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RESUMEN

El factor transformante beta (TGF-B) es un mediador clave de las enfermedades
renales. El betaglicano, también conocido como receptor Il del TGF-B, regula las acciones
del TGF- modulando su acceso a los receptores tipo | y tipo Il. La modulacién se da de dos
maneras: cuando el betaglicano se encuentra unido a la membrana potencia los efectos del

TGF-B y cuando se encuentra en forma soluble es un antagonista de las acciones del TGF-(.

En este trabajo se describen los efectos de la administracion del betaglicano soluble
recombinante (SBG) para el tratamiento de la nefropatia diabética del ratén diabético db/db,
un modelo de diabetes tipo Il. Ratones diabéticos db/db y sus controles, ratones
heterocigotos no diabéticos db/m recibieron 50 ug de SBG ¢ vehiculo (PBS) por via
intraperitoneal tres veces por semana durante ocho semanas a partir de las ocho semanas.
Al final del tratamiento, los ratones db/db tratados con PBS presentaron albuminuria, un
aumento en su creatinina sérica y expasion de la matriz mesangial glomerular. Los ratones
diabéticos tratados con SBG presentaron una disminucion en la creatinina sérica, la
albuminuria y el dafio renal estructural. Estos efectos fueron asociados con la disminucion de
los niveles de ARNm de TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, colagena |V, colagena |, fibronectina y
SGK. También el SBG redujo la acumulacion de colagena IV y fibronectina en el glomérulo
de los ratones db/db. Todos estos efectos parecen ser mediados a través de la via de
sefalizacion canodnica del TGF-f como lo muestra la disminuciéon de la proteina Smad2
fosforilada en las células glomerulares y tubulares de los ratones diabéticos tratados con
SBG. Nuestros resultados muestran que el SBG es una molécula con un gran potencial
terapéutico comparable a otros agentes neutralizantes del TGF-B. Debido a que el SBG tiene
alta afinidad por todas las isoformas del TGF-B, puede ser encontrado de manera natural en
el suero y tejidos, y su corte puede ser regulado, podria ser utilizado con éxito en el
tratamiento a largo plazo de enfermedades renales y otras patologias en donde el TGF-3

juega un papel patofisioldgico.



ABSTRACT

Transforming growth factor-B (TGF-B) is a key mediator of renal
diseases. Betaglycan, also known as the type Illl TGF- receptor, regulates
TGF-B action by modulating its access to the type | and Il receptors. This
modulation is two fold: as a membrane bound receptor, betaglycan enhances

TGF- actions, and as a soluble receptor is an antagonist of TGF-3 actions.

This work describes the effects of the administration of recombinant
soluble betaglycan (SBG) for the treatment of the diabetic nephropathy of the
db/db mouse, a model of type 2 diabetes. Eight-week-old db/db mice and
heterozygotes non diabetic db/m littermates were injected intraperitoneally with
50 ug of SBG or vehicle (PBS), three times per week during 8 weeks. At the
end of the treatment, the PBS-treated db/db mice developed albuminuria, an
increase in its serum creatinine, and glomerular mesangial matrix expansion.
The db/db mice treated with SBG exhibited reduction in serum creatinine,
albuminuria and structural renal damage. These effects were associated with
lower kidney levels of mRNAs encoding TGF-1, TGF-32, TGF-33, collagen 1V,
collagen |, fibronectin and SGK. SBG treatment also decreased the
accumulation of collagen IV and fibronectin in the glomerulus of the db/db mice.
All these effects appear to be mediated through the canonical TGF-§ signaling
pathway as evidenced by the decrease of phospho-Smad2 in glomerular and
tubular cells of the db/db mice treated with SBG. Our results show that SBG is a

molecule with a big potential therapeutic similar to others anti-TGF- agents.

Because SBG has high affinities for all TGF-p isoforms, it is found
naturally in serum and tissues and its shedding can be regulated, we believe
that it could be utilized for the long-term treatment of kidney diseases and other

pathologies in which TGF-f3 plays a physiopathological role.



INTRODUCCION
EL TGF-B y su superfamilia

El factor transformante tipo beta, mejor conocido por sus siglas en ingles
TGF-B (“Transforming Growth Factor B”) fue purificado por primera vez como
una proteina homodimérica de 25 kDa a partir de placenta humana, plaquetas y
de riidn bovino [Roberts et al, 1981]. Se le dio el nombre de factor
transformante debido a su habilidad para inducir la transformacion de las
células normales en células aparentemente tumorales. Posteriormente, fue
demostrado que el TGF-B inhibe el crecimiento de las células epiteliales y
regula un gran numero de funciones celulares relacionadas no solo con la
transformacién celular. Desde su descubrimiento hasta la fecha, se ha
encontrado que el TGF-p participa en un gran numero de procesos esenciales
para la homeostasis de todos los tejidos del organismo, incluyendo proliferacion
celular, embriogénesis, regulacion inmune, reparacién de tejidos y muerte
celular. La importancia del TGF-B para la medicina humana radica en que la
desregulacion de sus acciones propicia enfermedades neoplasicas,
inflamatorias cronicas, autoinmunes y fibréticas [Border y Rouslahti, 1992].

El TGF-B es miembro de una gran familia de mas de 42 miembros de
factores de crecimiento polipeptidicos, identificados en vertebrados e
invertebrados [Yigong y Massagué, 2003]. La superfamilia incluye a las
isoformas del TGF-B, activinas e inhibinas, los factores de crecimiento y
diferenciacién (GDF) y proteinas morfogenéticas del hueso (BMP). Miembros
mas distantes incluyen a la proteina nodal y lefty, las cuales estan involucradas
en el desarrollo embrionario. La proteina Dpp (“decapentaplegic protein”) ha
sido encontrada en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y Daf-7 ha
sido identificada en el nematodo Caenorhabditis elegans (Tabla 1). Muchas de
las funciones y propiedades de la superfamilia del TGF-$ estan conservadas
desde los gusanos hasta los humanos indicando la importancia de esta familia

[Yigong y Massague, 2003].



Tabla 1. La familia del TGF-B y sus actividades representativas.

Nombre (Homologo)

Subfamilia BMP2
BMP2 (Dpp®)
BMP4

Subfamilia BMP5
BMP5 (60 AP)
BMP6/Vgri
BMP7/OP1
BMP8/OP2

Subfamilia GDF5
GDF5/CDMP1
GDF6/CDM2
GDF7

Subfamilia VG1
GDF1 (vgl")
GDF3/VGr2
SubfamiliaBMP
BMP3/osteogenina
GDF10

Miembros Intermedios
Nodal (Xnr 1 a 3%)
Dorsalina

GDF8

GDF9

Subfamilia activina
Activina A

Activina /B

Activina gC

Activina SE

Subfamilia TGF-£
TGF-p1
TGF-42
TGF-43

Parientes distantes
MIS/AMH

Inhibina o

GDNF

%

100
92

61
61
60
55

57
54
57

42
53

48
46

42
40
41
34

42
42
37
40

35
34
36

27
22
23

Actividades representativas

Gastrulacion,neurogénesis,condroigénesis,apopotosis
interdigital

Junto con BMP2 y BMP4 participa en el desarrollo de
drganos y neurogénesis

Condrogénesis en el desarrollo de extremidades

Induccién mesodérmica axial en ranas y peces

Diferenciacion osteogénica, formacion de huesos y
guimiotaxis de monocitos

Induccion del mesodermo axial, regulacion de la
diferenciacion celular en el tubo neural, Inhibicion del
crecimiento del musculo esquelético.

Produccion de la hormona foliculo estimulante (FSH),
diferenciacion celular eritroide

Control de la proliferacion y diferenciacion celular,
reparacion de heridas produccibn de matriz
extracelular, inmunosupresion

Regresion del tubo Miilleriano,
Inhibicion de la activina,
Desarrollo del rifién

Los miembros listados han sido identificados en Humano y/o ratén. Entre paréntesis se
muestran los homologos en Drosophila (°) y Xenopus (¥). %, se refiere a la identidad
de amino acidos con respecto a BMP2. GDF, factor de diferenciaciéon y crecimiento.
CDMP, proteina morfogenética derivada del cartilago. MIS/AMH, Sustancia inhibidora



de la hormona Miilleriana. GDNF, factor neurotréfico derivado de la célula glial. [Tabla
modificada de Massagué J, 1998].

Isoformas del TGF-f
Se conocen 5 isoformas del TGF-: TGF-p1, TGF-2 y TGF-33 se

encuentran presentes en mamiferos; TGF-B4 ha sido encontrada solo en aves
y es homologa al TGF-B1; y TGF-B5 se encuentra en anfibios. Las isoformas
del TGF-B en mamifero, son ampliamente expresadas y actuan practicamente
en cualquier tipo celular. En el humano se localizan en 3 cromosomas
diferentes (19, 1 y 14) y se encuentran bajo el control de diferentes promotores
[Fujii et al, 1986; Barton et al, 1988]. Los tres genes tienen una estructura
similar y exhiben un alto grado de conservacién en su secuencia, sugiriendo
que derivan de un ancestro comun [Sporn y Roberts, 1990].

En estudios in vitro, las tres isoformas del TGF- tienen efectos
bioldégicos similares, sin embargo en sistemas in vivo se cree que tienen
acciones bioldgicas especificas. Esto se infiere de los fenotipos no redundantes
de los ratones knock-out para cada una de las isoformas del TGF-$.

El 50% de los ratones knock-out para TGF-B1 (TGF-B1 '), mueren
intrauterinamente, y el resto que llega a término parecen ratones normales
durante las 2 primeras semanas de vida pero desarrollan inflamacion
generalizada y mueren entre las 3 y 4 semanas de edad. Los ratones
presentan inflamacion multifocal en muchos tejidos. El corazon y el pulmon se
ven severamente afectados. Se observa un incremento en la adhesion de
leucocitos al endotelio de las venas pulmonares e infiltrado inflamatorio en el
parénquima pulmonar. El corazén se ve afectado por endocarditis que progresa
a miocarditis. Los ratones mueren de dafo cardiopulmonar [Kulkarni et al,
1995]. Los ratones TGF-B2 7 presentan mortalidad perinatal y una amplia
variedad de defectos en el desarrollo que incluyen defectos cardiacos,
pulmonares, craneofaciales, de los miembros, oido interno y defectos
urogenitales. Los procesos de desarrollo involucrados comunmente en los
tejidos afectados incluyen interacciones epitelio-mesenquimales, crecimiento
celular, produccion de matriz extracelular y remodelacion de tejidos [Sanford et
al, 1997]. Los ratones TGF-B3 ” mueren a las horas de nacidos con un fenotipo
unico consistente en defectos en el desarrollo pulmonar y en la formacién del

paladar. Lo que demuestra la participacion de esta isoforma en la morfogénesis



normal del paladar y pulmén y su implicacién directa en los mecanismos

epitelio-mesenquimales en estos 6rganos [Kaartinen et al, 1995].

Sintesis y activacion del TGF-f3

Las tres isoformas del TGF-f son sintetizadas y secretadas como
complejos inactivos [Derynck et al, 1985]. Estos complejos latentes no se
pueden unir a sus receptores en la superficie de las células y por lo tanto son
biolégicamente inactivos. De este modo la activacion del TGF-§ latente es un
punto posible de control para la regulaciéon de su actividad in vivo [Brown et al,
1990].

La forma biologicamente activa de las isoformas del TGF-§ es un dimero
de 25 KDa. Sin embargo, el TGF-3 es secretado en su forma inactiva como un
precursor latente de 100 KDa. El precursor dimérico, proTGF-f3 consta de 390
aminoacidos. Los 112 residuos localizados en el carboxilo terminal constituyen
la forma activa y madura del TGF-B, mientras que los residuos restantes
corresponden al péptido asociado a la latencia LAP ("latency associated
peptide"). El precursor dimérico tiene un péptido sefial en el amino terminal que
lo dirige a la via de secrecion y un prodominio que es necesario para el
plegamiento y dimerizacion del factor [Massagué, 1998]. Antes de ser
secretado el precursor dimérico sufre un corte proteolitico que separa al TGF-3
maduro del LAP. Este corte proteolitico es realizado por endopeptidasas como
la furina [Dubois, 1995]. El TGF- procesado se secreta como un complejo
latente formado por la asociacidon no covalente entre el LAP y el TGF-§ maduro,
este complejo es denominado complejo latente pequefio o SLC ("small latent
complex"). EI SLC es liberado de la célula en forma constitutiva. EI SLC se
unen a la matriz extracelular a través de una proteina llamada proteina de
union al TGF-B latente LTBP ("latent TGF-B binding protein") formando un
complejo inactivo de mayor tamarfo, conocido como complejo latente mayor o
LLC ("large latent complex") (figura 1) [Miyazono et al, 1988].

Para que el TGF-p se active, es necesario que se libere del LAP. La
liberacion del TGF-p del LAP se puede realizar in vitro con procesos fisicos

como cambios de temperatura, pH 6 plasmina [Miyazono et al, 1993, Lawrence



et al, 1985; Lyons et al, 1988]. La activacion del TGF-f in vivo aun no es bien
entendida, sin embargo, se ha propuesto la participacién de la trombospondina-
1. La trombospondina-1 se une a través de su secuencia KRFK a la secuencia
LSKL en el amino terminal del LAP. Esta interaccion produce un cambio
conformacional del LAP que permite la activacion del TGF-p [Crawford, 1998;
Murphy-Ulirich, 2000].
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Figura 1. Activacion del TGF-B latente. EI TGF-B se sintetiza como un precursor dimérico que
se secreta al medio extracelular en su forma inactiva como proTGF-f. Después de secretarse el
TGF-B queda asociado a un complejo grande de latencia (LLC) compuesto por LTBP (“latent
TGF-B binding protein”) y por el LAP (“latency associated peptide”) correspondiente a la region
amino del precursor del TGF-B. El LAP y la LTBP se mantienen asociados a la matriz
extracelular (MEC) mediante puentes disulfuro. [Modificado de Massagué, 1998]

El TGF-B. liberado puede encontrarse unido a proteinas séricas 6 a
componentes de matriz extracelular, como son la a-macroglobulina [O'Connor-

McCourt, 1987] y la decorina [Yamaguchi, 1990], o bien a proteinas



acarreadoras que preservan su actividad como la albumina y las IgG [Clark,
1998]. Recientemente se identificié a la proteina Emilin 1, una glicoproteina rica
en cisteinas expresada en la vasculatura. Emilin 1 modula la disponibilidad del
TGF-B al unirse al precursor del TGF-f y prevenir su maduracidn [Zacchigna et
al, 2006]. La forma activa del TGF-f es un dimero estabilizado por
interacciones hidrofébicas fortalecidas por un puente disulfuro interno (figura 2).
Cada monomero comprende varias cadenas beta extendidas entrelazadas por
tres cadenas disulfuro conservadas que forman una estructura conocida como
‘nudo de cisteinas” [McDonald y Hendrickson, 1993]. La region madura
contiene 7 residuos de cisteina los cuales son caracteristicos en las proteinas
de la familia del TGF-B. Los residuos de cisteina participan en la unién
intermolecular e intramolecular de los puentes disulfuro. El arreglo dimérico de
los ligandos sugiere la formacién de un complejo con dos receptores tipo | y

dos receptores tipo Il [Yigong y Massagué, 2003].

Los receptores y el mecanismo de sefializacion del TGF-f

El TGF-B sefaliza a través de dos glicoproteinas transmembranales con
actividad de cinasas de serina/treonina, el receptor tipo |, también llamado ALK-
5 de “activin receptor-like kinase 5" y el receptor tipo Il (figura 3). Estos
receptores de aproximadamente 55 kDa y 70 kDa, respectivamente, estan
constituidos por un dominio extracelular amino terminal que une al ligando, una
region transmembranal y un dominio de cinasa de residuos de serina/treonina

en el carboxilo terminal [Shi et al, 2003].

