegiado en
una gran variedad de fenémenos celulares. Participa en la
trascripcion de la mayoria de los genes involucrados en la
respuesta inmune innata, es crucial tanto para la secrecion
de productos proinflamatorios por parte de los
macrofagos, como para la activacion endotelial.

Los factores de trascripcién son proteinas de
regulacion génica que reprimen o activan la trascripcion
genética.  Estas proteinas actian detectando ciartas
secuancias de nucleotidos en la doble hélice de DNA,
proximas al sitio de inicio de trascripcion de los genes. A
esta regién proximal en el extremo 5" de un gene se le
llama promotor ¢ region promotora, y contiene sitios de
unién o secuencias especificas que son reconocidas con
gran afinidad por los factores de trascripcion y que
regulan la actividad de cada gene.

NF-xB es entonces, una proteina que regula la
trascripcion genética al unirse a secuencias especificas
localizadas en la region promotora de los genes blanco, y
que funciona solamente en ciertas condiciones celulares,
es decir es un factor de trascripcion inducible.

Existen un gran numero de factores de trascripcion
descritos hasta el momento y se agrupan en familias segin
su funcién y/o estructura. '

La familia de factores NF-kB regula la expresion
de una gran variedad de genes, en particular aquellos
relacionados con el sistema inmune y el control de la
proliferacion celular. NF-kB es un homo/heterodimero
constituido por diferentes subunidades proteicas que se
conocen como familia Rel.

La familia Rel incluye genes que han sido
altamente conservados durante la evolucion de los
vertebrados. En mamiferos se han descrito varias proteinas
Rel: p65, c-Rel, RelB, p105 quien es el precursor de p50
y la proteina p100 de donde proviene p52. Se han descrito
también homoélogos de miembros de la familia Rel en
Drosophila, plantas e incluso en levaduras.

Los factores de trascripcion inducibles,
generalmente estin asociados mecanismos que permiten



su funcion solamente bajo algin estimulo. El caso
de NF-kB es un ejemplo interesante de como un
factor de trascripcion puede ser activado o
desactivado mediante un complejo mecanismo
que implica la interaccién con otras proteinas
reguladoras.

El sistema NF-xB/IxB

De manera constitutiva, el dimero NF-xB
es secuestrado en el citoplasma como un precursor
inactivo formando un complejo con la proteina
inhibidora IxB. Los C-terminal de NF-xB
contiene secuencias de aminodcidos denominados
péptidos senal o secuencias de localizacion
nuclear, que determinan el destino (nuclear, en
este caso) de las proteinas que los presentan. Esto
quiere decir que el factor se localiza en el
compartimiento citopldismico, y su eventual
traslocacion al nucleo es el resultado de la
exposicion de estos péptidos senal. La interaccion
con IkB oculta una de las dos secuencias que
determinan el destino nuclear de NF-xB. De
manera que para viajar al nicleo, debe primero
separarse de IkB. La traslocacion al nucleo, es
inducida por varios estimulos que finalmente
convergen en la disociacién entre NF-xB y su
inhibidor [kB, dejando expuesto la region
peptidica que determina su destino nuclear.

Los pasos necesarios para la traslocacion
de NF-«xB al nicleo son: fosforilacion,
ubiquitinacion y degradacion en el proteosoma de
la proteina inhibidora IxB. Una vez en el nucleo, el
factor se une a la region promotora de los genes
blanco y activa la transcripcion (ver fig. 1) Esta es
la raz6n por la que el estudio de la regulacion de
NF-xB esta centrada sobre todo, en la
fosforilacion dela proteina inhibidora IxB y su
degradacion.

La fosforilacion de [kB es llevada a cabo
por el complejo multiproteico IKK (por las siglas
en ingles de I[kB kinase) . La busqueda de esta
cinasa fue motivo de intenso estudio durante
algunos anos, ya que las evidencias bioquimicas
apuntaban a que se trataba de una cinasas de muy
alta especificidad por IkB. El complejo IKK
contiene dos subunidades cataliticas (IKK-o. e
IKK-p) encargadas de la fosforilacion en si, y una
subunidad regulatoria llamada IKK-y. Ya que la
fosforilacion de las distintas isoformas de IkB,
constituye el punto medular de su regulacion, el
estudio de esta cinasa, ha cobrado interés
particular en los dltimos anos. En uno de los
escenarios mejor estudiados, IKK es activada por

la cinasa NIK (NF-«B inducible kinase) quien responde
directamente a la acciéon de TNF-a y de IL-1p y a sus
receptores membranales.

La interaccion de IKK con su sustrato (IxB) y la
fosforilacién de los dos residuos conservados de serina en
todas las isoformas de [kB, constituye la senal primaria
que determina su degradacion

La regulacion de la actividad de NF-kB ha
resultado  ser mas complicada, conforme se ha
profundizado en su estudio. Hay que considerar por
ejemplo que NF-xB se une al DNA como un dimero y en
funcionalmente opera en forma de homo o heterodimero.
Cada monémero ¢s siempre un miembro de la familia Rel.
Todas las proteinas Rel tiene una region conservada de
300 aa en el N-terminal llamado dominio Rel que es la
responsable de la dimerizacion, la union a DNA, y la
interaccion con las proteinas inhibidoras IkB ! (ver fig 2)
Hay que mencionar que en realidad cuando nos referimos
al factor NF-«xB incluimos a una familia de heterodimeros
que producen efectos transcripcionales diferentes entre si
0 incluso antagonicos.

Esta revision aborda aspectos que tienen que ver
casi exclusivamente con los mecanismos regulatorios que
recaen, no sobre NF-«B, sino sobre las proteinas
inhibidoras que controlan su actividad: las proteinas de la
familia IxkB. Los aspectos que conciernen al factor, se
abordan en otra revision de cardcter mas general y que
se complementa con la presente '8 Al final de la seccion de
Bibliografia se enlistan algunas  referencias
correspondientes revisiones cldsicas de la literatura
existente de NF-xB y que pueden resultar de interes para
el lector.

La estructura de IxB

El complejo [xB-NF-xB ha sido cristalizado y su
estructura molecular ha sido resuelta con detalle. El
tamario de las distintas isoformas de IxB es de 35 a 70 KDa
es dedir, su tamano es menor que el que forma el dimero
NF-«B (entre 90 y 120 kDa).

Todas las isoformas de IkB descritas hasta el
momento reportadas son muy semejantes en estructura
tridimensional aunque tienen distinto numero de
dominios repetidos de ankirina que constituyen el sello
caracteristico de la molécula, y que forman los sitios de
interaccion con NF-«B.

La familia IxB

La importancia de NF-xB dentro de distintos
fenomenos biologicos ha quedado demostrada. Mucha de
la investigacion bioquimica acerca del su mecanismo de
accion se ha enfocado, no solo al funcionamiento del factor
en si, sino en gran medida a caracterizar a las distintas



isoformas de IkB existentes y a la busqueda de
otras nuevas. La razon de esto resulta evidente en
el sentido de que las diferencias que existen en la
activacion NF-kB estdn bésicamente dirigidas a
diferencias en la regulacion de la fosforilacion y
degradacion de las proteinas 1B que secuestran
distintas poblaciones del factor. En esta seccion se
describen  generalidades y particularidades
concernientes a cada una de las isoformas de IxB
que han sido identificadas hasta el momento en
células de mamiferos.

Se han caracterizado al menos seis
isoformas de la proteina inhibidora IxB. Las
mejor caracterizadas son IxB-a y IkB-f que se
encuentran en practicamente todos los tipos
celulares y que son responsables de la mayor parte
de la regulacion de NF-kB. La otra isoforma que
en los ultimos dos anos ha cobrado relevancia es
IkB-e, que participa es respuestas bifdsicas y
probablemente mas especificas. A estas tres
isoformas se les denomina IxB’s pequenas.
También existe IxB-y de la que se conocen un par
de variantes y que proviene del mismo gene que
el precursor p105 y que p30, y que se encuentra
restringida a ciertos tipos celulares. Y por ultimo
Bcl-3 quien secuestra unicamente los
homodimeros p50, p52 y p50:p52.