TGF-B3
(homodimero)



mondmero

Figura 2. Estructura representativa del TGF-B. La figura muestra la estructura del TGF-3
(Mittl et al, 1996). Los monomeros estan coloreados en azul y verde respectivamente. Las
cadenas de cisteinas se muestran en rojo. Los dimeros estan unidos por un puente disulfuro
formado en la Cis77. [Modificado de Yigong y Massagué, 2003]

La sefializacion del TGF-B se inicia cuando el ligando se une al receptor
Il en la superficie celular. La union del ligando a sus receptores induce la
formacion de un complejo en donde la proximidad de los dominios cinasa de
los receptores provoca un cambio conformacional que facilita la fosforilacién y
la consecuente activacion del receptor tipo |. El receptor tipo Il es
constitutivamente activo aunque su regulacion no es completamente entendida.
El receptor tipo |l fosforila a las serinas y treoninas multiples en la secuencia
TTSGSGSG de la region GS ubicada en el amino terminal del dominio de
cinasa del receptor tipo I, permitiendo su activacion y subsecuente unién y
fosforilacién de sus sustratos, las proteinas R-Smad. Las R-Smad fosforiladas
se unen a la Co-Smad (Smad4) formando un complejo que se transloca al
nucleo y en concierto con cofactores nucleares regulan la transcripcion de

genes blanco (figura 4) [Massagué, 1998].
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Figura 3. Receptores de sefializacién del TGF-B. Los receptores tipo | y Il son glicoproteinas
transmembranales con un péptido sefal en el amino terminal. Estructuralmente ambos
consisten en una pequefia region extracelular rica en cisteinas y una porcion intracelular que
contiene al dominio de cinasa. El receptor Il es activo constitutivamente mientras el receptor tipo
| requiere de la actividad del receptor Il para activarse. Después de la union del TGF-B al
receptor Il se forma un complejo entre los dos receptores donde el receptor |l fosforila en la
region GS al receptor | activandolo. [Modificado de Massagué, 1998].
Los pasos que permiten la activacion de los receptores son regulados
fuertemente. El acceso del TGF-B a sus receptores esta controlado por dos
clases de moléculas con funciones opuestas. Una clase comprende un diverso
grupo de proteinas solubles que actuan como atrapadoras del ligando,
secuestrandolo e impidiendo su acceso a los receptores de membrana. Estas
proteinas incluyen la pro-region del precursor del TGF-B LAP, el proteoglicano
decorina y la proteina circulante a2-macroglobulina que se une al TGF-p libre
[Massagué y Chen 2000].
Otra clase de moléculas que controlan el acceso del TGF-B a sus
receptores incluye proteinas ancladas a la membrana que actuan como

receptores accesorios 6 co-receptores promoviendo la unién del ligando a sus



receptores pero sin participar directamente en la sefalizacion como la

endoglina y el Betaglicano (figura 5).
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Figura 4. Mecanismo de sefializacion del TGF-B. En la superficie celular el TGF-$ se une al
receptor Il e induce la formacion de un complejo donde el receptor Il transfosforila el dominio GS
del receptor I. El receptor | activado fosforila a la proteina R-Smad que al activarse es capaz de
unirse con la proteina Smad4 formando un complejo que se transloca al nucleo donde regula la
transcripciéon de genes blanco a través de la interaccion con factores transcripcionales y
coactivadores. [Modificado de Massagué, 1998].

Receptores accesorios
Endoglina

La endoglina es una glicoproteina homodimérica de 180 kDa que se expresa
abundantemente en las células endoteliales y en bajos niveles en monocitos,
precursores eritroides y otros tipos celulares [Lastres et al, 1996]. El gen que
codifica para la endoglina, ha sido identificado como el blanco de la

telangectasia hemorragica tipo | [McAllister, 1995]. Una enfermedad hereditaria



autosdbmica dominante que consiste en displasia vascular, sangrado
gastrointestinal y malformaciones arteriovenosas en el cerebro, pulmén e
higado [Shovlin, 1997].
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Figura 5. Receptores accesorios del TGF-B. El betaglicano y la endoglina se consideran
receptores accesorios porque no participan directamente en la senalizacion del TGF- pero
regulan su acceso a los receptores de senalizacion. El betaglicano de 853 aminoacidos vy la
endoglina de 633 aminoacidos tienen grandes dominios extracelulares, una region
transmembranal y una pequefia region citoplasmica. En su ectodominio tienen 28% y 48% de
similitud en dos regiones, en su regién transmembranal y citosdlica presentan un 73% de
identidad. [Modificado de Cheifetz]

La endoglina se expresa en forma dimérica unida por puentes disulfuro
[Bellon et al, 1993], une con mayor afinidad a las isoformas TGFB1y TGFB3 y a
diferencia del betaglicano no une a la isoforma TGF-B2 [Cheifetz y Belldn et al,
1992]. Como en el caso del betaglicano, la endoglina forma complejos con los
receptores del TGF-f [Yamashita H et al, 1994]. Sin embargo el papel de la
endoglina en la sefalizacion del TGF-p no es muy claro. La endoglina también

puede interactuar con la activina A y BMP-7, sin embargo requiere de la



coexpresion del receptor tipo Il correspondiente de cada factor para interactuar
con el ligando. También une a BMP-2, pero en este caso requiere la presencia
del receptor tipo | ALK3 o ALK6 [Barbara, 1999].

Betaglicano

El Betaglicano (BG), también conocido como receptor Il del TGF-$, es
un proteoglicano transmembranal de 250-350 KDa, modificado
postraduccionalmente en su porcion extracelular por la adicién de cadenas de
glicosaminoglicanos del tipo heparan y condroitin sulfato [Cheifetz et al, 1988].
En las células el betaglicano se encuentra como homodimero ampliamente
distribuido, se expresa en tejido fetal y adulto, incluyendo células
mesenquimales, epiteliales, neuronales y otros tipos celulares. Sin embargo, no
esta presente en cierto tipo de células como mioblastos, endoteliales y células
hematopoyéticas. De los receptores del TGF-f, el BG es el mas abundante y el
de mayor afinidad por el TGF-B. [Massague, 1990].

El BG une las tres isoformas de TGF-f3, la union se da a través de la
region protéica extracelular y no depende de la presencia de los
glicosaminoglicanos [Lopez-Casillas et al, 1991]. EI cDNA del BG codifica para
853 aminoacidos, la region transmembranal y citoplasmica muestra el 71% de
identidad a nivel de aminoacidos con la endoglina [Cheifetz et al, 1992]. El
resto de la porcion extracelular tiene un 28% de homologia con los receptores
espermaticos ZP2 y ZP3, uromodulina y la proteina de membrana presente en
los granulos pancreaticos GP-2 [Bork y Sander, 1992]. El significado de esta

homologia es desconocida [Lépez-Casillas et al, 1994].

El betaglicano une al TGF-§ a través de sus dominios N-terminal y C-
terminal [Lopez-Casillas, et al 1994; Esparza-Lopez et al, 2001] y se une a las
tres isoformas del TGF-B con alta afinidad [Segarini et al, 1989; Cheifetz y
Massagué, 1991]. El BG facilita la unidon del TGF-B al receptor Il mediante la
formacion de un complejo betaglicano/TGF-B/receptor |l [Lopez-Casillas, 1993].
El betaglicano puede actuar como reservorio para la presentacion del ligando a
sus receptores y para aumentar la union de sus ligandos al receptor Il,
particularmente para la isoforma TGF-B2. En ausencia del BG, solo el 10% de

los receptores tipo Il pueden interactuar con la isoforma TGF-B1 [Lopez-



Casillas et al, 1993]. Cuando el BG se encuentra cerca del receptor tipo Il,
existe un estado de alta afinidad para las isoformas TGF-p1 y TGF-B2. Este
cambio en la afinidad de unidén se cree que es el resultado de la interaccién
directa del BG con un complejo formado por el ligando y el receptor Il. La
formacion de este complejo ternario es dependiente de la presencia del ligando
e independiente del receptor tipo | del TGF-B, experimentos con mutantes del
receptor Ill apoyan este hecho, ya que son incapaces de unir TGF- y no
aumentan la unién del ligando al receptor Il [Lépez-Casillas et al, 1993]. De
esta forma cuando el betaglicano esta presente compensa la baja afinidad que
tienen los receptores de sefialamiento por el ligando, permitiendo con ello una
equipotenciacion de la unién de las diversas isoformas [Cheifetz y Massagué
1991, Lopez-Casillas et al, 1993].

El betaglicano modula las acciones de otros miembros de la familia del
TGF-B: la activina y las BMPs. El betaglicano es coreceptor de la inhibina,
proteina antagonista de la activina, y al unirse a ésta inhibe indirectamente las
acciones de la activina. Cuando la inhibina se une al betaglicano recluta al
receptor tipo Il de la activina en un complejo que impide que este se una con el
receptor Il de la activina [Lewis et al, 2000]. La capacidad del betaglicano de
unir a la inhibina reside en la region extracelular similar a la uromodulina
sobrelapandose con el sitio de union al TGF-3 [Esparza-Lépez et al, 2001; Vale
et al, 2006]. La proteina BMP también puede utilizar al receptor tipo Il de la
activina para sefalizar, por lo tanto la unién del betaglicano y la inhibina no solo
bloquea las acciones de la activina sino también las de BMP. El betaglicano
confiere ademas al receptor tipo Il de las BMPs la habilidad de unir a la inhibina
con lo cual compite con las BMPs por la unién a su receptor y de esta manera
antagoniza las respuestas de las BMPs [Wiater, 2003]. Por lo tanto, el
betaglicano es un coreceptor muy versatil que puede modular la accién de
varios miembros de la superfamilia del TGF-f.

Adicionando un nivel mas de complejidad a las funciones del
betaglicano, pareciera que dependiendo del contexto celular, el betaglicano
puede tener diferentes funciones, como lo muestra un estudio en células del

epitelio renal LLC-PK donde el betaglicano inhibe la sefnalizacion por TGF-8



bloqueando la formacién del complejo TRRI/TBRII, esta inhibicion es mediada
por las cadenas GAGs presentes en el betaglicano [Eickelberg, 2002].

Otra funcion importante del betaglicano es su participacién en la
transformacion de las células endoteliales en el corazén de pollo [Brown et al,
1999]. Las células endoteliales cardiacas que sufren transformacion epitelio
mesenquimal expresan betaglicano y si se utiliza un anticuerpo anti-betaglicano
en este modelo, se inhibe la formaciéon del mesenquima y la migracion de las
células endoteliales del atrioventriculo. Durante la morfogénesis, el TGF-B2 se
expresa especificamente en el atrioventricular y se encuentra aumentado en el
atrioventricular del corazén de pollo y de ratén (Dickson, et al 1995). Dentro del
fenotipo que muestran los ratones que carecen del gen TGF-f2 [Sanford et al.,
1997] se incluyen defectos en el desarrollo del corazon. Por lo que se cree que
el efecto del betaglicano en la formacidén del atrioventricular en pollo esta
mediado por su unién a TGF-B2 modulando la actividad de los receptores tipo |
y Il del TGF-B [Brown et al, 1999].

Por Gltimo, en los ratones knock-out del betaglicano (TPRIIl ), se
observé que al dia 13.5 del desarrollo embrionario, los ratones desarrollan
defectos proliferativos letales en el corazén y apoptosis en el higado, indicando
que el betaglicano es requerido durante el desarrollo embrionario del raton. Los
ratones deficientes en betaglicano se ven afectados en las funciones del TGF-

B, particularmente se reduce la sensibilidad al TGF-p2 [Stenvers et al, 2003].

E( betaglicano soluble

Ademas de la forma membranal, el betaglicano puede encontrarse como
una forma soluble, la cual se genera a partir del corte proteolitico de la regién
extracelular del betaglicano membranal. El betaglicano soluble se puede
encontrar de forma natural en el suero y matrices extracelulares [Andres, 1989].
En estudios in vitro utilizando células transfectadas con el cDNA que codifica
para el betaglicano, se encontré que el SBG puede ser liberado al medio
[Lopez-Casillas, 1991]. En ciertos tipos celulares, el pervanadato, un inhibidor
de tirosin-fosfatasas, induce la liberacion de un fragmento de 120 kDa
correspondiente al tamano reportado para el dominio extracelular del

betaglicano membranal, ademas produce un fragmento mas pequefio de 90



kDa que es generado por la metaloproteasa de matriz MT1-MMP [Velasco-
Loyden, 2004].

El betaglicano soluble une a las isoformas del TGF- con alta afinidad,
pero en contraste con el betaglicano membranal, secuestra al TGF-B y le
impide su unidn con sus receptores de senalizacion [Lopez-Casillas, 1994]. De
modo que el betaglicano puede ser considerado como un modular dual de los
efectos del TGF-B, cuando se encuentra unido a membrana potencia sus
efectos y cuando se encuentra como proteina soluble los antagoniza (figura 6)
[Lopez-Casillas, 1994].

En nuestro laboratorio se ha preparado y caracterizado la forma soluble
del betaglicano como proteina recombinante (SBG) usando el sistema de
expresion del baculovirus en células de insecto (figura 7). EI cDNA silvestre del
betaglicano de rata se modificé para producir una proteina secretoria que
contuviese el dominio extracelular de receptor [Vilchis-landeros et al, 2001]. El
SBG se expresa como una proteina homodimérica formada por monémeros de
110 KDa unidos no covalentemente, carece de glicosaminoglicanos y tiene una
menor carga de otros oligosacaridos, lo que podria favorecer su distribucion
sistémica. EI SBG se une a las isoformas del TGF-§ con alta afinidad, la
afinidad del SBG por el TGF-1 (Kd 3.5 nM) es comparable a la del betaglicano
soluble que se encuentra en fuentes naturales [Andres et al, 1989]. La afinidad
por el TGF-B2 es por lo menos 5 veces mayor que la del TGF-1 y es similar a
la del betaglicano unido a membrana [Vilchis-landeros et al, 2001].

La inhibicion de la respuesta a TGF-B por el SBG fue analizada en
células Mv1Lu transfectadas con el reportero p3TP-lux que responde a TGF-f.
Se encontré que el SBG bloquea la respuesta a las isoformas del TGF-3 en el
siguiente orden: TGF-p2>TGF-3>TGF-p1 [Vilchis-landeros et al, 2001]. La
potencia inhibidora del SBG sobre el TGF-B es diez veces mas alta para el
TGF-B2 que para el TGF-B1 y comparada con la potencia neutralizante anti-
TGF-B de un anticuerpo comercial (AB-100-NA R&D Systems) es mucho mas
potente para la isoforma TGF-2 y similar para el TGF-1 [Vilchis-Landeros et
al, 2001]. Un dato muy importante es que la inhibicion del SBG por las
isoformas del TGF-p es especifica ya que no inhibe a ningun otro miembro de

la familia del TGF- [Vilchis-landeros manuscrito en preparacion].
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Figura 6. El betaglicano es un modular dual del TGF-B. El betaglicano es un proteoglicano de
membrana que incrementa la afinidad del TGF-$ al receptor tipo || aumentando su responsividad
al TGF-B, la forma soluble del betaglicano es generada a partir del corte proteolitico del
betaglicano membranal, el betaglicano soluble secuestra al TGF-f impidiendo su union con sus
receptores. [Modificado de Juarez et al, en prensa]
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Figura 7. El betaglicano soluble recombinante. EI cDNA del betaglicano de rata fué
modificado insertando un codon de terminacion antes de la region transmembranal. Para facilitar
la purificacion de la proteina se incluyo una secuencia de seis histidinas en el extremo carboxilo
terminal y la secuencia c-myc en el amino terminal. El cDNA se subclond en el vector pBluBac4
para la creacion del baculovirus que al infectar células de insecto produce SBG.

Las proteinas Smad



Las proteinas Smad son los efectores nucleares de los miembros de la
familia del TGF-B. Fueron descubiertas a través de estudios genéticos en
Drosophila y Caenorhabditis elegans, el nombre de Smad se origind de la
fusidén de los nombres dados en estas especies Mad (Mothers against dpp) y
Sma respectivamente [Attisano y Wrana, 2000]. La familia Smad puede ser
dividida dentro de tres subfamilias: Smads reguladas por receptor (R-Smads),
Smad comun (Co-Smad) y Smads inhibitorias (I-Smads), (figura 8). En
ausencia del ligando, las R y Co-smads se encuentran en el citoplasma.
Cuando el receptor | es activado interactua especificamente con la R-Smad y la
fosforila. La R-Smad activada recluta a las Co-Smad formando un complejo
heteromérico que se transloca al nucleo, donde regula la transcripcion de
genes blanco [Massagué y Wotton, 2000].

La subfamilia de las R-Smads se divide en dos grupos: BMP-Smads vy
TGF-B/activina Smads. Smad1, Smad5 y Smad8 son fosforiladas por los
receptores tipo | de BMP. Smad2 y Smad3 son activadas por los receptores
tipo | del TGF-B y la activina [Massagué et al, 1998]. Las Co-Smads pueden
forman complejos heteroméricos con todas las Smads fosforiladas formando
parte de la transduccion de sefales del TGF-, activinas y BMPs. En mamifero
ha sido aislada una sola Co-Smad, llamada Smad 4, mientras que en Xenopus
se conocen 2 Co-Smad, Smad4a y Smad4p [Howell et al, 1999]. Las I-Smads
previenen la activacion de las Ry Co-Smads. La Smad6 y la Smad7, han sido
identificadas como proteinas Smad inhibitorias.

La Smad6 previene la asociacion de Smad1 con Smad4 y la Smad7 se
une al receptor | previniendo la fosforilacion del carboxilo terminal de las
Smad2 y Smad3, inhibiendo la transduccion de la sefal [Hata A etal, 1998;
Hayashi et al, 1997]. La Smad7 se une a los receptores activados compitiendo
por su uniébn con las R-Smads, la interaccion de Smad7 permite la
ubiquitinacion y degradacién de los receptores con la ayuda de las ligasas E3
de ubiquitina, los factores reguladores de la ubiquitinacién de Smad conocidos
como “Smurfs”. El complejo entre Smad7 y los receptores del TGF-f3 es dirigido
hacia estructuras membranales ricas en caveolina e internalizado en vesiculas
ricas en caveolina que se dirigen hacia el proteosoma para su degradacion
[Suzuki et al, 2002; Di Guglielmo, et al, 2003].
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Figura 8. La familia de las proteinas Smad. La familia de las proteinas Smad puede ser
dividida en tres subfamilias: Smads reguladas por receptor (R-Smad), Smad comun (Co-Smad)
y Smads inhibitorias (I-Smad).Todas las Smads se encuentran en humanos excepto las
XSmad4p que se encuentra en Xenopus. Los dominios MH1 y MH2 tienen un alto grado de
similitud. Los motivos (hairpin, PY, helix1 y loop3) son importantes para la interaccion con el
DNA. Los residuos de serina en el motivo SxS en el carboxilo terminal de las R-Smads son
fosforiladas por el receptor | activado. [Modificado de Itoh S, 2000]

Las R-Smads y las Co-Smads tienen una alta similitud de secuencia en
dos dominios llamados “Mad homology” (MH)1 y MH2 (figura 9). [Attisano y
Wrana, 2000]. Ambos dominios estan separados por una region de union rica
en prolinas de longitud variable. EI dominio MH1 de las R-Smads y las Co-
Smads, excepto el de la Smad2, puede unirse a secuencias especificas de
DNA. El dominio MH2 de las R-y Co-Smads es indispensable para la formacién
del complejo homomérico y heteromérico [Wu R et al, 1997]. El “Loop” L3 en el
dominio MH2 de las R-Smads determina la especificidad de la interaccién con
el receptor tipo | [Lo RS et al, 1998]. Las |-Smads contienen un dominio
conservado MH2 que interactua con el receptor tipo |, impidiéndole al receptor
unirse con las R-Smads [Souchelnytskyi et al, 1998]. La region N-terminal de
las I-Smads muestra una débil similitud con el dominio MH1 de las R- y Co-
Smads y podria tener un papel en la determinaciéon de la especificidad de la
senal [Souchelnytskyi et al, 1998].

Las proteinas Smad fosforiladas se translocan al nucleo donde actuan
como factores transcripcionales & cofactores. Las Smads pueden unirse

directamente a elementos regulatorios en el DNA de los genes blanco 6



pueden unirse a otros factores estimuladores o represores de la transcripcion
incluyendo proteinas de la familia Fast (FAST1, FAST2) [Liu et al, 1999], la
proteina activadora 1 (AP-1), coactivadores como la proteina de union a CREB
(CBP) /p300 [Shen, et al, 1998], y corepresores como los proto-oncogenes c-

Skiy SnoN [Seoane et al, 2001], entre otros.
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Figura 9. Dominios de las proteinas Smad. En su estado basal las Smads forman
homooligdmeros y permanecen en estado inactivo. Las R-Smads interactuan con el receptor |
activado mediante el dominio MH2. En su estado activo las Smads se asocian con la Smad4 y
con proteinas que se unen a DNA mediante el dominio MH2. ElI dominio MH1 de las Smads
participa también en la unién del DNA y el dominio MH2 participa en la activacion transcripcional.
[Modificado de Massagué 1998].

Sefializacion independiente de Smads

Ademas de la transcripcion de genes mediada por las proteinas Smad,
el TGF-B activa otras vias de sefnalizacion (figura 10). Algunas de estas vias
regulan la activacién de las Smads, pero otras pueden inducir respuestas
independientes.

El TGF-B puede activar la via de sefalizacion de ErK, JNK y la MAPK
p38. Estudios en los que se han utilizado células deficientes en Smad4 6 un
dominante negativo de Smad, sustentan la posibilidad de que la activacion de
la via MAPK es independiente de Smads [Engel et al, 1999].
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Figura 10. Sefializacién del TGF- a través de vias independientes de Smad. Aparte de las
proteinas que interactian con las proteinas Smad y sus receptores, otras proteinas pueden
asociarse con los receptores tipo | y tipo Il y regular la sefalizacién del TGF-B sin requerir la
activacion de las Smad. Se muestran las vias mejor caracterizadas tales como MAPK, PP2A,
RhoA y TAK1/MEKK1.[ Modificado de Derynck y Zhang, 2003]

Ademas mutantes en el receptor | del TGF-B, que tienen defectos en la
activacion de Smads, activan la sefalizacién de la MAPK p38 en respuesta al
TGF-B [Yu et al, 2002]. La administracion del compuesto SMP-34, un inhibidor
del TGF-p via MAPK p38, a ratones diabéticos db/db disminuye la progresién
de la glomeruloesclerosis y la albuminuria [Sugaru et al, 2006]. EI mecanismo
de la activacién de ErK, JNK 6 MAPK p38 por TGF- y sus consecuencias
bioldgicas estan poco caracterizadas. Se ha implicado a la proteina Ras en la
induccion de la sefializacion de ErK y MAPK en respuesta al TGF-p en células
epiteliales [Yue et al, 2000]. La habilidad dual del TGF-p para activar Smads y
la sefalizacion de MAPK tiene un papel en la induccion de la transformacion
epitelio-mesenquimal inducida por TGF-$, la cual depende en parte de la via
Erk y MAPK p38 [Yue et al, 2000, Zavadil, 2001].

Dependiendo del tipo celular, el TGF-B puede activar a proteinas G
monomeéricas como RhoA y B, Rac y Cdc42 [Bhowmick NA, 2001, Edlund et al,
2002]. Regulando con su activacion la expresion de genes, cambios en la

organizacion del citoesqueleto y la transdiferenciacion epitelio mesenquimal. La



activacién de Rac1, RhoA y p38 MAPK en respuesta a TGF- es requerida
para el rearreglo de la membrana y la formacién de lamelipodios [Edlund et al,
2002].

El TGF-B puede sefializar también a través de la proteina fosfatasa 2A
(PP2A), la cual consiste de una subunidad catalitica C y una subunidad
regulatoria A, con la cual interactua una subunidad B regulatoria. Después de la
union del TGF-B, la subunidad Ba de PP2A se asocia con el receptor | activado
[Griswold-Prenner et al, 1998]. Debido a que la subunidad Ba inhibe la
actividad del dimero A/C, la unidon con el receptor | aumenta la actividad de
PP2A. Después de la estimulacién con TGF-B, la subunidades A, C y Ba

S6K
0

interactuian con p7 , una cinasa con un papel clave en el control

traduccional y la progresién del ciclo celular [Petritsch, et al, 2000]. El resultado

de la desfosforilacion y la actividad disminuida de p70%°%

se piensa que
contribuye al arresto en el crecimiento inducido por TGF- independiente de las
proteinas Smads [Petritsch, et al, 2000], sugiriendo un papel de PP2A en

respuesta a TGF-p.

Funciones del TGF-p
Control de la proliferacién celular

La inhibicion de la proliferacion celular es el papel central del TGF- en
las células epiteliales, endoteliales, hematopoieticas, neurales y ciertos tipos
mesenquimales. El TGF-B puede inducir genes antiproliferativos en cualquier
punto de la division celular, sin embargo esta respuesta es efectiva en la
inhibicion de la progresién del ciclo celular solo durante la fase G1. En algunos
casos esta inhibicion es irreversible, en otros es asociado con la muerte celular
programa. El TGF- media dos clases de respuesta génica antiproliferativa en
la inhibicion del crecimiento: induce a los genes inhibidores de las cinasas
dependientes de ciclinas (cdks) y reprime al factor transcripcional mitogénico c-

myc [Massagué et al, 2000].
TIGF-F y Cancer

Aunque el TGF-B es un potente inhibidor del crecimiento en tejidos

epiteliales, puede actuar como supresor ¢ estimulador de la tumorogénesis. El



TGF-B tiene una funcion de supresor de tumores que se pierde en muchas
lineas celulares que derivan de tumores [Gold, 1999]. Ha sido estimado que
casi todos los canceres pancreaticos y canceres de colon tienen mutaciones en
los componentes de la via Smad. Algunas de estas mutaciones ocurren en los
receptores de TGF-B, Smad4 6 Smad2 [Villanueva et al, 1998; Grady et al,
1999]. En sistemas experimentales y en el cancer humano, el TGF-§ exacerba
el fenotipo maligno de las células tumorales. En pacientes con cancer, se
observa una correlacion entre niveles de expresion altos de TGF-f y el estado
de avance clinico del tumor [Gold, 1999]. El TGF-B derivado del tumor puede
contribuir al crecimiento del tumor indirectamente por supresién del sistema
inmune ¢ estimular la produccién de factores angiogénicos. Sin embargo, el
TGF-B también puede actuar directamente participando en el desarrollo de la

tumorogénesis [Gold, 1999].

Efectos en el Sistema Inmune

El TGF-B es un potente modulador del sistema inmune y la respuesta
inflamatoria, generalmente funciona como inmunosupresor. EI TGF-B puede
inhibir la proliferacién de los timocitos, los linfocitos T, las células NK y puede
suprimir la proliferacién de las células B y la secrecion de las inmunoglobulinas
IgG e IgM [Wei Cui et al, 1996]. Ademas suprime la produccion y actividad de
algunos citocinas, como la Interleucina 1 (IL-1), IL-2 e IL-3, el interferon y y el
factor de necrosis tumoral o (TNF-a) [We cui et al, 1996]. Dependiendo de la
concentracion del TGF-B y del grado de diferenciacién de las células blanco, al
principio de la respuesta inflamatoria el TGF-p puede estimular la migracién de
los monocitos y la produccion de macrofagos actuando como un potente
agente quimioatrayente. Después de la iniciacion de la respuesta inflamatoria,
el TGF-B presenta efectos antiinflamatérios como la inhibicién de la adhesién
de los neutrdfilos y linfocitos T al endotelio [Gamble y Vadas, 1991]. Por otro
lado, el TGF-B suprime la sintesis del 6xido nitrico bloqueando la induccién del

IL-1B y regulando a la oxido nitrico sintetasa inducible [Perrella, et al, 1994].

Modulacion de la matriz extracelular y reparacion de heridas.



Una de las actividades mas importantes del TGF-$3 es la modulacion de
la composicion y acumulacion de la matriz extracelular y su interaccidn con las
células. La matriz extracelular (MEC), no solo es el soporte de la estructura de
tejidos sino una estructura dinamica y compleja que puede modificar el fenotipo
celular. La matriz extracelular puede afectar la proliferacion celular,
diferenciacion, morfologia, adhesion, migracion e interaccion entre las células
[Madri et al, 1983]. De esta manera, el TGF-B puede afectar la proliferacion
celular y diferenciacion al modular la matriz extracelular. Y afectar
indirectamente los procesos del desarrollo normal y la reparacion de heridas.

El TGF-B tiene una habilidad unica para estimular la acumulaciéon de
proteinas de matriz extracelular por cuatro efectos simultaneos: el TGF-
estimula directamente la sintesis de la mayoria de moléculas de matriz
incluyendo fibronectina, colagenas intersticiales, trombospondina, tenascina,
laminina y proteoglicanos [Roberts y Sporn, 1990]. Al mismo tiempo, el TGF-
bloquea la degradacién de matriz al inhibir la secrecidn de proteasas e inducir
la produccion de inhibidores de proteasas, incluyendo al activador de
plasminégeno de tejidos, uPA, la colagenasa, el inhibidor del activador del
plasminégeno tipo | (PAI-I), la urocinasa y el inhibidor de metaloproteasas de
tejidos (TIMP) [Roberts y Sporn, 1990]. También modula la expresion de los
receptores de integrinas, las cuales unen fibronectina, coladgena y otras
proteinas de matriz a las células, facilitando de esta manera la adhesién matriz-
célula y la deposicion de matriz [Heino y Massague, 1989]. Ademas de los
efectos descritos, el TGF-p estimula su propia inducciéon con lo cual amplifica
en gran medida sus efectos (figura 11).

El TGF-B juega un papel muy importante en la reparacién de heridas y
remodelacion del tejido. En respuesta a una herida experimental, el TGF- se
induce en las primeras horas y se vuelve a activar varios dias después (Yang
et al, 1999). El TGF-B mejora la fuerza tensora en la reparacion de heridas,
efecto que puede ser observado en la administracion sistémica 6 local del TGF-
B [Beck et al, 1993]. La aplicacion cutanea del TGF-§3 aplicado a conejos con
heridas en la piel resultdé en la re-epitelizacion de la herida en corto tiempo

comparado con los conejos controles [Pandit A et al, 1999].



El TGF-B aumenta marcadamente la habilidad de los fibroblastos para
contraer la colagena y asegurar la reparacion provisional de la matriz
[Montesano, et al 1988]. De manera similar, existe evidencia de que el TGF-
es importante en la reparacion de fracturas. Durante la condrogénesis, hay un
incremento del TGF-B y se ha observado que el TGF-B tiene un potente efecto
quimiotactico en osteoblastos humanos [Lind M, 1998]. La aplicacion directa del
TGF- al sitio de fractura incrementa la formacion del hueso y mejora la

estabilidad mecanica de la fractura [Rosier et al, 1998].
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Figura 11. El TGF-B en la reparacion de heridas. 1. Cuando el tejido se dafia los
leucocitos y las plaquetas liberan TGF-$ en el tejido dafado. 2. El TGF-$ induce a las
células sobrevivientes a producir matriz extracelular (ECM) y adicional TGF-p. 3.
Cuando la reparacion esta terminada la sefalizacion del TGF-f y la produccién de

Fibrosis de tejidos



La fibrosis se define como la reparacidon inapropiada por el tejido
conector. Las enfermedades fibroticas que se caracterizan por una cicatrizacion
excesiva debida a la produccidn excesiva, deposicion y contraccion de la matriz
extracelular. Este proceso ocurre usualmente a lo largo de los afios y puede
causar la disfuncién del 6rgano o la muerte (Tabla 2) [Varga et al, 2005].

La fibrosis puede afectar virtualmente cualquier tejido u d&rgano.
Tradicionalmente, la fibrosis ha sido vista como irreversible, la secuela del
estado terminal a una multitud de diversas enfermedades. La cicatrizacidon
excesiva seguida a un dafo fisiolégico, térmico, metabdlico, isquemico,
infeccioso, inflamatorio 6 inmunolégico puede ocurrir en cualquier parte del
cuerpo y puede causar varios efectos incluyendo la pérdida de la arquitectura
normal, la disminucién de las células estromales y el reemplazo de los vasos
sanguineos, y otras estructuras parenquimales y un incremento de la matriz
extracelular. La cicatriz esta compuesta por colagenas tipo I, Il y IV,
proteoglicanos, fibronectina y glicoproteinas, entre otras proteinas de matriz
celular. El proceso permite la distorsion progresiva de la arquitectura del tejido
con la consecuente disfuncion, y finalmente la pérdida del érgano fibrosado
[Varga et al, 2005].

Tabla 2

Algunas enfermedades en donde la fibrosis es la principal causa de
morbilidad 6 mortalidad.

Organo-especifica
Fibrosis pulmonar (idiopatica e inducida por drogas, asma, sarcoidosis)
Fibrosis hepatica (cirrosis alcohdlica, cirrosis post-hepatitis C,
esquistosomiasis, cirrosis biliar)
Fibrosis renal (nefropatia diabética, lupus, glomerulonefritis)
Fibrosis cardiaca (post-infarto al miocardio)
Fibrosis vascular (ateroesclerosis)
Fibrosis dérmica (cicatriz por quemadura, cicatriz hipertrofica, keloide,
dermopatia)
Fibrosis ocular (fibrosis retro-orbital, post-cirugia de cataratas,

proliferativa, vitroretinopatia)



Médula ésea (mielofibrésis idiopatica e inducida por drogas)
Sistémica
Esclerosis sistémica

Rechazo de 6rganos transplantados

La fibrosis es considerada como el lado oscuro de la reparacién de
tejidos, se produce debido a que hay una falla en la terminacion de la respuesta
a la reparacién de heridas normal [Gabbiani, 2003]. Después del dano se
requiere de la sintesis de nuevo tejido conectivo. Durante este proceso, los
fibroblastos mesenquimales se activan proliferando y migrando al sitio de la
herida donde sintetizan niveles elevados de proteinas de matriz, incluyendo
colagena y fibronectina. Las células mesenquimales activadas durante la
reparacion de tejidos en el riidn son llamadas células mesangiales y en el
higado células estelares [Bedossa et al, 2003; Fogo AB, 1999]. Los fibroblastos
presentes en la herida son una forma de fibroblastos especializados llamados
miofibroblastos que expresan altos niveles de a-SMA (a-smooth muscle actin)
y colagena, en consecuencia facilitan la formacion de matriz extracelular, que
es indispensable para cerrar la herida [Gabbiani, 2003], sin embargo, en
condiciones anormales, los miofibroblastos son muy abundantes dentro de las
lesiones fibroticas y aun después de completar la reparacion contindan
produciendo MEC que da lugar a la deposicion excesiva de MEC, observada
en las enfermedades fibréticas [Gabbiani, 2003].