Alternativamente, existe otro mecanismo
de liberacion de NF-kB independiente de IkB. Este
mecanismo concierne a los dimeros p30 y p32, ya
que estos pueden ser producidos como
precursores de alto peso molecular (p105 y p100
respectivamente) y  han sido descritas como
moléculas NF-xB Tipo I (ver fig. 1) cuya region C-
terminal contiene repeticiones de ankirina y que
ocultan las secuencias de localizacion nuclear del
N-terminal de la misma proteina en la que se
encuentran. Esta particular regulacion se discutird
mas adelante.

Ik B-ct

Esta isoforma fue la primera descrita, y es
también la mejor caracterizada. Fue identificada
originalmente junto con IkB-B a partir de una
purificacién  parcial. Tiene la cinética de
degradacion mds rdpida de estas proteinas. En
casi todos los tipos celulares donde se ha probado,
tanto TNF-o. como PMA y IL-1B inducen una
rapida y completa degradacion de IkB-a desde los
5 min. Sin embargo esta degradacion resulta
transitoria ya que aparecen nuevamente niveles
detectables de proteina a partir de 1h de
estimulacion. Los ensayos de Northern Blot han

demostrado que tras la degradacion, existe un incremento
significativo en la sintesis de novo de la proteina, esto
ademds de una regulaciéon positiva durante las siguientes
24 h permite el mantenimiento de los niveles
intracelulares.  La trascripcion de IxB-o. esta sujeta
entonces a un circuito auto regulatorio inductor ya que es
uno de los genes que primero se transcriben tras la entrada
de NF-xB al niicleo.

Este mecanismo es un ejemplo interesante dentro
de la biologia molecular, de cémo un factor de
transcripcion  puede regular su propia activada al
promover la sintesis de la proteina que lo inhibe. Si bien
existen algunos otros ejemplos en la literatura, el caso NF-
kB/IkB, ha sido estudiado con particular atencién

La estructura de IkB-o consiste de un dominio
central con seis repeticiones de ankirina esenciales para su
interaccion con el factor. 33 residuos del C-terminal,
contienen la region PEST, rica en aa cargados
negativamente, e indispensable para su degradacion en
respuesta a estimulo. En el N-terminal, se encuentran los
residuos de serina (ser 32 y ser 36) y de lisina (lis 51 y lis
52) sobre los que recaen las senales que regulan su
actividad y también en esta region se encuentran los
dominios de la proteina que enmascaran la senales de
localizacion nuclear de NF-xB *

IxB-oe regula ademas la actividad nuclear de NF-
kB. Una caracteristica de IxB-a es la presencia de
secuencias tnicas de exportacion capaces de unir al
receptor nuclear CRM1. La mutacion de las secuencias
NES de localizacion nuclear que contiene [«B o el uso de
inhibidores del CRM1 (como leptomicina B) impiden la
salida de [kB-a del compartimiento nuclear una vez que
ha conseguido entrar *

La entrada de IxB-a al nucleo permite también
mantener la respuesta de NF-kB frente a estimulos
persistentes. Es decir, una subpoblacion de [kB unido al
factor de trascripcion puede traslocarse al nicleo vy
degradarse in situ de manera paulatina para prolongar la
actividad de NF-«xB +

[kB-p

Esta isoforma fue clonada utlizando como
anzuelo, oligonucleotidos especificos disenados para
amplificar por PCR, wuna region conservada de la
secuencias de ankirina, de las cuales, esta proteina
presenta seis repeticiones consecutivas. Es una proteina de
369 aa con un peso molecular aparente de 45 KDa. El C-
terminal es rico en residuos de prolina, glutaimico y
serina. Contiene el mismo numero de residuos de serina y
de treonina que IkB-o, pero no presenta el sitio de
fosforilacion para PKC presente en esta isoforma.

La estructura del la molécula del RNA mensajero
que codifica para IxB-p es inica ya que presenta regiones
cortas no traducida en ambos extremos, y no contiene, a



diferencia de IxB-a, secuencias AUUUA en el
extremo 3° lo que sugiere que se trata de un
mensajero no sujeto a un rapido recambio 3

[kB-B ha sido asociada con una respuesta
bifisica 'y  persistente de NF-xB. Se. ha
encontrado en distintos modelos que los tiempos
a los que ocurre su degradacion son en general,
mas largos que los reportados para [xB-o. Esto se
refiere a que tras un estimulo especifico, la
degradacion de [kB-B puede ser detectada a partir
de los 40 min. Dependiendo del modelo celular,
pueden variar estos tiempos, lo importante es que
bajo la misma serie de estimulos, la primera de las
tres isoformas en degradarse es [kB-o.. La sintesis
de novo de IkB-p es mas tarda que la de IkB-o de
manera que los niveles de esta isoforma de IkB en
el citoplasma se normalizan con mas lentitud.

Al igual que [kB-, IxB-p puede viajar al
nucleo celular y adherir NF-kB activo, como parte
de un eficiente mecanismo de inhibiciéon de la
transcripuion, sin embargo no es capaz de romper
las uniones funcionales NF-xB con la maquinaria
de transcripcion.

[k B-B, se fosforila también en residuos de
serina (serinas 32 y 36) y se ubiquitina en lisinas
21 y 22. Diversos experimentos han demostrado
yue existen en el N-terminal, dos serinas cuya
[osforilacion también es Importante para la
funcion de este inhibidor (serinas 19 y 23) ya que
la sustitucion de estas por alaninas previene su
proteolisis. IxB-p se encuentra constitutivamente
fosfortlado en una de estas dos serinas. La
degradacion inicial de [kB-p en células B y en
respuesta a LPS, es seguida de la sintesis de novo
de esta proteina en una forma hipofosforilada.
Esta se asocia con NF-kB libre previniendo su
interaccién con IkB-o.. A diferencia del IkB-f3
basalmente fosforilado el IxkB-f no fosforilado no
es capaz dJde enmascarar las secuencias de
localizacion nuclear de NF-«xB y por lo tanto de
inhibir su traslocacion al nacleo. E1 NF-kB unido a
[kB-p hipofosforilado, retiene cierta capacidad de
ingresar al nicleo y de activar la transcripcion de
manera que al competir con IkB-o, la forma
hipofosforilada de IxB- permite que exista una
poblacién de NF-xB transcripcionalmente activo
de manera persistente °

El espectro de proteinas Rel con que
puede interactuar IkB-B es prdcticamente el
mismo que IkB-o, aunque en algunos casos se ha
observado que la fuerza de retencion de IkB-j
puede ser menor es decir, aunque unen los
mismos dimeros de NF-xB, la afinidad de [xB-c es
en general mayor que la de IxkB-j

En la mayoria de los modelos, la degradacion de
IxB-B esta asociada con actividad prolongada de NF-xB.
Donde la respuesta inicial es consecuencia de la
degradacion de [kB-a. y IxB-€ y la respuesta persistente se
debe a la desaparicion prolongada de IxB-p 7

IxB-¢

Esta es la ultima isoforma que se ha descrito®. Su
estructura es muy similar a las otras isoformas descritas,
con multiples repeticiones de ankirina.

El mensajero de IxB-& posee diferente patrén basal
de expresion a los de IkB-ot y IkB-p. Aunque también
puede capturar distintos dimeros de NF-xB, se le ha
implicado en la regulacién de complejos de NF-xB que
contienen ¢-Rel 8

La degradacion de IkB-e tiene una cinética
parecida a la de [xB-f, es decir ocurre a tiempos mas
largos que [kB-a, sin embargo la sintesis de novo es mucho
mas rdapida de manera que los niveles basales de la
proteina pueden restablecerse hasta 3 h después del
estimulo. Esta recuperacion coincide con la cinética de
acumulacion del mensajero que muestran los andlisis de
Northern Blot, y por esta razon se ha sugerido que [xB-e
puede regular un tipo de respuesta de NF-xB, lento y
transitorio ¢ Como las otras IkB’s pequenas IkB-& se
degrada también en respuesta a IL-1p y LPS.

Se ha observado en celulas endoteliales, que la
cinética de degradacion de IkB-&, coincide con la expresion
de un subgrupo de genes regulados por c-Rel, la molécula
de adhesion V-CAM en particular, lo cual correlaciona con
el hecho de que IkB-¢ tiene cierta preferencia por el dimero
p65:c-Rel *

IxB-y

Esta isoforma de 607 aa se produce a partir de un
splicing alternativo del precursor p105. Es decir a partir
del mismo transcrito primario, codificado en el mismo
gene (el mismo que codifica para p105 y p50) pueden
traducirse distintas proteinas mediante la edicion del
mRNA. Los primeros estudios bioquimicas demostraron
que la region C-terminal de p105 es idéntica a la proteina
IkB-y de 70-kDa. Se han identificado también otras dos
isoformas de menor peso molecular que provienen del
mismo gene, con pesos moleculares de 63 KDa y 55 KDa
denominadas respectivamente IxkBy-1 e IxBy-2. IkBy-1
puede ser encontrada en el citoplasma y nicleo mientras
[kBy-2 es de localizacion preferentemente nuclear, ambas
tienen distintas actividades inhibidoras y tienen distintas
afinidades relativas por p30.

[kB-y se expresa en un nimero muy discreto de
tipos celulares y tiene una marcada preferencia por
homodimeros de p30 y c¢-Rel. Por esta razén existe poca
literatura con respecto a su regulacion.



Debido a que tanto p50 como IkB-y
provienen del gene que codifica también p105 (ver
mas adelante), la traslocacion del dimero p50:p30
al nicleo puede provenir de mas de una fuente.
Se ha propuesto que en modelos donde se observa
traslocacion preferencial de homodimeros de p30),
estos provienen de la degradacion especifica de
[kB-y. En algunos modelos como en lesiones
isquemicas se observa una traslocacion continua
de p50:p50 activada por IkB-y y asociada a una
disminucién en los niveles de p105 10
Bcl-3

Fue caracterizada inicialmente como
oncogene a partir de un linfoma crénico de
células B. Aunque estructuralmente es muy
parecido al resto de los miembro de la familia IxkB
(tiene siete dominios de ankirina) su funcion
parece ser completamente distinta !

De todas las isoformas conocidas de IxB,
Bcl-3, es la tnica que no es degradada por accion
de las vias cldsicas de activacion de NF-xB. De
hecho su localizacion es preferentemente nuclear y
parece estimular el potencial transcripcional de
NF-xB. Bcl-3 generalmente captura homodimeros
de p32 y p50 y se cree que puede tener distintos
efectos sobre la union de estos al DNA
dependiendo de su estado de fosforilacion, de su
concentracion intracelular y de su interaccion con
factores nucleares 12. Lo que es claro, es que puede
traslocarse al nucleo ya sea libre o unido al NF-
kB y regular su actividad transcripcional. Por
ejemplo puede disociar a p30 y p32 de la
cromatina, o0 puede compelir por p30 en la
formacion de un heterodimero con p32.
Alternativamente, Bcl-3 puede formar complejos
terciarios con los homodimeros de p30 o p52
unidos a DNA y actuar como un activador
transcripcional.  Esta interaccion puede ser
estimulada por la acetilasa de histonas Tip60.

La sobreexpresion de Bcl-3 aumenta las
cantidades del dimero p50 en el nicleo de células
de timo y células B. El mecanismo involucrado
parece ser la captura de p50 de los complejos
pl05:p50 sin que se incremente el procesamiento
de p105 13

La formacion del complejo Bcl-3:p30 es
inducida por una variedad de agentes activadores
de NF-xB y depende de la actividad enzimaitica
del proteosoma pero es independiente de la
traslocacion al nicleo de p50:p65, lo cual sugiere,
que los homodimeros de p50 provienen de la
degradacion de p105 12 '

Regulacion diferencial de IxB-f y IxkB-a

Todos los inductores conocidos de NF-kB,
producen degradacion de IxB-o, sin embargo solo una
fraccion de ellos inducen degradacién de IxB-B. Entre los
estimulos que degradan IxB-B destacan LPS, IL-1 y la
proteina tax de HIV-1. Aunque la caracterizacion inicial
sugeria que IxB-p resulta insensible al estimulo por PMA o
TNF-o, ahora se sabe que esto depende del tipo celular en
cuestion y que la degradacion en respuesta a TNF-o por
ejemplo ocurre con una cinética distinta a la de IxB-o (18)

Cuando NF-«B se trasloca al nicleo, uno de las
primeras proteinas en producirse es IkB-a, que una vez en
el citoplasma, secuestra el factor remanente inactivando la
recien encendida senal. Si la senal de activacion inicial
también conlleva la degradacion de IkB-B, como este se
fosforila mas lentamente, puede secuestrar al NF-xB
remanente y prevenir su interaccion con [kB-o

En la mayoria de los modelos estudiados, la
activacion persistente de NF-xB parece ser en parte
proveniente de [kB-Pp ya que al temer una cinética de
fosforilacion mas lenta, permite una respuesta bifasica
que se observa como un segundo pico en la traslocacion
del factor.

[n vivo, 1kB-o. parece ser un inhibidor mas potente
de la actividad de NF-xB que IkB-B, esta habilidad
correlaciona directamente con la habilidad de IkB-o de
unir al factor tanto in vivo como in vitro. De hecho IkB-u
puede traslocarse al nucleo en ciertas condiciones, disociar
a NF-xB del DNA y transportarlo de regreso al citoplasma,
en un proceso que depende de la presencia de una
secuencia de exportacion, sensible a leoptimicina-B, que
bloquea la exportacion nuclear '4

Degradacion de p100 y p105

Las protemnas p52 y p30 provienen de la proteolisis
de p100 y p103. Sin embargo, poco se sabe acerca de esta
via de activacion de NF-xB (ver fig 2). A partir del mismo
gene puede producirse un precursor de mayor peso
molecular que en el extremo N-termino, contiene la
secuencia que corresponde al factor de transcripcién y en
el extremos C-termino, las secuencias repetidas de
ankirina que en la estructura tridimensional de la proteina,
se asocian a la region N-terminal (ver fig. 2) inhibiendo la
traslocacion nuclear y la actividad del factor

De manera que aunque p30 y p52 pueden
originarse a partir de la proteolisis parcial de p100 y p105,
la poza constitutiva de estos homodimeros, no proviene de
la degradacion de sus precursores. Para la . poza
constitutiva (la que después se asocia con p63 por ejemplo)
la degradacion ocurre co-traduccionalmente, es decir, que
confirme la proteina es sintetizada en el ribosoma, se
degrada la region correspondiente al C-termino.



Entender la regulacion de p100 y de p105;
es entender una serie de degradaciones parciales
que pueden ocurrirle al mismo precursor.

Todos estos  ejemplos, resultan
particularmente interesantes para la biologia
celular ya que es uno de las raras muestras en los
que una molécula es degradada solamente de
forma parcial por el proteosoma '* . Aunque
resulta sorprendente, el precursor p105 ademus de
producir p30, puede también formar de la
isoforma [kB-y. En la secuencia primaria de esta
proteina, los residuos 376404, son necesarios para
el procesamiento y sirven como senal de stop para
la maquinaria proteosomal y las lisinas
localizadas en las posiciones 441y 442 sirven como
senal de ubiquitinacion. Es decir, también a partir
del precursor p103, se puede obtener al inhibidor
[<B-y llevando a acabo protedlisis parcial. Las
seCuenclas  necesarias  para  este  proceso  se
encuentran en los primeros 530 aa.