Las enfermedades fibroproliferativas independiente de su origen tienen
caracteristicas patogénicas en comun. De este modo, a pesar de si la fibrosis
involucra el parénquima pulmonar, el glomerulo renal o el intersticio, el tracto
gastrointestinal, el corazon, la dermis 6 los tendones, en cada caso se da la
secrecion y activacion de citocinas profibréticas, particularmente el factor de
crecimiento y transformacion (TGF-p), la expansién y activacion de la poblaciéon
celular del mesenquima, y la sintesis de matriz extracelular (Tabla 3) [Varga et
al, 20085].

Mediadores de la respuesta fibrotica

La reparacién normal de heridas es regulada por un grupo muy complejo

de interacciones entre una red de citocinas profibroticas y antifibréticas y



proteinas secretadas. Estas proteinas incluyen proteinas profibréticas como el
TGF-B y el factor de crecimiento conectivo (CTGF), y proteinas antifibréticas
como el factor de crecimiento tumoral (TNF-a) y el interferon-y (IFN-y).

El TGF-B ha sido implicado en la patogénesis de la fibrosis de tejidos. En
la mayoria de los drganos la desregulacion de las acciones del TGF-
B promueve la fibrogénesis observandose niveles aumentados de esta citocina.
Las células mesenquimales fibréticas sobreexpresan TGF-f3 en cultivo [Leask
et al, 2002], ademas la expresion del TGF-B y sus receptores se encuentra
aumentada en fibroblastos humanos provenientes de cicatrices provocadas por
gquemaduras y queloides [Schmid et al, 1998].

En pacientes con escleroderma los niveles del TGF-B se encuentran
aumentados [Querfeld et al, 1999], en modelos animales la inyeccion de TGF-3
a ratones induce la sintesis y el depdsito de MEC [Lin et al, 1995] y la
administraciéon de anticuerpos anti-TGF-f a ratas con heridas en la piel suprime
la sintesis de MEC vy la reparacion excesiva [Shan et al, 1994]. Por ultimo el
ratén deficiente en TGF-B1 entre otras anormalidades pierde la capacidad del
TGF-B para controlar la reparacién de heridas, incluyendo la disminucién en la
reepitelizacién y deposicion de colagena [Bottinger et al, 1997]. EI CTGF se
descubrié hace una década como una proteina secretada por las células
endoteliales humanas [Bradham et al, 1991]. En adultos, el CTGF normalmente
no es expresado, se expresa unicamente durante el proceso normal de
reparacion de heridas. Su expresion es inducida por TGF-B y es expresado
constitutivamente en lesiones fibréticas tales como escleroderma, del higado,

del rindn, del pulmon vy la fibrosis pancreatica [Leask, et al, 2004].

Tabla 3

Procesos fisiopatoléogicos comunes a las diferentes enfermedades
fibroticas

Susceptibilidad genética

Inflamacion



Activacion de las células T, polarizacion Th2, activacion de macroéfagos,
eosinofilos y células quimiotacticas, citocinas y produccion de
quimiocinas.
Daro vascular, regulacién de moléculas de adhesion endotelial.
Activacion de células mesenquimales
Incremento en la sintesis de matriz extracelular
Secrecion y activacién de TGF-B, otras citocinas fibréticas, estimulacion
y activacion autocrina.
Migracion
Diferenciacion celular
Transdiferenciacion de miofibroblastos.
Transdiferenciacion epitelio-mesenquimal.
Células madre derivadas de la médula 6sea y diferenciacion
Formacion de cicatrices, persistencia y destruccion de tejidos
Contraccion del tejido conectivo
Obliteracion de los vasos sanguineos, vasculogénesis defectuosa e
hipoxia de tejidos.
Estabilizacion de la matriz, entrecruzamiento de la colagena.

Defectos en la remodelacion y degradaciéon de la matriz.

El CTGF es un mediador de los efectos fibroticos del TGF-p, promueve
la proliferacién de fibroblastos, produccion de MEC y la formacion del tejido
nuevo, ademas promueve la adhesion celular y migracion de una amplia
variedad de tipos celulares y media algunos de los efectos del TGF-B en la
proliferacion de fibroblastos, adhesion y produccion de matriz [Grotendorst et
al, 1997]. Por otro lado, el TGF-B induce la expresion de la forma ED-A de la
proteina de matriz fibronectina (ED-A FN), una variante de la fibronectina que
se genera a partir del procesamiento alternativo del transcrito de la fibronectina,
ED-A FN es expresada durante la embriogénesis y vuelve a ser expresada
durante la reparacién de heridas y fibrosis. La induccion de ED-A FN es
requerida para que el TGF-B1 aumente la expresion de a-SMA y la colagena
tipo | [Serrin, et al 1998]. Por el contrario, la citocina proinflamatoria TNF-a la

cual es expresada por lo macrofagos durante la reparacion de heridas, es una



citocina antifibrética supresora de la expresidbn de genes de matriz y la
induccién de colagena y CTGF por TGF-B [Abraham et al, 2000]. Ha sido
propuesto que TNF-a suprime la sefializacién del TGF-$ al inducir Smad7 6
inhibir la expresiéon de Smad3 en tipos celulares especificos [Bitzer et al, 2000].
El IFN-y, es una citocina pleitropica producida por las células T y las NK y juega
un papel fundamental en la respuesta inmune innata y la adquirida [Boehm et
al, 1997]. El IFN-y suprime la sintesis de matriz extracelular, y a diferencia del
TGF-B suprime la sintesis de colagena manteniendo de este modo la

homeostasis del tejido conectivo [Boehm et al, 1997].

La fibrosis Renal

El rifidn controla una variedad de funciones esenciales para nuestra
fisiologia. Realiza el aclaramiento de los solutos solubles de la sangre, a través
de la orina, mantiene la homeostasis hidro y electrolitica. Ademas, el rifidn
regula el balance acido-base junto con el pulmén, controla el metabolismo del
hueso a través de la regulacion de la excrecion de calcio y fosforo y la
activacidon del metabolismo de la vitamina D, estimula la funcion de la médula
Osea a través de la produccién de eritropoyetina [Guyton y Hall, 2001].

El dafo renal es consecuencia de una reduccion de las funciones
esenciales del riidn, ya sea temporal 6 permanentemente. Resultando en una
reduccion dramatica en la funcion renal excretoria, y la incapacidad para
mantener el equilibrio acido-base, y el control osmaético. Ademas, pueden ser
afectadas funciones hormonales importantes como la formacién de
eritropoyetina, formacién de calcitriol y liberacién de renina, produciendo
anemia, osteodistrofia renal e hipertension [Guyton y Hall, 2001]. Todas estas
funciones son afectadas cuando se reducen al 40% la funcion normal del rifidn
[Robbins et al, 1996]. ElI dafio renal puede ser agudo cuando comienza
repentinamente y se puede revertir, 6 puede ser cronico cuando se da de forma
gradual y es irreversible.

El dano en el rifndn puede presentarse en diferentes sitios y puede ser el
resultado de un rango amplio de procesos patoldgicos caracterizados por
glomeruloesclerosis, fibrosis tubulointersticial, infiltracion inflamatéria, pérdida

del parénquima que produce atrofia tubular, pérdida de capilares y disminucién



de podocitos, los cuales provocan una reduccion temporal o permanente en la
funcidén excretoria renal expresada como la velocidad de filtracion glomerular
(GFR). Estos procesos son confinados al rinbn o a enfermedades
multisistémicas como la diabetes mellitus [Robbins et al, 1996].

Los pacientes con dafno renal requieren de un tratamiento especial y
aquellos con dafo renal cronico terminal, requieren de diadlisis 6 transplante
renal para sobrevivir. La sobrevida de pacientes con dafio renal agudo es
mayor del 95% mientras los pacientes con dafio renal terminal requieren de
didlisis 6 transplante renal dependiendo de la edad del paciente, pero la
sobrevida es del 90% el 1er afio y 70% a los 5 afos [Winearls, 2001].

En la fibrosis renal, el TGF-B ha sido implicado no solo como mediador
de la fibrogénesis, si no también como mediador de la apoptosis de las células
epiteliales glomerulares y tubulares y la transdiferenciacion epitelio-
mesenquimal, eventos celulares importantes en la profesion de las
enfermedades renales. La apoptosis en las células epiteliales tubulares
provoca atrofia tubular en varios modelos experimentales incluyendo nefropatia
obstructiva cronica y diabetes mellitus [Gobe y Axelsen, 1987; Ortiz et al, 1997].
En estos estudios, la expresion del TGF-B1 fue asociada con la apoptosis de
las células tubulares. La inhibicion del TGF-f ya sea por bloqueo con
Angiotensina Il ¢ utilizando anticuerpos anti-TGF-B reduce la apoptosis de las
células epiteliales tubulares reduciendo la atrofia tubular [kelly et al, 2002;
Miyajima, et al, 2000]. Estudios en el ratén transgénico para TGF-1, un
modelo que desarrolla glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial
[Sanderson et al, 1995], mostraron que la apoptosis de las células tubulares
precede a las manifestaciones de la atrofia tubular, dilatacién tubular e
inflamacion perivascular sugiriendo que las células epiteliales tubulares pueden
transdiferenciarse para adquirir el fenotipo de miofibroblastos asociado a la
fibrosis intersticial [Bottinger y Bitzer, 2002].

La glomeruloesclerosis en modelos animales y humanos se caracteriza
por la disminucion de podocitos ocasionada por el aumento en el estrés
mecanico O la pérdida de adhesion de las células [kriz et al, 1998]. Se ha
propuesto que el TGF-f en sinergismo con la Smad7 inducen la apoptosis de

los podocitos in vitro, la apoptosis maxima de los podocitos coincide con la



expresion del TGF-B y Smad7 y con el comienzo de la albuminuria, sugiriendo
que la apoptosis de los podocitos precede a la expansion mesangial [Schiffer et
al, 2001]. La pérdida de la microvasculatura glomerular y peritubular es otra de
las caracteristicas de la enfermedad renal progresiva. La pérdida de los
capilares glomerulares es asociada con un incremento en el apoptosis de las
células endoteliales glomerulares [Kang et al, 2002]. EI TGF-f y la
trombospondina 1 han sido implicados en la induccion de la apoptosis de las

células endoteliales glomerulares [Guo et al, 1997; Choi y Ballermann, 1995].

La transdiferenciacién epitelio a mesenquima (EMT) es un proceso en el
cual las células tubulares renales pierden su fenotipo epitelial y adquieren
caracteristicas nuevas del mesénquima. La mayoria de los tubulos renales en
el rifidn adulto excepto el tubo colector, derivan del mesénquima metanéfrico a
través de la transdiferenciacion mesénquima a epitelio. La EMT es el proceso
inverso, un proceso de embriogénesis reversa [Horster et al, 1999]. Una gran
proporcion de los fibroblastos intersticiales son originados a partir de las células
epiteliales tubulares via EMT en el rindn fibrético. La EMT tubular es un
proceso altamente regulado que consiste de cuatro pasos: 1) La pérdida de la
adhesion de las células epiteliales, 2) la expresion de nuevo de la a-actina de
musculo liso y la reorganizacion de actina, 3) la disrupcion de las membranas
tubulares basales y 4) el aumento en la migracion e invasion celular [Youhua,
2004]. Uno de los factores que regulan la EMT es el TGF-B que inicia y regula
el proceso [Fan et al, 1999], mientras que el factor de crecimiento hepatico y la
proteina morfogenética del hueso 7 inhiben la EMT in vitro e in vivo (figura 12)
[Youhua, 2004].

La nefropatia diabética

La nefropatia diabética es una de las complicaciones cronicas mas
frecuentes en pacientes con diabetes mellitus tipo | y tipo Il [Roggenenti y
remuzzi, 1997]. Los pacientes con esta enfermedad, presentan un grupo
caracteristico de alteraciones estructurales y funcionales del rifién. Las
anormalidades estructurales incluyen hipertrofia en el rindn, un aumento en el
grosor de las membranas basales de los glomérulos, acumulacién de los

componentes de matriz en el glomérulo (glomeruloesclerosis difusa y nodular),



atrofia tubular, fibrosis intersticial y pérdida de podocitos (células epiteliales
glomerulares esenciales para la estructura y funcion del glomérulo las cuales
rodean a los capilares contribuyendo a la barrera de filtracion y la estabilizacion
de las estructural. Las alteraciones funcionales incluyen un incremento de la
filtracion glomerular en las etapas tempranas de la enfermedad que disminuye
significativamente con el progreso de la enfermedad, hipertensiéon glomerular y
sistémica, micro y macro proteinuria que eventualmente llevan a la pérdida de
la funcion renal [Ueno et al, 1997]. La nefropatia diabética esta influenciada por
el fondo genético ya que unicamente entre el 25 y 40% de los pacientes con
diabetes tipo | y tipo Il desarrollan nefropatia diabética [Friedman et al, 1993].
El fondo étnico genético juega un papel importante debido a que algunas razas
son mas susceptibles a la nefropatia diabética que otras, por ejemplo la
enfermedad es mas frecuente en algunos grupos étnicos como los Indios Pima

y en negros mas que en blancos [Friedman et al, 1993].
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Figura 12. El TGF-B media la EMT. La figura muestra los eventos que se llevan a cabo durante
la TEM (I-1V). El TGF-B induce a las células epiteliales tubulares a pasar por los cuatro pasos de
la TEM. La angiotensina (Angll) promueve la EMT potenciando la expresion de a-SMA iniciada
por TGF-B. HGF y BMP-7 antagonizan al TGF-f y pueden inhibir la iniciacién de la EMT. El
bloqueo de la angiotensina Il con losartan bloquea su actividad para promover la EMT y atenua

la fibrosis renal. TBM (Membrana tubular basal). Modificado de Youhua 2004.
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Estudios clinicopatolégicos de la nefropatia diabética han establecido
que la extensa acumulacion de proteinas en el glomérulo y el intersticio,
correlaciona fuertemente con el grado de insuficiencia renal. Por ello los
factores responsables de la deposicion y acumulacion de proteinas en matriz
extracelular en el rifdn han adquirido considerable interés. La hiperglicemia, las
proteinas glicosiladas, polioles intracelulares, hormonas vasoactivas,
hipertension glomerular y sistémica, proteinuria, factores de crecimiento y
citocinas han sido implicadas en la nefropatia diabética [Wolf y Ziyadeh, 1999].
A continuacién se describira brevemente la participacién de cada uno de estos
factores.

La hiperglicemia es un factor de riesgo muy importante en el desarrollo
de la nefropatia diabética. Las células del rifidn son estimuladas por la
hiperglicemia para producir mediadores humorales, citocinas y factores de
crecimiento que son responsables de las alteraciones estructurales vy
funcionales observadas en la nefropatia diabética. En las células renales, el
receptor de superficie GLUT-1 regula la entrada de glucosa en las células
renales [Heilig et al, 1997]. En estudios in vitro, el TGF- endogéno, producido
por las células mesangiales en cultivo en presencia de una concentracion alta
de glucosa (23 a 30 nM), induce el transporte de glucosa al inducir la
sobreexpresion del ARNm y la proteina GLUT-1, de este modo acelera las
anormalidades metabdlicas inducidas por la glucosa en las células
mesangiales, el TGF-B1 modula la expresion de GLUT-1 en una manera dosis
dependendiente [Inoki et al, 1999].

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B), ha sido
involucrado en las alteraciones estructurales a nivel glomerular. Cuando las
células mesangiales se encuentran en presencia de una concentracion alta de
glucosa se induce un incremento en la expresion del gene PDGF-$ en las
primeras 6 horas declinando su expresién a las 24 horas, por el contrario la
expresion del TGF-p es detectada después de las 24 horas y 48 horas después
de la incubacidn de las células. Por lo tanto, una concentracion alta de glucosa,
induce la activacion del gene PDGF- que a su vez induce un incremento en la
expresion del TGF-B modulando de este modo la proliferacién de las células

mesangiales y la produccién de matriz mesangial [Di Paolo, et al, 1996].



Otro factor, que juega un papel importante en las alteraciones
glomerulares en la esclerosis diabética, es el factor de crecimiento del tejido
conectivo CTGF, debido a que induce el desensamble del citoesqueleto de
actina en las células mesangiales, la sobreproduccion de fibronectina, colagena
tipo | y IV y la hipertrofia de las células mesangiales. EI CTGF, ha sido
considerado como un blanco terapéutico en la nefropatia diabética [Wahab et
al, 2001]. Por otro lado, la angiotensina Il es una de las hormonas que estimula
a las células del rifidn a producir TGF-B. La angiotensina Il es generada en
hipertension, un desorden que se presenta frecuentemente en los pacientes
diabéticos y que acelera la progresion de la nefropatia diabética [Wolf G vy
Ziyadeh, 1997]. En estudios in vitro ha sido demostrado que la angiotensina Il
incrementa la acumulacién de los componentes de la matriz extracelular en las
células mesangiales al estimular la expresion del TGF- [Gesualdo L et al,
1999].

La hiperglicemia induce la activacién anormal de la proteina cinasa C
(PKC), la cual esta involucrada en el desarrollo de la nefropatia diabética. La
PKC estimula la sobreexpresion del TGF-1, fibronectina y colagena tipo IV en
los riflones de las ratas con nefropatia diabética [Koya, et al, 1997]. Cuando las
ratas diabéticas fueron tratadas con un inhibidor de la PKC (LY 333531),
disminuyé la sobreexpresiéon del TGF-p y de las proteinas de matriz
extracelular, previniendo la hiperfiltracion y la albuminuria [Ishii et al, 1996].

La hiperglicemia es la responsable de la presencia de niveles altos de
productos terminales de glicosilacion avanzada (AGE) en pacientes con
diabetes. Estos productos se forman por la reaccién no enzimatica entre la
glucosa y las proteinas, la reaccidon comienza cuando los grupos carbonilo del
azucar reaccionan con los grupos amino de las proteinas formando bases de
Schiff que al rearreglarse y volverse mas estables dan lugar a los productos de
Amadori [DeGroot, 2004]. Estos productos normalmente son reciclados dentro
del cuerpo durante meses o anos, sin embargo, si los productos de Amadori
son deshidratados, se pueden rearreglar formando los AGE que se unen a las
células y tejidos ocasionando progresivamente la disfuncion del érgano
[DeGroot, 2004]. Los AGE estan involucrados en los cambios estructurales de

las nefropatias progresivas como son glomeruloesclerosis, fibrosis intersticial y



atrofia tubular. Sus efectos son mas prominentes en la nefropatia diabética
pero también contribuyen a la patofisiologia renal en otras enfermedades
renales no diabéticas [Jorgen et al, 2004]. Los AGE estimulan a las células
glomerulares a producir TGF-p1, el cual contribuye a la esclerosis glomerular y
al dano tubulointersticial al estimular la sobreproduccion de los componentes
de matriz extracelular [Vlassara y Palace 2002]. Al administrar un inhibidor de
los productos de glicosilacion terminal (ALT 711) a las ratas diabéticas, se
reduce la glomeruloesclerosis, la fibrosis tubolintersticial y la albuminuria
[Forbes et al, 2003].

La hipertension arterial glomerular y sistémica, y la hiperfiltracion
representan las disfunciones hemodinamicas en los pacientes diabéticos. La
aplicacion de un estrés mecanico para simular el daio hemodinamico en las
células mesangiales, induce in vitro la sobreexpresion de GLUT-1 y la
produccion de TGF-B1. Si estas células son tratadas con un anticuerpo anti-
TGF-B1 se reduce la expresion de GLUT-1 y el transporte intracelular de la
glucosa [Gnudi, et al, 2003]. El estrés mecanico es también responsable de un
aumento en la permeabilidad del glomérulo que provoca la presencia anormal
de proteinas en la orina de pacientes con diabetes. Ademas, induce un
aumento en la expresion del factor de permeabilidad vascular (VPF) que
promueve este efecto [Gruden et al, 1997]. La utilizacién de inhibidores de la
PKC inhibe la expresion del VPF en respuesta al estrés mecanico y la
produccion de TGF-B y fibronectina en células mesangiales humanas [Gruden
et al, 1997].

ELTGF-By lanefropatia diabética

La funcion del TGF-fcomo mediador de la hipertrofia y cambios
esclerdticos en el rindn diabético ha sido estudiado extensamente. Casi todos
los mediadores moleculares y vias de sefalizacion involucradas en el dafio del
riidn diabético, convergen en la estimulacion del TGF-B como intermediario
[Reeves y andreoli, 2000]. Las células mesangiales y epiteliales del glomérulo y
del tubulo proximal, en respuesta al TGF-f en presencia de altas
concentraciones de glucosa incrementan la sintesis de las proteinas de matriz

extracelular incluyendo los proteoglicanos, fibronectina, colagena IV y los



niveles del ARNm del TGF-B1 se encuentran aumentados [Ziyadeh et al, 1992;
Ziyadeh et al, 1990]. Modelos animales tanto de diabetes tipo | como de
diabetes tipo Il, han implicado al TGF-3 como mediador de la enfermedad del
rindn diabético. En un estudio utilizando ratas con diabetes provocada con
estreptozotocina, se observd un aumento en el ARNm del TGF-B1 en el
glomérulo a las 24 horas después del inicio de la hiperglicemia, y este aumento
fue sostenido durante las dos semanas que durd el estudio [Shankland y
Scholey, 1994]. Si estos animales son tratados con insulina para normalizar
sus niveles de glucosa en la sangre, la sintesis del TGF-f disminuye en el
glomérulo [Shankland y Scholey, 1994]. Los niveles del ARNm del TGF-B1 se
han visto incrementados en el curso temprano de la hipertrofia renal asociada a
diabetes en el raton NOD y en la rata diabética BB, ambos modelos de
diabetes mellitus tipo | [Sharma y Ziyadeh, 1994]. En el raton NOD la
sobreexpresion del ARNm del TGF-1 fue asociada con la estimulacién de la
expresion de los genes de las proteinas de matriz extracelular tenascina y
laminina en el glomérulo [Yang et al, 1995]. En ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina se observd un aumento en la expresion del TGF-B1 y de la
colagena tipo IV en el tubulointersticio renal, que fue revertida al administrarles
un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensindégeno (ACE) [Gilbert et al,
1998].

En cuanto a la participacion de las diferentes isoformas del TGF-$3 en el
rindn diabético, los estudios se enfocan principalmente en el TGF-31
considerado por lo general la isoforma predominante en la fibrosis renal, sin
embargo el papel del TGF-p2 y TGF-3 ha sido poco estudiado. En un estudio
utilizando células mesangiales de rata, fibroblastos renales y células epiteliales
tubulares en cultivo, se compararon las acciones de las isoformas del TGF-f en
la produccion y degradacion de proteinas de matriz extracelular, la produccion
endogena de cada isoforma y el efecto de la combinacion de isoformas y la
inhibicion de éstas con anticuerpos especificos. Los resultados mostraron que
las tres isoformas tienen efectos fibrogénicos en las células renales
incrementando la sintesis de proteinas de matriz extracelular. La combinacion
de las isoformas tiene efectos aditivos. Los anticuerpos especificos de las

isoformas bloquean el efecto del TGF-f y los efectos de las isoformas TGF-2 y



TGF-B3 pueden ser mediados parcialmente por el TGF-B1 [Ling Yu, et al 2003].
En otro estudio, utilizando dos modelos animales, ratas diabéticas por
estreptozotocina y la rata BB, se caracterizo la expresion de las isoformas del
TGF-B en el riidn en un estudio de diabetes a corto y largo plazo utilizando
técnicas de inmunohistoquimica y western blot. En ambos modelos, se
encontré que la expresion de las tres isoformas aumenta en el rifion de los
animales diabéticos, principalmente durante la fase aguda cuando Ia
fibrogénesis aumenta. Las tres isoformas fueron localizadas en el citoplasma y
el nacleo de las células glomerulares. Los niveles del TGF-B1 se incrementan
en la fase aguda, disminuyen ligeramente a los 14 dias y regresan al nivel de
los controles entre los 30 y 180 dias en la fase crénica de la enfermedad. El
TGF-B2 se incrementa en la fase aguda entre los 3 y 14 dias de la enfermedad
y disminuye a niveles controles a los 90 dias [Hill et al, 2000].

El incremento en la expresion del TGF-B también es una caracteristica
de humanos diabéticos. En pacientes diabéticos se ha descrito un incremento
del TGF-B en el glomérulo utilizando la técnica de inmunohistoquimica
[Yamamoto et al, 1993]. Esta observacién fue confirmada por un estudio en
rinones de pacientes con nefropatia diabética donde se encontrd un incremento
en los niveles de las isoformas del TGF-B en el glomérulo y en el
tubulointersticio [Yamamoto et al, 1993]. En otro estudio, los niveles de ARNm
del TGF-B1 se encontraron elevados en el glomérulo de los pacientes
diabéticos con nefropatia diabética correlacionando con el control metabdlico

de la enfermedad [Sharma et al, 1997].

Estrategias terapéuticas anti-TGF-p en la nefropatia diabética

Varias metodologias han sido utilizadas para prevenir el dafio renal a
través de la inhibicion del TGF-B. Estos incluyen anticuerpos anti-TGF-(3,
inhibidores naturales, oligonucléotidos antisentido y moléculas regulatorias
como Smad 7 [Vilchis-landeros et al, 2003]. En esta seccién me referiré
especialmente a las estrategias terapéuticas anti-TGF- que han sido utilizadas

en el tratamiento de la nefropatia diabética.

Anticuerpos neutralizantes



En base a los estudios que demuestran que la glucosa estimula la
produccion del TGF-B en el rindn y el TGF-p es el mediador de los cambios
estructurales y funcionales observados en el riidn diabético. Se han utilizado
anticuerpos neutralizantes anti-TGF-p para inhibir sus efectos. En estudios in
vitro el incremento en la sintesis del TGF-f1 y de la colagena IV en células
mesangiales en presencia de glucosa, es abatido al utilizar anticuerpos
neutralizantes anti-TGF-B [Ziyadeh, et al, 1994]. Por otro lado, en estudios
realizados con ratones con diabetes inducida con estreptozotocina, la
utilizacion de un anticuerpo anti-TGF-B disminuye los niveles de ARNm del
TGF-p1 y del receptor Il del TGF-Ben el rindn, reduciendo la hipertrofia
glomerular y la expresion de los genes de colagena |V y fibronectina [Sharma
et al, 1996]. El tratamiento a corto plazo de ratones diabéticos por
estreptozotocina con un anticuerpo monoclonal contra las tres isoformas del
TGF-B previno la hipertrofia glomerular y el aumento en el nivel de los
mensajeros de TGF-B1, colagena IV y fibronectina [Sharma et al, 1996]. De
igual manera, el tratamiento de ratones diabéticos db/db, un modelo
espontaneo de diabetes tipo Il, con un anticuerpo monoclonal contra las tres
isoformas del TGF-f previno el incremento en el ARNm del TGF-1 y genes de
matriz regulados por TGF-B, y redujo la expansion de matriz mesangial, sin

embargo no tuvo efectos sobre la proteinuria [Ziyadeh et al, 2000].

Inhibicion de la ACE

Los inhibidores de la ACE ¢ inhibidores de la enzima convertidora de
Angiotensina, son un grupo de farmacos que son usados en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, hipertension y prevencion de la diabetes
mellitus. Trabajan modulando el sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Al inhibir a la ACE bloquean significativamente la conversion de
angiotensina | a angiotensina Il. Cuando los niveles de la angiotensina I
disminuyen, se produce una reduccion en la vasoaconstriccion y la secrecion
de la aldosterona. Los inhibidores de los ACE incluyen al Captopril, Enapril,

ramipril, entre otros [Lahera, et al, 2006]. Por otro lado, en la diabetes ademas



del efecto directo de la hiperglicemia en la activacion del TGF-$ renal, el
sistema renina-angiotensina también estimula al TGF-f en el rifidn. En estudios
in vitro, la exposicion de células mesangiales a la Angiotensina Il estimula la
sintesis del TGF-p y proteinas de matriz extracelular [kagami et al, 1994]. En
células LLC-PK; crecidas en presencia de altas concentraciones de glucosa,
una linea celular analoga a las células del tubulo proximal, la adicién de
captopril, un inhibidor de la ACE, disminuye el incremento del ARNm del TGF-
B1 y de sus receptores tipo | y tipo Il, asi como la sintesis de proteinas de
matriz en una manera dependiente de la dosis [Guh et al, 1996]. En estudios in
vivo, utilizando ratas con diabetes inducida con estreptozotocina se observé el
efecto del ramipril, un inhibidor de la ACE. El tratamiento con ramipril previno el
incremento en la expresion del TGF-1 y la acumulacion de proteinas de matriz
extracelular a nivel tubular y glomerular [Gilbert et al, 1998]. El desarrollo de
agentes farmacologicos que inhiben directamente al receptor de la
angiotensina ARB de “angiotensin receptor blocker” es una alternativa para
regular el sistema renina-angiotensina. El tratamiento de pacientes diabéticos
con una combinacién de un inhibidor de la ACE y un inhibidor del receptor Il de
angiotensina Il, disminuyd la excrecion de albumina urinaria y la elevada
presion sanguinea mostrando efectos benéficos y sinérgicos en el tratamiento

de la nefropatia diabética [Jacobsen et al, 2004].

Inhibicién de la Proteina cinasa C (PKC-p)

La proteina cinasa C (PKC), se expresa de manera ubicua y esta
involucrada en la transduccion de senales asociada a la proliferacién celular,
diferenciacién y apoptosis. Se conocen once isoenzimas relacionadas a la PKC
clasificadas como (a, B1, B2, v, 8, &, m, 0, u, ¢, A). Las isoenzimas difieren en su
estructura, propiedades bioquimicas, distribucion en tejidos, localizacion celular
y especificidad de sustrato. Entre los genes que han sido implicados en la
nefropatia diabética se encuentra el gene PKC-B1 que codifica para las
isoformas B1y p2 [Koya y King, 1998].

En estudios in vitro, se ha demostrado que una concentracion alta en
glucosa induce la activacion de la proteina cinasa C en las células glomerulares

seguida por un incremento en la actividad del TGF-B. La adicién de un



antioxidante (a-tocoferol) a células mesangiales que han sido crecidas en
concentraciones elevadas de glucosa bloquea el incremento en la PKC y en los
niveles de TGF-B y proteinas de matriz [Studer et al, 1997]. La administracion
de un inhibidor especifico de la isoforma PKCB (LY333531) en un modelo in
vivo de ratas diabéticas por estreptozotocina durante tres meses, disminuye el
incremento en el ARNm del TGF-1 y la acumulacién de matriz en el
glomérulo, sugiriendo que la PKCp inducida por la hiperglicemia media la
sobreproducciéon del TGF-B y las proteinas de matriz en el rindn diabético [Koya
et al, 1997]. La administracion a largo termino de un inhibidor de la PKCp en el
raton diabético db/db, reduce la excrecion de albumina urinaria y la expansion
de la matriz mesangial a través de la atenuacion de la expresion del TGF-3 y

proteinas de matriz como colagena IV y fibronectina [Koya et al, 2000].

Inhibicion de los AGE

La mayoria de los agentes inhibidores de los AGE han sido probados en
modelos diabéticos debido a que la acumulacion de los AGE en diabetes es
mas rapida y esta mejor caracterizada su patologia. Las estrategias empleadas
se basan en inhibir la formacion de los AGE, su remocion ¢ interferir con los
efectos celulares de los AGE. Un método que interfiere con la formacién de los
AGE es la deglicosilacion enzimatica de las proteinas. La fructuosa lisina
oxidasa y la fructuosa lisina-3-fosfocinasa catalizan la remocién de azucares de
las proteinas previniendo la formacion de los AGE [Wu y Monnier, 2003]. La
piridoxamina es un compuesto que inhibe la formacién de los AGE in vitro y sus
efectos han sido probados in vivo en un modelo de ratas obesas zucker donde
previno la patologia renal y vascular asociada a la diabetes [Alderson et al,
2003]. Los compuestos que destruyen quimicamente a las estructuras de los
AGE, tales como N-phenacylthiazolium, N-phenacyl-4,5-dimethylthiazolium y
ALT-711 han sido propuestos como agentes terapéuticos para revertir los
efectos causados por la acumulacién de los AGE [Vasan et al, 1996]. En
estudios in vitro utilizando células mesangiales de rata se observé que los AGE
incrementan la generacion de especies reactivas de oxigeno y estimulan la
produccion de Angiotensina Il en una manera dosis dependiente que fue

prevenida totalmente por la adicién del antioxidante N-acetylcysteine (NAC).



Los AGE también inducen la sobreproduccion del TGF-B, hipertrofia de las
células mesangiales y la sintesis de fibronectina, efectos que son bloqueados
al utilizar candersan un antagonista del receptor tipo 1 de la angiotensina
[Fukami et al, 2004]. En estudios in vivo, el uso de un anticuerpo monoclonal
especifico (A717) contra la albumina glicosilada en ratones diabéticos db/db
previene la albuminuria y el aumento en las proteinas de matriz [Cohen et al,
1995].

EL betaglicano soluble un agente potencial en el tratamiento de la
nefropatia diabética

En estudios in vitro, se ha demostrado que el betaglicano soluble
recombinante producido en células de insecto se une al TGF-f3 con alta afinidad
y especificidad de isoforma, neutralizando sus efectos con una potencia
superior a la de otros agentes anti-TGF-p utilizados [Lépez-Casillas et al 1994;
Vilchis-Landeros et al, 2001].

El SBG ha sido utilizado como agente terapéutico en el tratamiento del
cancer, donde antagoniza al TGF- bloqueando sus efectos en las células
tumorales (Bandyopadhyay et al, 1999, Bandyopadhyay et al, 2002]. En
estudios in vivo, la expresion ectopica del SBG suprime las propiedades
malignas en las células de carcinoma humano al antagonizar la actividad
tumoral del TGF- que promueve el desarrollo del tumor [Bandyopadhyay et al,
1999]. La inyeccion del SBG por via intraperitoneal ¢ peritumoral en ratones
desnudos con tumores desarrollados a partir del carcinoma de seno humano
MDA-MB-231, disminuyé significativamente la velocidad de crecimiento del
tumor, la metastasis espontdanea y la vascularizacion del tumor
[Bandyopadhyay et al, 2002].