La via de degradacion de pl05 para la
shtencion de p30, puede ser inducida por
estimulos especificos. Estudios revientes siguieren
que los estimulos cldsicos de activacion de NF-xB
como TNF-o, IL-B y PMA inducen la degradacion
fe p105 a traves de IKK-a y [KK-j3. En estos casos,
una region de 23 aa cercana al C-terminal y rica en
residuos de glicina funciona como senal de
procesamiento para su rompimiento hacia p30,
esta misma secuencia es interesante, ya que puede
dirigir una protedlisis especifica cuando se inserta
mediante técnicas de biolgia molecular a otras
proteinas 15,

La porcion C-terminal de pl05 esta
involucrada en la regulacion y es donde se
localizan los sitios de fosforilacion por IKK. Por
otro lado el papel de p105 como inhibidor de NF-
B, depende de fosforilacion dependiente de senal
y esta regulacion no ha sido del todo estudiada.
Este modelo descrito solamente en células
humanas constituye un importante ejemplo de los
mecanismos regulatorios que conciernen al
proteosoma,.

Es importante senalar que la degradacion
de p105 regulada por IKK, es decir, la que ocurre
como parte de una cascada de senales, es llevada a
cabo por el complejo SCF*-T<P de ubiquitina-ligasa
a diferencia de la proteolisis constitutiva para
generar la poza constitutiva de p30 (1). Es decir
que en el proteosoma se generan de manera
independiente, distintos tipos de degradacion a
partir del mismo precursor. Uno de ellos esta

dirigido por la senal de fosforilacién de p105 y de los
estimulos encargados de generar p50 activo que se
traslocard al nucleo, y el otro para generar una poblacion
de p50 destinada a  asociarse con p65 u otros
heterodimeros que a su ves se uniran a inhibidores IkB.
Esta ultima ocurre co-traduccionalmente, es decr
simultdineamente a la sintesis del precursor, y los
mecanismos que la dirigen no han sido descritos hasta el
momento.

El gene que codifica para p100 (NFKB1) fue uno
de los primeros de esta familia en ser caracterizados. Fue
originalmente descrita por su potencial de transformacion
celular, ya que su fusion con el gene Co de
inmunoglobulinas (que puede ocurrir espontineamente
debido a su cercania fisica) se asocia a algunas leucemias
de células B. Por esta razon era conocido anteriormente
como el oncogene Lyt-10.

pl00 es la unica molécula inhibidora capaz de
asoctarse con la subunidad Rel-B. La regulacion de Rel-B
es distinta a la de las otras subunidades transactivadoras
(pp3, p50 y c¢-Rel) Su actividad no es regulada
aparentemente por ninguna de las IkB pequenas.
Solamente [kB- tiene una capacidad muy pobre de union
a esta proteina. Rel-B ha sido descrito como el miembro de
la familia de NF-xB que contribuye a la poza constitutiva
de este factor. Aunque fue originalmente descrito como un
inhibidor de la actividad de NF-xB, ya que no puede
formar homodimeros y no une directamente DNA, Rel-B
puede asociarse con p30 y p32 y adquirir asi, una fuerte
capacidad transcripcional. Sin embargo la expresion de
RelB esta restringida a tejidos linfoides, como el timo,
ciertas dreas del bazo y los nddulos linfdticos.

RelB se une con p100 en el citoplasma, resultando
crucial para esta asociacion los aminoacidos 623-900 de la
secuencia primaria del factor. Al igual que con p105, La
porcion C-terminal de pl00 contiene las senales de
localizacion nuclear necesarias para la remocion de RelB
del nucleo, (ver fig 2)

La via NIK/ IKK-ox esta implicada en el
procesamiento de pl00. De hecho la cinasa NIK es
responsable de la fosforilacion directa de p100 y de la
localizacion nuclear de Rel-B 7. Esta fosforilacion de p100
que servira después como senal de ubiquitinacion y
degradacion en el preotosoma ocurre en las serinas 867 y
870.

Por otro lado la proteolisis dirigida de p100 da
origen a la subunidad p32, por un mecanismo muy similar
a la sintesis de p30, es decir ocurre co-traduccionalmente y
requiere regiones ricas en glicina localizadas en el N-
terminal 3



Interaccion de IxB con IKK

Como se ha mencionado, KK es el
complejo  multiproteico encargado de la
fosforilacion de las distintas 1kB’s. Estudios in
vitro han demostrado que las tres isoformas mas
comunas de IxB (B y &) pueden interactuar con la
cinasa de IkB (IKK) y que practicamente todos los
miembros de la familia Rel (p63, RelB, cRel, p100 y
pl05) también tienen esta capacidad. Estas
proteinas son capaces de formar complejos
estables y pueden ser co-purificadas con IKK. De
hecho si se utilizan como sondas, péptidos que
corresponden tanto al C- como al N-terminal de
IkB-a, - y - pueden encontrarse interacciones de
alta afinidad con el complejo multiproteico IKK y
estos péptidos  son  fosforilados in vitro
secuencialmente. El péptido correspondiente al C-
terminal de IxB-o es capaz por si solo, de activar
esta actividad de cinasa in wvitro, lo cual es
congruente con los datos que sugieren que el
extremo carboxilo juega un papel en la regulacion
de su degradacion.

La compleja regulacion de NF-xB esta dada por
las distintas isoformas de IxB

Como se ha visto, la regulacion de NF-xB
es un fenémeno complejo y multifactorial. Hay
que resaltar que en una misma célula existen
distintas poblaciones del factor NF-xB, que son
sensibles a distintos estimulos y que estdn sujetos
a complicados mecanismos de regulacion. Por un
lado la posibilidad de formar heterodimeros
distintos, permite la traslocacion de diferentes
actividades de NF-«B al nicleo ya que como se ha
discutido cada distinto heterodimero puede tener
distinta actividad trasncripcional, pero por otro
lado, wuna  poblacion de  heterodimeros
equivalentes puede estar secuestrada por distintas
proteinas IkB. Por ejemplo, el dimero formado por
las subunidades p30/p65 puede estar retenido en
el citoplasma tanto por IkB-«, como por IkB-j y
por IkB-£, cada una de manera independiente,
estableciéndose con ello tres subpoblaciones del
mismo factor que pueden acceder al nucleo bajo
distintos estimulos, o que pueden ser liberados
secuencialmente permitiendo una actividad
sostenida de NF-xkB. Es esta variedad de
posibilidades la que permite la versatilidad que se
ha encontrado en este factor y la multiplicidad de
fenémenos en los que participa, y mucha de esta
versatilidad esta determinada por todas las
distintas  poblaciones de IxkB que pueden
interactuar con el.

Si bien las distintas isoformas no estan presentes
en todos los tipos celulares y muchos de estos mecanismos
estdn restringidos a ciertas condiciones, las vias que aqui
se describen, constituyen interesantes ejemplos en la
bioquimica de transduccion de senales

Asi, en este momento queda claro que una parte
importante de la regulacion de NF-kB recae sobre las
proteinas inhibidoras IxB. Por esta razoén ha cobrado suma
importancia el estudio de las senales que convergen en la
fosforilacion y degradacion de estas proteinas 6 en los
distintos mecanismos a través de los cuales regula NF-«xB
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Abstract. Over-expression of the immune response can lead
to pathological conditions such as septic shock or chronic
inflammation. Endothelial cell activation by pro-inflamma-
tory products of activated macrophages plays a key role in
these conditions. Here we examine the response of primary
human endothelial cells (HUVEC) to conditioned media
(CM) obrained from LPS-activated macrophages. We show
that, as expected. CM induced NF-xB translocation, as well
as adhesion capacity in HUVEC. We further show that this
respons¢ is critically dependent on TNF-a and IL 1§ natural-
ly present in the CM. However, both the amplitude of NF-xB
translocation and adhesiveness observed with CM were well
beyond the saturation levels attained after the sole stimula-
tion with recombinant TNF-a and 1L-1, either separately or
together, We further characterized the translocation of NF-xB
in the presence of CM by studying the degradation rate of
individual 1«B isoforms. Our results show that CM induced a
faster degradation of the 1xB-f and 1xB-¢ isoforms than the
recombinant cytokines, leading to an enhanced recruitment
of NF-kB activity. The above results suggest that the physio-
logical context of factors co-secreted by LPS-activated
macrophages enhances TNF-a mediated endothelial activa-
tion. The role of CM potentiation in the over-response of the
immune system during acute inflammatory diseases is dis-
cussed.

Abbreviations: CM conditioned media by LPS-activated
macrophages, LPS lipopolisacharide, EMSA electrophoretic
mobility shift assay, ELISA enzyme-linked immunosorbent
assay, HUVEC human umbilical vein endothelial cells, I1xB
inhibitor of NF-xB, IFN-y interferon-gamma, IL-1/ inter-
leukin 1-beta, NF-xB nuclear factor kB, PMA phorbol myris-
tate acetate, PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride, PAGE

Correspondence to: L. N. Lopez-Bojorquez

polyacrylamide gel electrophoresis, TNF-a tumor necrosis
factor-alpha, VCAM vascular cell adhesion molecule. | eq
| equivalent

Key words: Innate immunity — Inflamimation — LPS-activat-
ed macrophage inflammatory products - Conditioned Media
- HUVEC

Introduction

Imbalances of the innate immune response lead to an exacer-
bated recruitment of different cell populations during patho-
logical conditions such as septic shock or chronic inflamma-
tion [1]. Macrophages secrete a variety of pro-inflammatory
products, including cytokines such as TNF-a [2], IL-14, IL-6
and IL-18, and their modulators [3]. One of the primary cel-
lular targets of these inflammatory cytokines and modulato-
ry factors is the endothelial cell, whose activation is crucial
during inflammatory processes. This activation triggers a
change from a non-thrombogenic surface to one in which cir-
culating cells adhere to the apical membrane of endothelial
cells [4]. Increased expression of cell adhesion molecules
such as I-CAM, V-CAM and E-selectin are characteristic of
the altered gene expression pattern of the activated endothe-
lial cell [3, 6]. This process in particular leads to thromboge-
nesis and extravasation of leukocytes into the tissues [7]. At
the molecular level, endothelial cell activation is character-
ized by the translocation of the transcription factor NF-xB
into the nucleus and an immediate NF-xB-dependent gene
activation [6, 8, 9]. In its inactive form NF-xB is bound to a
family of cytoplasmatic inhibitory proteins that include
IxB-a, 1xB-f3, and 1xB-¢ [9, 10], which have to be degraded
to release NF-xB. While the degradation of the 1xB-« iso-
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form has been associated with the rapid and transient NF-xB
activation, slower degradation kinetics of the other isoforms
is linked to chronic or long-term NF-«B regulation [11].

A variety of recombinant cytokines are known to be able
to elicit the phosphorylation of [xB isoforms with the subse-
quent translocation of NF-xB to the nucleus [9, 12]. Further-
more, modulatory interactions among cytokines have been
described [3, 8]. In the case of endothelial cells, TNF-a-has
been shown to elicit NF-xB translocation and expression of
adhesion molecules and this effect can be further potentiated
by IFN-y [13]. Whether endothelial activation by recombi-
nant cytokines resembles the response induced by the physi-
ological context of factors secreted by activated macrophages
is not known.

Here we address this issue by examining the response of
primary human endothelial cells (HUVEC) to conditioned
media (CM) obtained from LPS-activated macrophages as
compared to recombinant cytokines. Our results show that
among the naturally ocuring cytokines, TNF-ar and IL 10 are
both necessary and sufficient to elicit HUVEC activation
response. We show, however, that CM stimulation resulted in
a more robust activation and more sustained NF-xB nuclear
traslocation. We further characterized the translocation of NF-
xB in the presence of CM, as well as the degradation rate of
individual [«B isoforms. Our results show that CM induced a
taster degradation of the 1xB-f and 1xB-¢ isoforms than the
recombinant cytokines, resulting in an enhanced NF-xB acti-
vation and the potentiated response induced by CM.

Material and methods
Cell cultures

Primary human umbilical vein cells (HUVEC) were obtained as report-
ed by Jaffe etal., 1973 [14]. Cells were cultured at 37°C in a humidi-
fied atmosphere with 5% CO, in 199 medium (Gibco/BRL, Grand
[sland, NY), supplemented with 10% certified grade FBS (In vitro, D.
F. Mexico), 1% glutamine (SIGMA, St Louis, Mo), 20 pg/ml endothe-
lial mitogen (Biomedical Technologies, Stoughton, Ma) and 100 pg/ml
hepann (SIGMA, St Louis, Mo). Cells were grown in plastic plates
(Costar, Cambridge, Ma) and were used for all the reported experiments
in their third or fourth passage. Every experiment was performed with
a different stock of HUVEC. U937 cells were obtained from the ATCC
and cultured in RPMI media supplemented with 10% FBS and grown
under endotoxinfree conditions. 1929 cells were obtained from the
ATCC and grown in MEM (GIBCO/BRL, Grand [sland, NY) supple-
mented with 10% FBS (In vitro, D. F. Mexico).

Adhesion assay

HUVEC were grown to confluence in 48 well plates and U937 cells were
labeled with | pCi/ml [3H] thymidine (Amersham, Buckinghamshire,
UK) for 48 h. Confluent HUVEC were stimulated for 3 h with different
cytokines or CM and washed twice with PBS. | x 10° U937 cells, previ-
ously labeled and washed, were added to each well containing quiescent
oractivated HUVEC. Cell adhesion was allowed to take place during the
following 3 h. Non-adherent U937 cells were removed by aspiration and
washed three consecutive times with PBS. The remaining adherent cells
were lysated with 0.5 ml of 2 M NaOH, and the radioactivity was mea-
sured in a scintillation counter (Beckman LS6000SC, St Louis, Mo). The
adhesion level was expressed as the percent of adherent cells with respect
1o the total of U937 cells added per well.
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Nuclear and cytoplasmic cell extracts

After treatment, HUVEC (107 cells) were washed with cold PBS and
collected using a rubber scraper. The cell pellet was obtained by cen-
trifugation at 400 x g. After freezing in a dry ice bath, the cells were bro-
ken by allowing them to thaw in hypotonic buffer (10 mM Hepes
pH 7.9, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, | mM DTT). Nuclei were sepa-
rated from the cytoplasmic fraction by centrifugation at 800 x g. The
supernatant was diluted 1:1 in dilution buffer (Hepes 20 mM pH 7.9,
KCl 50 mM, glycerol 20%, EDTA 0.2 mM, PMSF 0.5 mM, DTT
1 mM) for protein assay and further use in cytoplasmic 1xB analysis by
Western blot. The nuclear fractions were recovered and re -suspended in
hypertonic buffer (20 mM Hepes pH 7.9, 0.4 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,,
25% glycerol, 0.2 mM EDTA, | mM DTT, 0.5 mM PMSF), and main-
tained with gentle agitation at 4°C for 30 min. After centrifugation at
16,000 x g for 25 min, the supernatants containing the transcription fac-
tors were collected in dilution buffer. Bradford reagents for protein
determination were from Bio-Rad (BioRad, Hercules, Ca).

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Ten micrograms of the nuclear protein extracts were incubated: with
7=ATP [32P]-labeled oligonucleotide containing the decamenc kB site
(S’AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3°), or the mutated xB oligonu-
cleotide (S’AGTTGAGGCGACTTTCCCAGGC 37), (Santa Cruz, Sta
Cruz, Ca). The binding reactions were carried out by incubating on ice
for 40 min in a reaction buffer (20 mM HEPES, 50 mM KCI, 20% glyc-
erol, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, | mM DTT. | pg/ul BSA. | pg/ul
poli-dI-dC) (Amersham-Pharmacia, Upsala Sweden). The reaction mix-
ture was loaded onto a 7.5% non-denaturing polyacrylamide gel and
resolved at 120 V for 4 h. The gel was dried and the DNAprotein com-
plexes were visualized by exposing the gel to a Storage Phosphor Screen
(Molecular Dynamics, San Francisco, Ca). The screen was read in a
Storm Phosphorimager (Molecular Dynamics, San Francisco, Ca) and
analyzed with ImageQuant software (Molecular Dynamics, San Fran-
cisco, Ca). To assess the identity of the different NF-xB subunits, the
same procedure was used except that 2 pg of the antibodies against p50,
p63, or c-Rel (Sta. Cruz, Stu. Cruz, Ca) were added to the nuclear
extracts 30 min after addition of the xB probes.