El SBG en combinacion con un inhibidor de las prostaglandinas (PG) ha
sido utilizada con éxito en el tratamiento de la fibrosis pulmonar murina
[Hernandez-Pando et al, 2006]. EL TGF-B y las prostaglandinas regulan la
respuesta inmune celular en la progresién de la fibrosis pulmonar [Hernandez-
Pando et al, 1997; Rangel-Moreno et al, 2002]. La administracion de SBG y
acido niflumico, un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas, durante la fase

cronica de la tuberculosis experimental murina disminuyd la inflamacion



pulmonar, la fibrosis y la carga bacilar acelerando la eliminacion de los bacilos
de el pulmén.

En un modelo de glomerulonefritis experimental, ratas con
glomerulonefritis inducida por la inyeccion de suero anti-timocito [Sharma vy
Ziyadeh, 1994]. La administracién diaria de SBG a las ratas enfermas por via
intraperitoneal resulté en la disminucion de la expansion mesangial, los niveles
de ARNm del TGF-B1 y la acumulacién y expresion de la fibronectina, colagena

I'y IV en el glomérulo [Vilchis-Landeros et al, en preparacion].

La leptina y la enfermedad renal

La leptina es una hormona peptidica derivada del tejido adiposo que
actua como el principal regulador de la ingesta de alimentos y la homeostasis
de la energia [Ahima y Flier, 2000]. La leptina es liberada a la sangre en
proporcion a la cantidad de grasa corporal y ejerce un efecto inhibitorio en la
ingesta de alimentos mientras incrementa el gasto energético. La leptina fue
identificada a través de la clonacidén del gene de la obesidad (ob), el cual se
encuentra mutado en el raton obeso ob/ob [Zhang et al, 1994]. EIl gene del
receptor de la leptina fue identificado en el locus del cromosoma 4 del ratén db
[Tartaglia et al1995]. Existen seis isoformas (Ob-Ra a Ob-RF) del receptor de la
leptina, las cuales resultan de un procesamiento alternativo del ARNm (figura
13). Los receptores muestran una region amino terminal idéntica, la cual une a
la leptina, pero difieren en su region carboxilo terminal. Cinco de estas formas
contienen dominios transmembranales. La forma larga del receptor (Ob-Rb) se
encuentra principalmente en el hipotalamo y ha sido asociado con la
transduccion de la sefial. La forma corta del receptor (Ob-Ra), se expresa en
tejidos periféricos y en el rindn. La forma Ob-Re que carece del dominio
transmembranal y del intracelular, se encuentra en circulacién pero sus efectos
son desconocidos [Wolf G, 2002]. La leptina se une al receptor largo Ob-Rb en
el hipotalamo, induce su dimerizacién y la activacién del transductor de la sefal
la cinasa janus (JAK) y la activacion de su via de transcripcion (STAT pathway)
resultando en la fosforilacion de STAT, la STAT fosforilada se transloca dentro
del nucleo y se une al DNA donde activa la transcripcion de genes regulados
por la leptina (figura 13) [Baumann et al, 1996]. Otras vias que también ha sido

implicadas en la respuesta a la leptina son la via de las proteinas cinasas



activas por mitdégenos (MAPK) y la activacion de la fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI-3K) que son importantes para modular los efectos de la leptina en
respuesta a la insulina [Berti et al, 1997].

La leptina ejerce varios efectos en el tejido periférico incluyendo la
modificacion de las acciones de la insulina, induccion de la angiogénesis y la
modulacién del sistema inmune. Como un péptido pequefio, la Iéptina es
eliminada principalmente por el riidn y en pacientes con dafio renal cronico y
aquellos que requieren de didlisis las concentraciones de la leptina en suero se
encuentran aumentadas [Sharma et al, 1997].

La leptina tiene efectos directos en la patofisiologia renal, estimula la
proliferacion celular, la sintesis del TGF-B1 y la produccién de colagena en las
células endoteliales glomerulares [Wolf et al, 1999]. En las células
mesangiales, la leptina estimula la sintesis del receptor Il del TGF-B, pero no la
sintesis del TGF-B, sin embargo estimula el transporte de glucosa y la
produccion de la colagena tipo |. Estos datos sugieren que la leptina promueve
una interaccion paracrina entre las células endoteliales y mesangiales, en la
cual las células endoteliales glomerulares secretan TGF-f, al cual las células
mesangiales sensibilizadas pueden responder [Han et al, 2001]. Ambos tipos
celulares en respuesta a la leptina incrementan la expresion de proteinas de
matriz [Han et al, 2001]. La inyeccién de leptina a ratas normales por mas de
tres semanas, acelera el desarrollo de la glomeruloesclerosis focal y la
proteinuria [Wolf et al, 1999]. Otros efectos adicionales directos o indirectos de
la leptina en el rifidn, incluyen natriuresis, un incremento en la actividad del
sistema nervioso y la estimulacién de las especies reactivas de oxigeno, lo que
sugiere que el rindn no solo es un sitio donde se metaboliza la leptina sino

también un érgano blanco para las acciones de la leptina [Wolf, 2000].

El raton diabético db/db

Los ratones diabéticos db/db tienen una mutacion recesiva autosomal
del gene que codifica para el receptor de la leptina (figura 14) [Chen et, 1996].
El receptor largo de la leptina Ob-Rb en estos ratones es anormal ya que
contiene una mutacion puntual G por T que produce un codon de terminacién

en la region donde el receptor largo y el receptor corto divergen conduciendo a



la sintesis de un receptor truncado que reemplaza a la isoforma Ob-Rb normal
con la isoforma Ob-Ra [Chen et, 1996].

Debido a que el ratén db/db es resistente a las acciones de la leptina, se
ha asumido que unicamente el receptor Ob-Rb lleva a cabo la sefalizacion
[Murakami et al, 1997]. La carencia de senalizacion de la leptina en el
hipotalamo conduce a una hiperfagia persistente, obesidad, altos niveles de
leptina y de insulina que dan lugar a la aparicibn de severos sindromes

diabéticos y a la degeneracién de las células B [Sharma K et al, 2003].
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Figura 13. A) Isoformas del receptor de la leptina y via de sefalizacién. Se conocen seis
isoformas (Ob-Ra a Ob-RF) del receptor de la leptina generadas por procesamiento alternativo.
Los receptores muestran regiones amino terminal identicas, las cuales unen leptina pero difieren
en sus regiones carboxilo terminal. (m) Region transmembrana, (ﬁ) dominio intracelular. B)
Sefalizacion de la leptina a través del receptor Ob-Rb. El receptor dimeriza después de que
se une la leptina y causa la autofosforilacion de las proteinas JAK. Las proteinas STATs
fosforiladas se translocan dentro del nucleo y se unen a elementos de respuesta especificos que
regulan la transcripcién de los genes blanco. [Modificado de Wolf et al, 2002]



Figura 14. El rat6n diabético db/db. Es un modelo de diabetes mellitus tipo Il. Los ratones
db/db carecen del receptor de la leptina por una mutacién recesiva autosomal en el
cromosoma 4. Se caracterizan por su obesidad, hiperfagia, hiperglicemia, hiperinsulinemia y el
desarrollo de nefropatia diabética. El incremento de peso no solo es el resultado de la
hiperfagia sino también de una disminucién en la utilizacién del alimento y la actividad fisica.

Al nacer, los ratones son clinicamente sanos, presentan hiperinsulinemia
temprana detectada a los 10 dias de edad, seguida de hiperglicemia, los
niveles de glucosa en sangre son elevados al mes de edad (7.2 £ 2.3 mM) y su
diabetes comienza a desarrollarse a partir de la 8a. semana de vida. En la 162
semana de via, la patologia se manifiesta plenamente, presentando
manifestaciones clinicas de diabetes y problemas de insuficiencia renal, los
niveles de glucosa en sangre son de 28.6 + 13.2 mM. Los cambios tempranos
de la funcidn renal se caracterizan por un incremento en la velocidad de
filtracion glomerular seguida por la aparicion de proteinuria. El rango de
albuminuria es entre 68 y 600 ug en 24 horas en el raton db/db, mientras que

en los ratones control es de 4 a 21 ug en 24 horas [Cohen et al, 2001]. Al



progresar la enfermedad renal en ratones maduros se observa una disminucién
de la velocidad de filtracion glomerular, engrosamiento difuso y nodular de la
matriz mesangial, aumento en el numero de células mesangiales, lesiones
exudativas, cambios vasculares y deposito de colagena que produce
engrosamiento de la membrana basal glomerular. Después de los 5 6 6 meses
de edad, el peso corporal y los niveles de insulina comienzan a caer asociados
con la degeneracion de las células de las isletas pancreaticas [Lee SM et al,
1981]. Las manifestaciones de dafo renal pueden ser prevenidas con el
tratamiento temprano usando anticuerpos contra TGF-B, impidiendo asi el
incremento en las proteinas de matriz extracelular en los ratones diabéticos
[Ziyadeh et al, 2000].

El ratéon db/db es uno de los modelos mejor caracterizados para el
estudio de la nefropatia diabética humana. Las caracteristicas comunes que
tiene este modelo con la nefropatia diabética humana son la hipertrofia renal,
albuminuria y expansion del glomérulo y de la matriz mesangial. Las
caracteristicas que no son observadas en este modelo con respecto a la
condicion humana son un incremento en el grosor de las membranas basales
en relacion a la albuminuria, albuminuria progresiva y caracteristicas
avanzadas de la nefropatia diabética como esclerosis nodular en el glomérulo,

fibrosis tubulointersticial y atrofia tubular [Sharma et al, 2003].



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El betaglicano, receptor Il del TGF-$ es un importante modulador de las
acciones del TGF-B su importancia radica en su accion dual: su forma
membranal potencia las acciones del TGF-$ y su forma soluble antagoniza sus
efectos. El betaglicano soluble se encuentra de manera natural en el organismo
y su produccion como proteina recombinante en un sistema de baculovirus es
de alto rendimiento. En estudios in vitro, se ha demostrado que el SBG tiene
una afinidad muy alta por todas las isoformas del TGF-§3 en mamiferoy que su
union es especifica y no une a otros miembros de la familia del TGF-f. Su
potencial como agente anti-TGF-B ha sido demostrada es estudios in vitro
utilizando diversas lineas celulares. En modelos in vivo su efecto anti-TGF-p ha
quedado de manifiesto en diversos modelos animales tanto de cancer como
tuberculosis.

El betaglicano soluble se encuentra de manera natural en el suero y
matriz celulares, y sus propiedades unicas como molécula anti-TGF-f sugieren
su enorme potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades fibréticas
mediadas por el TGF- por arriba de otros agentes anti-TGF-p utilizados.

Este trabajo tiene como objetivo principal demostrar que el betaglicano
soluble recombinante (SBG) es una molécula con capacidad terapéutica para el
tratamiento de la nefropatia diabética que se desarrolla en el ratén diabético
db/db de manera similar al observado en la nefropatia diabética humana.

Los estudios presentados en este trabajo contribuirdn a la
caracterizacion del betaglicano soluble recombinante como una molécula
terapéutica anti-TGF-f para el tratamiento de enfermedades fibréticas,
sumandose a los estudios de caracterizacion de esta molécula para hacer de

su aplicacion en humanos una posibilidad real en un futuro.



OBJETIVOS

General

Establecer si el betaglicano soluble recombinante (SBG) puede prevenir y/o

retardar el dafio renal en un modelo cronico de nefropatia diabética.

Particulares

Determinar la distribucion en el suero y tejidos del '*I-SBG en ratones

normales y diabéticos de la cepa C57BL/KS.

Evaluar si la administracion de SBG a ratones diabéticos db/db previene y/o
retarda el dafo a nivel funcional midiendo los niveles de creatinina

plasmatica, depuracion de creatinina y albuminuria.

Establecer si la administracion de SBG a ratones diabéticos db/db previene
y/o retarda el dafio a nivel estructural evaluando la expansion de la matriz

mesangial de los glomérulos de los ratones experimentales.

Cuantificar el efecto del tratamiento con SBG sobre los niveles de ARNm de
las isoformas del TGF-f y proteinas reguladas positivamente por TGF-$

involucradas en el dano renal, en los rinones de los ratones tratados.

Determinar el efecto del SBG en la acumulacién de las proteinas de matriz

colagena IV y fibronectina en el glomérulo de los ratones experimentales.

Establecer la via de sefalizacion del TGF-B involucrada en el tratamiento

con SBG de la nefropatia diabética en los ratones db/db.



MATERIALES ¥ METODOS

Expresion y purificacion del betaglicano soluble recombinante.

El betaglicano soluble recombinante utilizado en estos experimentos fue
producido en nuestro laboratorio por el M.C. Valentin Mendoza. Para su
obtencion se utilizé el sistema de expresidon de baculovirus. La cepa
recombinante de baculovirus empleada se obtuvo en trabajos anteriores
[Lopez-Casillas et al, 1994]. Para la expresion del SBG se infectaron células de
insecto H5 con el vector pBlueBac4 que contiene el cDNA que codifica para el
betaglicano de rata bajo la regulacion del promotor de polihedrina para la
expresion del betaglicano en células de insecto. Las células se cultivaron a una
densidad de 2 X 10° células/ml a una multiplicidad de infeccién de 10 con un
stock de alto titulo de baculovirus recombinante y se incubaron a 27 °C en la
oscuridad. Después de 48 h, se adicioné PMSF al cultivo a una concentracién
final de 1mM en etanol y se obtuvo el medio condicionado mediante
centrifugacion del cultivo a 12000 rpm durante 30 min a 4 °C para remover
restos celulares. El SBG se purificd a partir del medio condicionado mediante
cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC) utilizando
sefarosa quelante de flujo rapido (Amersham Pharmacia Biotech, UK) cargada
con niquel y equilibrada con buffer de lavado (hepes 25 mM pH 7.5, KCI 1 M,
imidazole 20 mM y PMSF 1 mM). El betaglicano se eluy6 utilizando un
gradiente continuo de imidazol de 20 a 250 mM en un volumen de 200 ml. Se
colectaron fracciones de 5 ml y se detecto el betaglicano mediante SDS-PAGE,
tincion con plata y western blot utilizando el anticuerpo policlonal 822 que
reconoce el ectodominio del betaglicano. Se juntaron todas las fracciones en
las que el betaglicano se encontraba puro y se concentraron mediante un
sistema de amicéon (Millipore, Bedford, MA). La muestra se dializé contra buffer
de fosfatos y salina (PBS) con 1% (v/v) de glicerol y 1 mM de PMSF. La
concentracion de proteinas a la muestra se determind con meétodo de
Bradford y se congel6 en alicuotas a -70°C hasta su uso.

Para realizar los experimentos de este trabajo, se mezclaron alicuotas
de SBG procedentes de un mismo lote y se ajustd a la concentracién requerida

para la dosis equivalente a 50 ug de proteina en 100 pl utilizando PBS



lodinacién del betaglicano soluble recombinante

La iodinacion del SBG se realizé de acuerdo al método de cloramina T
[Cheifetz, 1990]. Brevemente, se mezclaron 1 ug de SBG resuspendido en 5uL
de acetonitrilo al 30 % y TCA 0.1%, con 5 uL de fosfato de sodio 1.5 M. Se
adicionaron 4 pL de Na'®| (aproximadamente 400 pCi) y 2 pL de cloramina T
(50 pg/ml). Se incubd la mezcla durante 2 min. con agitacién constante. Se
adicionaron 2 pL de cloramina T y se incub6 durante 1.5 min. Se adicionaron
nuevamente 2 pL de cloramina T y se incub6 durante 1 min. La reaccion se
detuvo adicionando 10 puL de N-acetiltirosina 50 mM, 100 pL de KI 60 mM y 100
uL de urea (1.2 g en acido acético 1 M). Se realiz6 la separacion del TGF-
marcado del '®| libre por cromatografia de exclusién molecular utilizando
columnas de sephadex-G25 y se cuantificd su actividad especifica mediante

cromatografia de capa fina en un contador y.

Distribucion del **°I-SBG

Se evalud la distribucion del SBG en suero y en diferentes 6rganos de
los ratones normales y diabéticos de la cepa C57BLKs. Estos animales fueron
reproducidos en el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular. Se utilizaron 2
ratones por grupo, que fueron inyectados por via intraperitoneal con una
mezcla de 50ug de SBG frié adicionado con una traza (577,700 cpm) de -
SBG. Los ratones fueron sacrificados al tiempo 0 en el caso de los controles y
alas 0.5,1,2,4,8,12,y 24 hrs. en el caso de los ratones tratados. La orina de
los ratones experimentales se recolectd a los diferentes tiempos. En el
sacrificio se recolectd la sangre de los ratones, el higado, pulmén, corazén y
rindn. Estos érganos fueron pesados y fraccionados para su cuantificacion en

el contador de centelleo Cobra Il gamma.