Western blot

30 pg of the cytoplasmic protein extracts were boiled in sample buffer
(125 mM Tris-HCL, pH 6.8 1% v/w SDS, 10% v/v glycerol, 0.1 % bro-
mophenol blue, 2% v/v 2-mercaptoethanol) for 5 min. Samples were
separated by 12% SDS- PAGE and transferred to 2 Hybond-ECL mem-
brane (Amersham, Buckinghamshire, UK). Membranes were probed
with rabbit antiserum to human IxB-ax (C-21), IxB-g (C-20), [xB-¢
(M-121) or p65 (sc-109) (Sta. Cruz, Sta. Cruz, Ca) diluted 1:500 in
TBS. After washing, the membranes were incubated with horseradish
peroxidase linked to antirabbit immunoglobulin (GIBCO/BRL, Grand
Island, NY) or anti-mouse immunoglobulin (PIERCE. Rockford, I1).
The signals were detected by enhanced chemiluminescence using the
Supersignal system (PIERCE, Rockford, Il). The signals on the blots
were normalized against the Coommasie stain signal of the nontrans-
ferred portion of the gel, and quantified by densitometry.

Conditioned media

Preparations of secretion products from LPS-activated macrophage-
like cells were obtained following previously described protocols [13]
with slight modifications. Accordingly, 5 x 10° U937 cells/ml were dif-
ferentiated by incubation with 0.1 pM PMA (SIGMA. St Louis, Mo)
for 12 h, and washed 3 times with PBS. Cells were maintained in RPMI
supplemented with 10% FBS. After 72 h, activation was induced with
0.1 pg/ml LPS (SIGMA, St Louis, Mo) for 20 min. In order to elimi-
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nate the excess LPS, the medium was removed, and adherent cells were
washed three times with PBS, which further removed any LPS-con-
taining medium. Fresh RPMI with no phenol red and no serum was
added to the activated cells, and was left enough time to 3 h had elapsed
after the addition of LPS. The conditioned medium was centrifuged for
15 min at 5,000 x g, passed through a 0.2 pm filter. CM was kept at
4°C until usage. Bradford reagents for protein determination were
from Bio-Rad (BioRad, Hercules, Ca) For the CM prepared without
LPS the procedure was the same (including in vitro differentiation),
except for the LPS activation. In a set of contol experiments, for both
adhesion assays and NF-xB translocation, no difference was observed
between adding this control CM and the standard non-stimulated
HUVEC cultures (see fig. 1 A); in most experiments, however, this
control is not shown. All independent CM stocks were calibrated and
adjusted before the experiments in order o use a dose equivalent, in
terms of both biological activity and TNF-a content. to | ng/ml of
recombinant cytokine ( leq).

CM newralization

I my/ml polymixin B (PolB) was pre-incubated with the UM for 2 h a
37°C pnor to adding CM o HUVEC. This PolB dose is enough w0
inhibit the adhesion response induced by 10 pg/ml of LPS.

Neutralizing antibodies against TNF-ix and [L-13 (2 pe/ml) were
pre-incubated with the CM for | h at 25°C prior to adding CM to
HUVEC. Previous experiments have shown that this anubody concen-
tration was enough to block the adhesion response induced by 10 ng/ml
of recombinant cytokine.

Cytokine ELISA

TNF-ix and [L-18 determination was performed with commercial kits
(R&D Systems, Minneapolis, MN) following the manufacturer’s rec-
ommended protocol with minor modifications. The amounts of reagents
used were: 30 pl/well of the primary antbodies (2 pg/ml), 100 pl of the
standards or experimental samples, and 1 pl of the biotinylated sec-
ondary antibody (coupled to streptavidine-alkaline phosphatase) dilut-
ed 1/1000. Development was done with 100 pl of p-nitrophenyl-phos-
phate (1 pg'pl) as substrate. The O. D. was read at 450 nm in an ELISA
reader 1 Biotech [nstruments Inc., Winooski, Vt).

Cytotoxicity assay

The hiological TNF-« activity in the CM was determined as previously
described [16]. The 1929 cells were grown in 96 well plates (1.2 x 10¢
cells/well). For the assay, the cells were incubated in DMEM supple-
mented with 10% SFB and | mg/ml of actinomycin D (SIGMA, St
Louis, Mo) and added with sequential two-fold dilutions of the CM. A
standard curve of rhTNF-a (R&D Systems, Minneapolis, Mn) was
included in every assay. After 12 h, the cells were fixed with 4% p-
formaldehyde, and swined with crystal violet (0.4%). The fixed stzin
was re-dissolved with 10% acetic acid, and the O, D. was read at 590 nm
using an ELISA reader (Biotech Instruments Inc., Winooski, Vt). The
results were expressed as the percent viability, compared to untreated
control.

Statistical analysis

All the EMSA and western blot assays shown here are the representa-
tive results of at least 4 individual experiments performed with inde-
pendent cell cultures each. The adhesion assays are reported as the mean
values of at least 5 independent experiments, each one performed in
triplicate. The error bars indicate + | standard error of the mean. Data
sets were analyzed using two-tailed Student's ¢ test.
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Results

Preliminary experiments (data not shown), using both
ELISA and cytotoxicity assays, corroborated the well-
known fact that TNF-a and 1L-1f production rises during
the first 3 h and begins to decay 6 h post activation [17].
Moreover, under our working conditions 3 h after LPS acti-
vation, the content of IL-1 and TNF-a consistently attained
an approximate a 1:1 ratio; i.e., | ng/ml of each cytokine. To
mimic the natural mixture of products in the early inflam-
matory reaction, CM were collected 3 h atter LPS addition.
Therefore, the CM amount used in all experiments was min-
imally adjusted to provide the biological activity equivalent
to | ng/ml of cach recombinant cytokine. We have termed
this protein amount as | eq. The calibration of the TNF-a
content in all CM stocks was further confirmed using the
cytotoxicity assay.

CM increases the adhesion capacity of HUVEC
as compared to recombinant cytokines

HUVEC adhesion response to human recombinant cytokines
(TNF-a and 1L-10) and to CM is shown in Figure 1 A. As
expected both cytokines as well as the CM were able to
induce HUVEC adhesion. CM, however, showed a signifi-
cantly more robust level of adhesion than cither cytokine
alone (p <0.05). Thus. whereas the adhesion response elicit-
ed by 10 ng/ml of either TNF-a, IL-1§ or their combination
reached 23% (£ 3). 21% (% 2) and 27% (£ 4) respectively,
the response obtained by incubating with | eq CM was
twofold (42% + ). To evaluate the relative contribution of
either TNF-a or IL-14 in the response elicited by CM, the
adhesion assay was performed with a CM previously treated
with neutralizing antibodies against these cytokines. As
shown in Figure | A, adhesion was reduced from 44% (+ 8)
to 26% (* 3) using anti-TNF-g, and to 24 % (+ 6) with anti-
IL-18. The simultaneous addition of both antibodies further
reduced adhesion down to basal levels, showing that the
response observed after CM stimulation critically depended
on these two cytokines. In order to rule out any unspecific
effect of the CM, we also tested the effect of CM from
macrophage-like cells not treated with LPS. We confirmed
independently that this control medium had no detectable
levels of IL-1 or TNF-a as measured by ELISA or cytotox-
ic assay. A further characterization showed that both recom-
binant cytokines and CM acted in a dosedependent manner
(Fig. 1 B). Recombinant cytokine reached saturation at a con-
centration of | ng/ml. In contrast, CM treatment consistently
surpassed the saturation level of adhesion observed with
recombinant cytokines. The differences in dependency to
increasing concentmrations of TNF- or CM can be appreciat-
ed in figure 1 B (inset), where log/log regressions showed a
significant difference in the slope of the adhesion curves
(p <0.05).

In order to determine whether the high levels of adhesion
artained by CM could be the result of both cytokines acting
additively, we analyzed the response of increasing doses of
both recombinant factors added together. Figure 1 C shows that
the adhesion capacity induced by both cytokines also reached
saturation at similar levels after a dose of | ng/ml of each.
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CM promotes an increased and sustained NF-xB
translocation in HUVEC

As in the case of the adhesion response, nuclear NF-xB lev-
els assessed by EMSA were dose-dependent and reached
their highest value at | ng/ml of either TNF-a or IL-1. This
level of wanslocation could not be further increased using
higher doses (Fig. 2A). Furthermore, the simultaneous addi-
tion of both recombinant cytokines (| ng/ml of each) had no
additive effects (Fig. 2B). On the contrary, NF-xB CM-
dependent translocation consistently reached a much higher
level, exceeding the saturation point attained by recombinant
cvtokines (Fig. 3A). The quantity of NF-xB translocated in

TNF-x and CM-treated cells was 3.1 and 7.4 times the con-
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trol, respectively (Fig. 3 A, lanes 2 and 4). Interestingly, TNF-
a and CM-treated cells consistently exhibited three nuclear
complexes, whereas only two of them were observed in the
IL-1B-treated cells (In the following paragraphs of the dis-
cussion we named these complexes [, 11 and 11 in terms of
their electrophoretic mobility).

Recombinant TNF-¢ induced a rapid and transient
NF-xB translocation. The peak was reached at 20 min and
returned to basal levels 60 min after treatment (Fig. 3C).
In contrast, in CM-treated cells the response was sustained
and reached its highest levels 60 min after stimulation (Fig.
3D).

As shown in Figure 3 B the quantification (Western blot)
of the cytoplasmic inactive pool of NF-xB revealed that

L1f TR 1P
+

TNFa

control

tngimd ing/mi

Fig. 2. Recombinant cytokines induce a dose-dependent NF-xB translocation EMSA for NF-xB in cytokines-treated HUVEC. (A) Dose-response
NF-xB truslocation with recombinant TNF-a or [L1-# (B) HUVEC pre-stimulated with Ing/ml IL1-4, Ing/ml TNF-a or Ing/ml IL-1/ plus Ing/ml

TNF-a. Nuclear extracts were collected 20 min after cytokine stimulation.
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Fig. 3. CM induce increased and longer lasting NF-«B translocation in HUVEC. EMSA for NF-aB in cytokine or CM-treated HUVEC. (A) Translo-
cation of NF-xB in HUVEC stimulated with Ing/ml TNF-a or CM at 0.5 and leq (equivalent dose, see Materials and methods). Nuclear extracts were
collected 20 min after stimulation. (B) Time course of NF-xB translocation in HUVEC treated with 1 ng/ml of TNF-a. (C) Time course of NF-«B
translocation in CM-treated HUVEC. (D) Western Blot of the cytoplasmic fraction from HUVEC treated with TNF-a (1 ng/ml) or CM (1 eq) during

20 mun, using polyclonal antibody against the p65 NF-xB subunit.



TNF-a treatment leaves a larger remnant than CM treatment.
In addition and despite its greater stimulatory effect, CM
treatment was unable to exhaust this pool.

CM-mediated effects are not explained by residual
carry-over of LPS

Even though CM preparation involves the removal of LPS,
the participation of possible residues of this endotoxin had
to be ruled out. Consequently, a series of experiments were
conducted using polymixin B (Pol B). This antibiotic specif-
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ically binds and prevents the endotoxin to interact with
its cell receptors, thus acting as a neutralizing agent against
LPS-mediated activation [18]. To this end we decide to
use a concentration of Pol B (1 mg/ml) which when added
alone is devoid of significant effects but that effectively
inhibits the adhesion response induced by 10 pg/ml of LPS
(Fig. 4 A). In marked contrast, when this amount of Pol B
was added to CM, the characteristic enhanced response
to media was unaffected. Furthermore, the addition of LPS
to CM does not potentiate its activity (Fig. 4 A bar 8). This
lack of effect of Pol B upon CM was confirmed by EMSA
(Fig. 4B).

oM

c THF-G CM Pol 8 LPS

Pol B

Fig. 4. LPS carry-over does not contribute to the enhancing effect of CM. (A) Percent adhesion in HUVEC after stimulation with CM previously
treated with 1 pg/ml of polymixin B (Pol B), TNF-a, LPS or CM plus LPS. (B) EMSA in TNF-a-treated HUVEC (Ing/ml) or CM-treated HUVEC
(1 eq, see Materials and methods). The CM was pre incubated with polymixin B (1 pg/ml) for 2 h at 37°C before stimulation. Note that the LPS con-
centration used in EMSA and adhesion assays (10 pg/ml) was 100 times higher than the amount used for the activation of U937 cells (0.1 pg/ml)
Nuclear extracts were collected 20 min after stimulation.
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Fig. 5. Identical NF-xB subunit composition of the complexes translocated into the nuclei of HUVEC after TNF-a or CM treatment. EMSA in TNF-
a-treated HUVEC (1 ng/ml) or CM-treated HUVEC (1 eq, see Materials and methods). Left side arrows show the different complexes (I, IT and 111
respectively), right side arrows show the supershift complexes formed with the anti-p65, anti c-Rel and anti-p50 antibodies. Nuclear extracts were
collected 20 min after stimulaton.
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CM translocates the same NF-xB subunits to the nucleus
as does TNF-a

To further explore the subunit composition of the translocat-
ed NF-xB complexes in response to CM, a supershift EMSA
assay using antibodies against the different subunits was per-
formed (Fig. 5). All theses assays were performed 20 min
after stimulation, which correspond to the peak of TNF-c
induced activity. The mobility of the protein-DNA complex-
es from TNF-a- and CM-treated cells revealed that the three
of them are heterodimers. The complexes | and 1l contain the
p50 and p63 subunits, and complex 111 contains c-Rel and the
p65 subunit.

The € and b [xB 1soforms degraded earlier in response
o CM

To further characterize the mechanism of NF-xB activation
in CM-activated cells, we followed the degradation of 1«8
isoforms (1«B-a, 1«B-f and 1kB-£) which are typically impli-
cated in the NF-xB transduction pathways. Figure 6 shows a
distinct degradation pattern depending on the activating
stmulil. For TNF-a treated cells there is a rapid 1xB-a degra-
dation which attains its maximum at 20 min, and is followed
by a partial restitution 60 min after TNF-a stimulation. In
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contrast, CM-stimulated cells degrade 1xB-a in a sustained
form, and the re-synthesis seems to be delayed. In the case of
the other 1xB’s, TNF-a induces a similar but slower profile
which exhibit a tandem pattern of degradation: [xB-§ fol-
lowed by |xB-¢. Conversely, in CM-treated cells, these iso-
forms disappeared faster.

Discussion

The present study offers a number of compelling observa-
tions supporting the view that the inflammatory potency of
TNF-aand IL-13is increased in the physiological context of
CM. Our data strongly support present views regarding the
complex interplay of positive and negative signals to modu-
late the well-known role plaved by canonical cytokines in the
trigger of the integrated inflammatory response [3, 19].