Animales y disefio experimental

Los ratones diabéticos db/db fueron obtenidos de Jackson
InmmunoResearch Laboratorios, Inc. (BarHarbor, ME). Los ratones diabéticos
db/db y sus controles, ratones normales db/m, fueron divididos al azar en
cuatro grupos como sigue: db/m PBS (n=12), db/db PBS (n=15) tratados con
100 ul de PBS como control, y, db/m SBG (n=8) y db/db SBG (n=15) tratados

con 50 ug de SBG. El tratamiento comenzé a las 8 semanas de edad debido a



que a esta edad el 100% de los ratones db/db se encuentran hiperglicemicos.
El tratamiento fue administrado por via intraperitoneal cada tercer dia durante
dos meses. Antes del sacrificio (a las 16 semanas de edad), los animales
fueron puestos en jaulas metabdlicas individuales para recolectar la orina de 24
hrs. La creatinina sérica y urinaria fue determinada utilizando un autoanalizador
(Technicon RA-1000, Bayer Co. Tarrytown, NY, USA). La depuracion de
creatinina fue calculada por la formula estandar Ccr=UV/P, donde U es la
concentracion de la creatinina en la orina, V es la velocidad de flujo en la orina

y P es la concentracion de creatinina en el plasma.

Ensayo de albumina urinaria

La concentracion de albumina en las muestras de orina de 24 hrs. fue
medida utilizando un ELISA competitivo [Cohen et al, 1995]. En el cual, la
albumina de ratén en la fase soluble compite con la albumina inmobilizada
dentro de los pozos de las placas por la union al anticuerpo antialbumina
conjugada con peroxidasa (Exocell, Philadelphia, PA). Para evitar errores
provenientes de una recoleccion incompleta de orina, la excrecién de albumina

fue normalizada por la concentracion de creatinina urinaria.

Extraccion de RNA

El RNA fue aislado del rifidn de cada animal experimental siguiendo el
método de guanidina-isotiocianato-cloruro de cesio [Sambrook et al, 1989]. En
el sacrificio los rifiones de los animales experimentales fueron guardados en
nitrégeno liquido y guardados a -20° C. Cada rifion se homogeneizo en 8 ml de
tiocinato de guanidina (Sigma) utilizando un homogeneizador Polytron-
Aggregate (Brinkmann Instruments). Una vez homogeneizado, se agregé 400
ul de sarcosil al 10% y se agité suavemente. Se centrifugé a 12 000 rpm 15
minutos a 4° C. El sobrenadante se coloco en tubos para ultracentrifuga nuevos
y estériles conteniendo 4 ml de una solucién de cloruro de cesio 5.7 M y se
centrifugd a 29, 000 rpm por 18 hrs. a 18° C. El sobrenadante se desecho y el
boton de RNA se lavo y resuspendié en agua libre de RNAsas. La solucion de
RNA se coloco en hielo y se resuspendio agitando la solucidn cada 10 minutos

durante 40 minutos.



PCR en tiempo real.

La transcripcién reversa (RT) fue llevada a cabo utilizando 10 ug de RNA
total de cada rindn. La RT fue llevada a cabo a 42° C por 50 minutos en un
volumen total de 20 pl utilizando 200 U de RTMMLYV (Invitrogen), 100 pmol de
hexameros (Invitrogen), 0.5 mmol/L de cada dNTP (Sigma Chemical) y 1X RT
buffer de reaccion (Invitrogen). La PCR en tiempo real fue realizada utilizando
quantitec SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) en un volumen de reaccion de 25 pl
conteniendo 1 ul de cDNA y 20 pmolas de oligos especificos. Se construyd una
curva estandar utilizando diluciones seriadas en numero de copias de cada
producto de PCR. Todas las reacciones fueron realizadas por triplicado. La
curva estandar fue calculada en referencia al ciclo “Threshold” (el ciclo de PCR
en el cual la fluorescencia especifica comienza a ser detectable) para el
logaritmo de cada dilucion de cDNA. Los resultados fueron expresados como el
numero de copias del gene blanco normalizadas por el numero de copias del

gene “acidic ribosomal protein” (ARP).

Tabla 4. Secuencias de oligonucléotidos utilizados para el analisis de los
niveles de ARNm por PCR en tiempo real.

Gene Oligos sentido (5"a 3") Oligos antisentido (5’a 3")
TGF-p1 AGGGCTACCATGCCAACTTCT | CCGGGTTGTGTTGGTTGTACA
Collagen | TGGATTCCCGTTCGAGTACG | AGGTGATGTTCTGGGAGGCC
Collagen IV TTCCTTCGTGATGCACACCA CCGTGGCACTCGATGAATG
Fibronectin TGGCTGCCTTCAACTTCTCCT | TGTTTGATCTGGACTGGCAGTTT
SGK GCATGCAAACACGCTGAAGTT | TTGTTGAGAGGGACTTGGCG
ARP AGGTGGTGCTGATGGGCA CCTCCGGATGTGAGGCAG
TGF-p2 AAGTTTACACTGCCCCTGCTG | GGTGCCATCAATACCTGCAAA
TGF-p3 GGAAGGCTGCACTCAGGAGA | CGGCCAGTTCATTGTGCTC
Betaglicano GCCAGACGGCTACGAAGATTT | AACACTACCACTCCAGCACGG




Histologia glomerular y morfometria

Una porcioén de la corteza renal fue fijada en buffer neutro de formalina al
10%, embebido en parafina, cortado (5um) y tefiido con acido periédico de
Schiff (PAS). Veinte glomérulos de cada animal fueron seleccionados al azar y
la expansion de la matriz mesangial fue identificada como material PAS positivo
y medida utilizando el analizador de imagenes Leika Qwinn (Cambridge, UK).
El area del material PAS positivo en el mesangio fue factorizada por el area del

penacho glomerular y expresada como fraccién mesangial.

Inmunohistoquimica

Las secciones de rifidn incluidas en parafina se desparafinaron en xilol
durante 30 minutos, los tejidos se rehidrataron y bloquearon con H20, al 3% en
metanol por 30 minutos seguido por la recuperacién antigénica en microondas
con 10mM de buffer de citratos pH 6 durante 5 minutos. Para reducir el ruido
de fondo, los tejidos se trataron con una dilucion 1:100 de suero de borrego
(Sigma) en PBS. Después se incubaron con anticuerpos especificos contra
colagena 1V, fibronectina y fosfo-Smad2 toda la noche a 4° C. Al siguiente dia,
los tejidos se incubaron con un anticuerpo anti-inmunoglobulina biotinilado
seguido por la incubacidén con estreptavidina conjugada a peroxidasa
(Biogenes, San Ramon, CA). Como sustrato se utiliz6 3-amino-9-ethyl-
carbazole (Biogenex) en amortiguador de acetato conteniendo H,0, al 0.05%.
Las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina. Como control negativo se
utilizé suero no inmune. En el caso de la colagena IV y la fibronectina se realizd
la cuantificacion en veinte glomérulos de cada animal seleccionados al azar, los
resultados son expresados como el area positiva en el glomérulo factorizada
por el area total del penacho glomerular. Para la cuantificacion de la fosfo-
Smad2 en el glomérulo se contaron los nucleos positivos de entre diez y quince
glomérulos de cada animal, para la cuantificacion en los tubulos se contaron los
nucleos positivos de tres campos 40X de cada animal. En ambos casos los
resultados se expresaron como el porcentaje de nucleos positivos de los

nucleos totales contados.

Analisis estadistico.



Los datos son presentados como media + error estandar, donde n
representa el numero de animales. Los grupos fueron analizados mediante el
analisis de varianza (ANOVA) utilizando el test Newman-Keuls para comparar

entre los grupos. P<0.05 fue considerado significativo.



RESULTADOS

Para evaluar la efectividad del SBG en el tratamiento de la nefropatia
diabética, elegimos como modelo de estudio al ratén diabético db/db, el cual
desarrolla espontaneamente diabetes mellitus al ser homocigoto para una
mutacion recesiva autosomal del gene del receptor de la leptina (proteina que
controla el peso corporal) que da lugar a la aparicion de severos sindromes
diabéticos [Chen et al, 1996]. Por sus caracteristicas, el ratéon diabético db/db
es el modelo de ratdbn mejor caracterizado y ampliamente utilizado para realizar
estudios de tratamientos a largo plazo de la nefropatia diabética. La naturaleza
y evolucion de las anormalidades estructurales y funcionales que presenta son
semejantes a las observadas en la nefropatia diabética humana. Una ventaja
mas es que a diferencia de otros modelos, el raton db/db permite realizar
pruebas funcionales del rindbn por lo que en nuestro estudio nos permitid

evaluar la efectividad del SBG sobre la funcién renal.

Andlisis de la distribucién del **I-SBG.

Para analizar la distribucion del SBG en circulacion y en diferentes
organos, se realizé un experimento de distribucién durante 24 horas en ratones
normales y diabéticos de la cepa C57BL/Ks. Previo al analisis de distribucion,
se inyectaron diferentes dosis de '?°|-SBG a ratones normales y diabéticos y se
sacrificaron a los 60 minutos después de la inyeccién para determinar la dosis
menor de '®I-SBG que nos permitiera detectarlo en circulacién y en los
organos. Para realizar el analisis por 24 horas, se inyectaron 50 ug de SBG,
una dosis equivalente a la dosis que seria utilizada para tratar a los ratones
diabéticos del estudio, a los tiempos indicados los ratones se sacrificaron, y se
evalud la presencia de '®I-SBG en suero, orina, higado, rifién, corazén y
pulmén. La figura 15 muestra que el SBG entra rapidamente en circulacion
observandose en ambos ratones el pico mas alto a los 30 minutos después de

haberlo inyectado, disminuyendo progresivamente hasta las 24 horas cuando

125
es casi indetectable. La vida media del I-SBG circulante fue de

aproximadamente 4 horas en los ratones diabéticos y 6 horas en los no

125
diabéticos. En cuanto a su distribucion en tejidos, el |-SBG se localizé

preferencialmente en rindn concentrandose aproximadamente el 10% de la



marca total después de los 30 minutos de inyeccién (figura 16 y 17). Al igual

125
que en el suero, la distribucion del I-SBG en tejidos se detectd a los 30

minutos y disminuy6 gradualmente a lo largo de 24 horas. La eliminacion del

125
I-SBG se da a través de heces y orina.

Distribucion del **°I-SBG en suero
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Figura 15. Distribucién del '®I-SBG en suero. La grafica muestra la distribucion del '*°I-SBG
en el suero de los ratones normales db/m (puntos negros) y los ratones diabéticos db/db
(cuadros blancos). Se utilizaron dos ratones por cada punto los cuales fueron inyectados por via
intraperitoneal con 50 pg de SBG conteniendo una traza de °I-SBG (577 700 cpm). Los ratones
se sacrificaron a los tiempos indicados y su sangre fue obtenida del plexo axilar. El '®I-SBG fue
cuantificado en una alicuota del suero de los ratones experimentales utilizando un contador
gamma.

La figura 19 muestra la cuantificacion del 125I—SBG en la orina de los ratones
experimentales, en los ratones diabéticos la eliminacion de la molécula
marcada es muy rapida a los 30 minutos se observa el pico mas alto que
disminuye gradualmente hasta las 12 horas, indicando que los ratones
presentan un dafio renal severo ya que pareciera que la proteina es filtrada
completamente en la orina. En los ratones normales no se detecta radiactividad
hasta a partir de las 9 horas y a las 24 horas hay mayor deteccion, lo que
indicaria que en las primeras horas no hay filtracion de la proteina y la
radiactividad detectada en el transcurso de las horas corresponde a productos

de degradacion de la proteina marcada (figura 18).

Datos de los animales experimentales



En los ratones db/db el curso de la enfermedad esta marcadamente
influenciado por el fondo genético. Al nacer, los ratones son clinicamente
sanos, presentan hiperinsulinemia temprana, seguida de hiperglicemia y su
diabetes comienza a desarrollarse a partir de la 8a. semana de vida. En la 162
semana de vida, la patologia se manifiesta plenamente, presentando
manifestaciones clinicas de diabetes y problemas de insuficiencia renal [Breyer
et al, 2005].
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Figura 16. Distribucion del **°I-SBG en tejidos. La distribucion del '*I-SBG en tejidos se
muestra en el panel A) correspondiente a ratones diabéticos db/db y B) ratones normales
db/m. Los resultados se muestran como el porcentaje de marca acumulado en cada érgano,
rindn (barras grises), higado (barras blancas), pulmén (barras punteadas) y corazén (barras
negras). La mayor acumulacién de '?°I-SBG fue observada en el rifion.
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Figura 17. Distribucion del *®I-SBG en tejidos. La figura muestra la distribucion del '®I-SBG
en varios tejidos. Los resultados son expresados como el numero de cpm por gramo de tejido. A
los 30 minutos se da la maxima deteccion de la molécula, la cual se acumula principalmente en
rindn y disminuye gradualmente hasta que a las 24 horas no se detecta en tejidos.
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Figura 18. Eliminacién del *°I-SBG. Durante el experimento de biodistribucién se colocaron los
ratones en jaulas metabdlicas y se recolectd su orina. Una pequena fraccion de la orina se midio
en el contador gamma. Los resultados se expresan como el numero de cpm por ml de orina. Los
ratones diabéticos excretan rapidamente a la molécula, mientras que en los normales no se
detecta radiactividad hasta después de las 8 horas correspondiente a posibles productos de
degradaciéon de la molécula marcada.

Basados en lo anterior, los ratones experimentales fueron divididos en 4
grupos: normales (db/m) y diabéticos (db/db) tratados con PBS y SBG
respectivamente. El tratamiento se inicié a las 8 semanas de edad de los

ratones. Los ratones se inyectaron con 50 ug SBG por via intraperitoneal cada



tercer dia durante dos meses hasta que los animales cumplieron 162 semanas
de vida. La dosis de SBG empleada se eligié basados en experimentos previos
realizados en ratas con glomerulonefritis experimental donde se observo que
respondian favorablemente a diversas dosis de SBG. Al término del tratamiento
se recolecto la orina de los animales y se sacrificaron para obtener muestras de
suero y sus rifones. Los ratones diabéticos utilizados en el estudio
permanecieron hiperglicémicos a través del periodo experimental y su peso
corporal desde el comienzo hasta el final del estudio fue significativamente mas
elevado que en los controles no diabéticos. Debido a la glucosuria, los
volumenes de orina fueron marcadamente incrementados en los dos grupos
diabéticos (Tabla 5). El peso del riion fue también significativamente mas
grande en los ratones diabéticos comparado con los normales, sin embargo, la
relacion peso del rifidn/peso corporal no fue significativamente diferente debido
a que el peso de los ratones diabéticos es mas grande que el de los normales
(Tabla 5). El tratamiento con SBG no afectd los niveles de glucosa, el peso

corporal ni el peso del rifidn en los ratones diabéticos y los normales.

Pruebas funcionales.

Los cambios tempranos de la funcion renal del ratén db/db se caracterizan por
un incremento en la velocidad de filtracién glomerular seguida por la aparicion
de proteinuria, al progresar la enfermedad renal en los ratones maduros se
observa una disminucion de la velocidad de filtracién glomerular [Sharma K et
al, 2003]. Al téermino del estudio, los ratones diabéticos tratados con PBS
desarrollaron dafio renal como lo indico el incremento en la creatinina
plasmatica y la excrecion de albumina urinaria. La concentracién de albumina
plasmatica fue 2.5 veces mayor en los ratones db/db tratados con PBS en
comparaciéon con los ratones db/m. El tratamiento con SBG redujo
significativamente los niveles de creatinina plasmatica en los ratones diabéticos
y no tuvo efecto en los ratones normales (figura 19A). La depuracion de
creatinina en los ratones diabéticos tratados con PBS disminuyo
significativamente comparada con los ratones normales, el tratamiento con
SBG tiende a mejorar la depuracion de creatinina en los ratones diabéticos, sin

embargo, las diferencias no fueron significativas estadisticamente (figura 19B).



Tabla 5. Datos de los animales experimentales

db/m PBS db/m SBG db/db PBS db/db SBG
n=_8 n=_8 n=14 n=14

Peso 8 semanas (g) 23.98+0.66 24.03x0.46 39.48+1.12% | 39.97+1.69*
Peso 16 semanas (g) 26.25+0.66 26.32+0.46 48.63=1.22% | 47.40+1.89%
Peso riiién (mg) 169.3+5.5 163.5+3.4 186.7+5.2% 190.5+4 3%
Peso rinén/cuerpo , x 10 6.210=0.16 6.454=0.22 3.859+0.13% | 4.032+0.12*%
Voliimen orina (ml/dia) 0.44=0.1 0.48 £0.2 11.7£045 * 12.5£0.71 *
Glucosa plasma 8 sem (mg/dl) | 79.5+12.04 80.4=5.28 203.3£20.7% | 210.7+19.64%
Glucosaplasmal6 sem (mg/dl) | 87.6=11.56 98.5+5.5 388.5=14* 410.0=14.02%*

* P<(0.05 vs db/m PBS

La tabla muestra las caracteristicas fisiologicas de los ratones tratados con SBG. El
experimento se inicié a las 8 semanas de edad de los animales, los ratones se trataron con 50
ug de SBG por via intraperitoneal durante 2 meses. Desde el inicio del experimento el peso
corporal de los ratones diabéticos fue mayor que el de los animales normales. Los ratones
diabéticos presentaron poliuria e hiperglicemia durante el periodo experimental.