TNF-a is a widely recognized major mediator of the innate
immune response [20]. However, since septic shock and other
inflammarion-related pathologies cannot be prevented solely
by inhibiting TNF-a secretion and/or activity, the participation
of other factors known to be secreted by macrophages can not
be ruled out [1]. Furthermore. with the availability of recom-
binant cvtokines most of the current in vitro studies have been
aimed at dissecting the mechanisms, overlooking the physio-
logical context of the inflammatory response.
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Fig. 6. CM induce a faster sequence of degradation of the distinct IxB isoforms. Western blot of 1xB-«, [xB-f§ and IxB-¢ in the cytoplasmic fractions
from TNF-« or CMreated HUVEC. The cytoplasmic extracts from HUVEC were collected at the indicated time points. The non-transferred portion
ol every gel was stained with Coommasie blue and is shown in the lower part of the corresponding blot as a loading control. The values from densit-

ometry analysis are shown.



This study is based in an experimental mode! that uses both
CM from LPS-activated macrophage-like cells, and primary
cultures of human endothelial cells. CM constitutes a classical
model in the study of the inflammatory reaction. Furthermore,
these media were the original source that allowed the identifi-
cation and purification of TNF-&, among other classical
inflammatory cytokines [21]. Since these media contain the
physiological proportions of inflammatory mediators, they
constitute a closer model to the in vivo response of endothelial
cells to the natural array of inflammatory signals [22]. On the
other hand, U937 cells have been widely used as an in vitro
model for myeloid differentiation and activation. Furthermore,
U937 cells are an excellent source of mature human
macrophage-like cells since they express the typical myeloid
markers after in vitro differentiation [23-26].

It is well documented that TNF-a and IL-18 pathways
converge on the IKK kinase, an important upstream mediator
of the NF-xB pathway [9, 27]. Our data further support the
idea that NF-xB is a critical point of convergence in the sig-
naling pathways activated by these two inflammatory
cytokines. Removing both native TNF-a and 1L-1 from the
CM abrogates their ability to activate endothelial cells, which
is consistent with the concept that these two cytokines alone
or in combination are critical for the inflammatory effects
seen in our model. In addition, our results strongly suggest a
modulatory effect elicited by factor(s) present in the CM that
potentiate the TNF-a or 1L-1f responses. Interestingly, these
unrecognized factors showed no inflammatory activity by
themselves. Actually their lack of activity on the HUVEC in
the absence of 1L-1f or TNF-a is probably the reason why
they haven’t been detected.

A number of compelling observations in this study sug-
gest that the TNF-a and IL-1/ activity can be modulated by
the physiological inflammatory context.

A pattern of cytokine-induced saturation was observed in
NF-«B translocation in response to TNF-aand 1L-15. A sim-
ilar pattern of saturation was evident in the adhesion response
and was reached at the same dose of recombinant cytokines
(1 ng/ml). In contrast, CM, adjusted to contain TNF-a and
IL-18 in a concentration equivalent to the saturating dose,
greatly surpassed the highest activation reached by recombi-
nant TNF-a or IL-1f either separately or together. These
results imply that the additional response is not simply the
additive effect of both cytokines acting in concert, and that
the mechanisms activated by TNF-a and 1L-1 are affected
by CM in such a way so that more NF-xB translocates into
the nucleus.

CM not only causes a higher activation of NF-xB, but a
longer lasting one. It is widely accepted that TNF-a-mediat-
ed NF-«B translocation is transient, and that it decays due to
the re-synthesis of the 1xB proteins [28], and the resulting
recapture of the active nuclear factor. Whether this extended
duration of CM-mediated NF-«B translocation is the result
of stabilization of the factor in the nucleus or due to the inhi-
bition of 1xB protein production remains to be determined.
Interestingly, the additional NF-xB complexes do not show a
different composition when compared with the ones recruit-
ed by TNF-¢ alone. This observation reinforces the idea that,
with respect to NF-xB activation, the CM facilitates a
TNF-a or 1L-1p-dependent signaling pathway with an ele-
vated capacity for recruitment of NF-xB.

L. N. Lépez-Bojorquez et al. Inflamm. res.

We suggest that this enhancing effect of the CM does not
correspond to an alternative mechanism, but results from a
particular combination of mediators that provide with a more
effective physiological signalling context. This view is sup-
ported by the fact that, when using TNF-a alone we still
observed a significant amount of cytoplasmic p65 NF-xB
isoform, but the amount of the cytoplasmic p65 NF-xB iso-
form fells to half after CM stimulation. This demostrates the
presence of an additional cytoplasmic NF-aB pool that can
be recruited when TNF-x acts in the context of CM.

The kinetics of degradation and re-synthesis of the dif-
ferent 1xB isoforms in response to TNF-a and CMs offer a
possible explanation of the additional recruitment of the
cytoplasmic NF-xB pools. Our results regarding their order
of degradation are consistent with previous reports [29, 30],
which show that 1xB-¢, ffand & disappear sequentially. How-
ever, our study suggests that the signal initiated by the CM
could have a better access to the IxB degradation pathway
than TNF-e alone, since the 1xB-f and 1xB-¢ isoforms show
a faster and more pronounced degradation in response to CM
than to TNF-a& alone. Qur data also suggest that an NF-«xB
pool retained in the cytoplasm by these isoforms could be
responsible for the sustained NF-«xB translocation response
(see above). CM-induced translocation ot NF-xB could thus
be the result of a sequential release of an additional source of
NF-«B. Nevertheless, additional mechanisms like some form
of NF-xB stabilization in the nucleus cannot be ruled out.
Also in future studies, it will be of particular interest to elu-
cidate the possible additional involvement of non-canonical
NF-xB pathways [6, 27].

Additional results in our laboratory have shown a 167-
fold increase in the expression of the adhesion molecule
Selectin-E in response to CM, as measured by fluorescence
in flow cytometry analysis. Although this response is higher
than the expression obtained by employing saturating doses
of TNF-a (120-fold), it does not completely account for the
increased adhesion observed in the present study (Fig. 1).
Since ICAM-| regulation in HUVEC is mediated by the
NF- xB subunits p65/c-Rel, which involves 1«B-¢ degrada-
tion [31], an increase in this molecule could help to explain
the CMmediated increased adhesion. The quantitation of
ICAM-1 molecule will therefore be particularly important.

Since the blockade of either cytokine impairs the potenti-
ating response, and the blockade of both totally inhibirs it, the
possibility of an independent adhesion signal pathway acti-
vated by some of the factors present in CM is very unlikely.
The enhanced CM-mediated adhesion however, requires
canonical cytokines, probably because the expression of
ICAM-1 is also regulated by the sequential and cooperative
expression of other adhesion molecules like E-Selectin and
VCAM-1 [6]. A scenario where the CM context potentiates
the effect of canonical cytokines, particularly over the 1xB-¢
degradation, could explain the critical participation of
TNF-aand IL-1f3 in the CM-mediated improvement in adhe-
sion. Further analysis of adhesion molecules in CMstimulat-
ed HUVEC should provide additional evidence of the mech-
anisms of potentiation of adhesion by CM.

The enhancing effect hereby reported could be mediated
by several possible factors. Numerous reports show TNF-a
modulation by other cytokines. 1FN-y is the best known
potentiator of a variety of responses triggered by TNF-a,
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such as NF-xB translocation and expression of adhesion
molecules [32]. In our model, the simultaneous addition of
TNF-a and IFN-y to HUVEC could mimic the improvement
observed in adhesion (41% + 3 induced by the combination
of IFN-y plus TNF-a, and 43% * 4 induced by the CM). A
similar effect was observed upon NF-xB translocation (data
not shown). ELISA screenings, however, showed no
detectable amounts of IFN-y in our CM stocks. The possible
participation of other known molecules on the enhancing
cffect shown in this study remains to be determined.

The ability of the factors secreted by LPS-activated
macrophage-like U937 cells to potentiate the TNF-a-mediat-
ed endothelial activation is likely to be biologically relevant,
particularly in pathologically exacerbated responses of the
immune system, such as septic shuck [33-35]. A better
understanding of the regulatory effect of the factors co-
secreted with TNF-a could also redirect the interpretation of
many in viro studies using recombinant cytokines, thus
adding to the understanding of the mechanism underlying
pathological inflammatory states [36].
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