La excrecién de albumina en la orina fue 4 veces mayor en el grupo db/db PBS
comparado con el grupo control db/m PBS (figura 20). El tratamiento de los
ratones diabéticos con SBG redujo en un 50% la excrecion de albumina en la
orina. El tratamiento con SBG no tuvo efecto sobre la excrecion de albumina en

los ratones normales.

Analisis de la expansion de la matriz mesangial.

Entre las lesiones estructurales que presenta el rindn de los ratones
diabéticos db/db se encuentra un engrosamiento difuso y nodular de la matriz
mesangial, aumento en el numero de células mesangiales, lesiones exudativas,
cambios vasculares y deposito de colagena que produce engrosamiento de la

membrana basal glomerular [Sharma K et al, 2003].



Los glomérulos de los ratones db/db analizados al final del estudio,
presentaron expansion mesangial difusa caracterizada por un incremento en la
acumulacion de material PAS positivo en el mesangio comparado con los

glomérulos de los ratones db/m (figura 21).
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Figura 19. El tratamiento con SBG mejora la funcion renal de los ratones db/db. El
panel A) muestra la creatinina plasmatica y el B) la depuracion de creatinina en los ratones
diabéticos db/db. Las barras grises representan a los ratones db/m PBS y db/m SBG, las
barras negras a los ratones db/db PBS y las barras blancas a los ratones db/db SBG. **,
P<0.05 vs db/m PBS. *, P<0.05 vs db/db PBS. 1], P=0.09 vs db/db PBS.
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Figura 20. El tratamiento con SBG disminuye la albuminuria. La excrecion de albumina
urinaria en ratones normales db/m (barras grises) y diabéticos (barras negras y blancas) fue
determinada en la orina colectada durante 24 horas. El panel A muestra la cantidad de
albumina excretada en 24 horas, el panel B muestra la excrecion de albumina urinaria
normalizada por la creatinina urinaria. **, P<0.05 vs db/m PBS. *, P<0.05 vs db/db PBS



El analisis morfométrico de la expansion mesangial en los ratones db/db
mostrd un incremento de 2.4 veces en los ratones diabéticos comparado con
los ratones no diabéticos. Como se esperaba el tratamiento con betaglicano
soluble redujo significativamente la expansion mesangial en los ratones db/db,
pero no afectd el area mesangial en ratones db/m (figura 21).

Como ha sido reportado por otros grupos, ninguno de nuestros grupos
experimentales presentd6 cambios patologicos significativos en el

compartimento tubulointersticial (dato no mostrado).

Andlisis de la expresion del TGF-B y proteinas de matriz extracelular

El TGF-B es conocido por sus poderosas acciones fibrogénicas una de
las mas importantes es el estimular su propia produccion y la sintesis de
proteinas de matriz extracelular [Roberts y Sporn, 1990]. En este estudio
analizamos el efecto del SBG sobre la expresion de las diferentes isoformas del
TGF-B por PCR en tiempo real utilizando los oligonucléotidos listados en los
métodos. Encontramos que los ARNs mensajeros del TGF-31, TGF-B2 y TGF-
B3 se encuentran incrementados significativamente en 2.8, 2.0 y 5.0 veces
respectivamente en los ratones diabéticos tratados con PBS comparados con
los ratones normales (figura 22). Por el contrario, los ratones que fueron
tratados con SBG disminuyeron significativamente la sobreexpresién de las tres
isoformas del TGF-B hasta niveles normales. El tratamiento con SBG no afecté
los niveles de los ARNms del TGF-(3 en los ratones normales (figura 22).

Estudiamos también la expresion de genes que codifican para proteinas
reguladas positivamente por el TGF-f como son las proteinas de matriz
extracelular. La colagena |V, colagena | y fibronectina se encuentran
sobreexpresadas en los ratones diabéticos db/db en comparacion con los
ratones controles db/m. El tratamiento con SBG disminuy6 la expresion de
colagena |, colagena IV y fibronectina de 3, 3.3, y 2 veces respectivamente
(figura 23A, B y C). Como se esperaba, la expresion de los genes en los
ratones controles fue significativamente mas baja que en los ratones diabéticos

y no fue influenciada por el tratamiento con SBG.
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Figura 21. El tratamiento con SBG disminuye la expansién de la matriz mesangial. El
panel A muestra la tincién de PAS de los glomérulos de los ratones experimentales. El panel B
muestra la cuantificacion del analisis morfométrico. **, P<0.05 vs db/m PBS. *, P<0.05 vs
db/db PBS.
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Figura 22. Efecto del SBG sobre la expresion de las isoformas del TGF-B. El analisis se realizd
utilizando PCR en tiempo real. El tratamiento con SBG disminuye los niveles de ARNm de las
isoformas del TGF-B en los ratones diabéticos db/db. Los resultados son normalizados con la “acidic
ribosomal protein” (ARP). **, P<0.05 vs db/m PBS. *, P<0.05 vs db/db PBS.
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Figura 23. El betaglicano soluble regula la expresion de genes de MEC y SGK. La figura
muestra la cuantificacion por PCR en tiempo real del nivel de ARNm de genes regulados
positivamente por el TGF-B. Los resultados se normalizaron utilizando el nivel de ARNm del
gene ARP. El panel A) colagena IV, B) colagena | y c) fibronectina corresponden a proteinas

de matriz. El panel D) a la proteina SGK que regula el transporte de sodio en el asa de Henle.
** P <0.05 vs. db/m PBS. *, P <0.05 vs. db/db PBS

Evaluamos también la expresion de la proteina “Serum and Gluco-
corticoid-regulated Kinase” (SGK), una cinasa de proteinas clonada
originalmente como un gen regulado por el volumen celular. La SGK es capaz
de regular la actividad del cotransportador de Na':K":2ClI" sensible a
furosemida del asa ascendente de Henle (BSC1) y del canal epitelial de sodio
(EnaC) del tubulo colector. Esta funcion sugiere la participacion de esta cinasa
como uno de los mediadores principales de la hiperfiltracion glomerular y la
hipertension sistémica que se observan en la nefropatia diabética [Lang et al,
2000]. La regulacion de la SGK por el TGF-B, ha quedado demostrada en
estudios in vitro donde en células en cultivo de tejidos, el TGF-B en presencia

de altas concentraciones de glucosa, aumenta el RNAm de la SGK y este



aumento puede ser bloqueado por anticuerpos neutralizantes anti-TGF-
. B [Waldegger et al, 1999]. En nuestro estudio, observamos que en los ratones
diabéticos db/db los niveles de ARNm de SGK se incrementaron
significativamente y cuando los ratones fueron tratados con SBG la expresion
de SGK disminuyd en un 50% a pesar de la continua hiperglicemia (figura
23D).

El betaglicano soluble disminuye la acumulacién de la fibronectina y la

coladgena IV en ratones diabéticos.

La colagena IV y la fibronectina son proteinas
reguladas positivamente por el TGF-B y al igual
que éste, se incrementan en enfermedades
fibroticas [Roberts y Sporn, 1990]. Los ratones
db/db tratados con PBS presentaron un
incremento de por lo menos 3 veces en la
acumulacion de ambas proteinas en el glomeérulo
de los ratones diabéticos tratados con PBS con
respecto a sus controles. Mientras que los ratones
diabéticos tratados con SBG disminuyeron
significativamente el depdsito de estas proteinas
en el glomérulo. El tratamiento con SBG redujo en
un 30% y 50% la acumulacion de colagena IV y
fibronectina respectivamente. El tratamiento con
SBG no afectd los niveles de estas proteinas en

los ratones normales (figura 24 y 25).
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Figura 24. El tratamiento con SBG disminuye el nivel de Colagena IV en el raton db/db.
El panel A muestra inmunohistoquimica de la colagena IV en el glomérulo de los ratones
db/db. El panel B muestra los resultados del analisis morfométrico. **, P < 0.05 vs. db/m PBS.
*, P <0.05 vs. db/db PBS



db/db SBG

©
T

)
I

2

Fraccion de fibronectina tefiida

db/m PBES db/m SBG db/db PBS db/db SBG

Figura 25. El tratamiento con SBG disminuye el nivel de fibronectina en el ratén db/db.
Se analizé por inmunohistoquimica la acumulacion de fibronectina en el glomérulo de los
ratones db/db. Se contaron 20 glomérulos al azar de cada raton. El panel B muestra los
resultados del analisis morfométrico. **, P < 0.05 vs. db/m PBS. *, P < 0.05 vs. db/db PBS



La inhibicion de los efectos del TGF-B por el SBG es a través de la via de
Smads.

En la via clasica del TGF-B, las proteinas Smad son los efectores
intracelulares de la senalizacion del TGF-B, son activadas por los receptores
del TGF-B y translocadas dentro del nucleo donde regulan la transcripcion de
genes que responden al TGF-B. Sin embargo, hay una evidencia creciente de
la existencia de otras vias que median las sefales del TGF-$ a través de sus
receptores pero de manera independiente de las Smads [Derynck y Zhang,
2003]. Para evaluar si los efectos del SBG observados en los ratones
diabéticos db/db son a través de la via clasica del TGF- realizamos una
inmunohistoquimica de los cortes del riidn de los animales experimentales
utilizando un anticuerpo que reconoce especificamente a la Smad2 fosforilada
es decir la Smad 2 activa. Cuando la Smad2 es activada por el receptor | del
TGF-B se une a la proteina Smad 4 formando un complejo que se transloca a
nucleo donde junto con coactivadores o represores modula la expresién de
genes blanco regulados por TGF-B. En este estudio analizamos el nimero de
nucleos positivos correspondientes a la Smad2 fosforilada translocada.

En los glomérulos y tubulos de los ratones diabéticos tratados con PBS
la proteina Smad2 se encontré sobreactivada, cuando los ratones fueron
tratados con SBG la Smad2 regreso a niveles normales. Los niveles de Smad2
fosforilada en los glomérulos y tubulos de los ratones normales no fueron

afectados por el tratamiento con SBG (figura 26 y 27).
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Figura 26. Los efectos del SBG son através de la via de sefalizacion de las Smads.
Inmunohistoquimica con anti-PO4,-Smad2 en glomérulos de los ratones db/db. **, P < 0.05
vs. db/m PBS. *, P <0.05 vs. db/db PBS
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Figura 27. El SBG apaga la sefalizacién de la via de las Smads. A) Inmunohistoquimica con
anti-PO,-Smad2 en tubulos de los ratones db/db. B) % de nucleos positivos del total de nucleos
contados .**, P < 0.05 vs. db/m PBS. *, P <0.05 vs. db/db PBS



DISCUSION

El papel del TGF-B como mediador clave de las enfermedades renales
ha sido extensamente estudiado [Sharma y ziyadeh, 1994; Wang et al, 2005].
Independientemente de la etiologia, el TGF-f juega un papel central
patofisioldgico en las nefropatias humanas. EI TGF- juega un papel muy
importante en el desarrollo de las lesiones patolégicas en la nefropatia
diabética no solo a nivel molecular aumentando la sintesis y degradacién de
componentes de matriz extracelular, sino también a nivel celular estimulando la
apoptosis de las células glomérulares como los podocitos y las células
endoteliales, ademas es el mediador clave en la transformacion epitelio-
mesenquimal que sufren las células tubulares en la fibrosis renal [Bhowmick et
al, 2001]. Cada uno de los factores que inducen el estado diabético en la
nefropatia diabética, estimula la expresion del TGF- en la mayoria de los tipos
celulares renales in vitro, en modelos animales y en pacientes diabéticos. El
exceso de TGF-By la pérdida de su regulacién da lugar a los cambios
caracteristicos de la enfermedad que incluyen el engrosamiento de las
membranas basales y la expansion del mesangio debido a la acumulacion de
matriz extracelular. Estas lesiones estructurales tienen consecuencias
funcionales que se manifiestan en un aumento en la velocidad de filtracion
glomerular, proteinuria y la pérdida progresiva de la funcion renal.

El TGF-B senaliza a través de un complejo de receptores
transmembranales que tienen actividad de cinasa en serinas y treoninas,
denominados receptores tipo | y Il [Massague, 1998]. Ademas de los
receptores de sefialamiento | y II, el TGF-f es regulado por el receptor tipo Il o
betaglicano. El betaglicano es un proteoglicano transmembranal que es
considerado un co-receptor debido a que no participa directamente en la via de
sefalizacion del TGF-B, pero si incrementa la union del TGF-$ a los receptores
| y Il [Lopez-Casillas et al, 1993]. Ademas de la forma unida a la membrana
existe una forma soluble del betaglicano, la cual se ha encontrado in vivo en
suero y matriz extracelular [Andres et al, 1989]. En contraste con la forma
membranal, el betaglicano soluble producido en células de insecto por métodos

recombinantes, secuestra al TGF-f y no permite que se una a los receptores | y



II, bloqueando de este modo las acciones del TGF-B [Lépez-Casillas et al,
1994; Vilchis-Landeros et al, 2001].

Tanto en estudios in vitro como en modelos in vivo utilizando ratones con
cancer y tuberculosis ha quedado demostrado el potencial del betaglicano
como un agente terapéutico anti-TGF-f, en este trabajo como primer paso para
determinar los efectos del SBG in vivo en un modelo de fibrosis renal,
evaluamos si el tratamiento con SBG podria ser benéfico para prevenir 6
reducir la progresion del dafio renal en un modelo clasico de nefropatia
diabética, el raton diabético db/db, el cual es un modelo de diabetes mellitus
tipo Il que presenta un dafo renal equivalente a la patologia observada en el
rindn diabético humano.

El SBG fue administrado a ratones diabéticos db/db durante dos meses,
periodo en el cual la nefropatia diabética progresa en estos animales. El
tratamiento con SBG protegié a los ratones diabéticos del dafio renal a nivel
estructural como a nivel funcional, como lo demuestra una disminucién
significativa en la concentracion de creatinina plasmatica y albuminuria,
ademas la depuracién de creatinina tendié a disminuir en los ratones diabéticos
(figura 20 y 21). Con respecto a la expansion mesangial, el tratamiento con
SBG disminuy6 significativamente la expansion de la matriz mesangial a pesar
del hecho de que los ratones permanecieron hiperglicémicos durante el estudio
(figura 22), corroborando este efecto, la acumulacion de colagena IV y
fibronectina en el glomérulo se encontré disminuida en los ratones tratados
(figura 25y 26 ).

Es muy interesante observar que a pesar de que los niveles de SBG
decaen en las primeras 24 horas después de inyectado, como lo indican los
experimentos de biodistribucion observados en la figura 16, 17 y 18, el
tratamiento fue efectivo previniendo el dafo renal en los ratones tratados. El
tratamiento con SBG previno el aumento en la sobreexpresion del TGF-B1 y las
isoformas TGF-2 y TGF-B3 en los ratones diabéticos (figura 23) en
consecuencia el tratamiento también fue efectivo en prevenir la sobreexpresion
de genes que codifican para proteinas de matriz extracelular reguladas
positivamente por TGF-B, tales como la colagena |, colagena IV y la

fibronectina (figura 24). De igual forma, el tratamiento disminuy6 la



sobreexpresion de la SGK, un marcador funcional del rindn que se encuentra
aumentado en la nefropatia diabética y es regulado positivamente por TGF-
[Lang et al, 2000]. La SGK se localiza predominantemente en el mesangio, el
tubulo distal y el asa ascendente de Henle y regula la reabsorcién tubular de
sodio al incrementar la actividad del canal epitelial de Sodio, Potasio y el
cotransportador de Cloro [Pearce et al, 2000]. En la nefropatia diabética la
estimulacién de estos canales por la actividad de la SGK puede contribuir a la
hipertension, por otro lado, un incremento en la reabsorcion de sodio en el asa
ascendente de Henle resulta en hiperfiltracion glomerular que caracteriza a la
nefropatia diabética temprana, via el fendbmeno de la retroalimentacion
tubuloglomerular [Lang et al, 2000].

En la via clasica del TGF-, conocida de este modo porque es la mas
estudiada, sus miembros son ubicuamente expresados en todas las células y
organismos Yy se le ha atribuido la mayoria de las funciones reguladas por el
TGF-B, los efectores intracelulares de la sefializacion del TGF- son las
proteinas Smad, las cuales son activadas por los receptores y se translocan al
nucleo donde regulan la transcripcion. Sin embargo, estudios recientes [Wang
et al, 2005; Derynck y Zhang 2003] han mostrado que los receptores del TGF-3
pueden activar otras vias de sefalizacién independientes de las proteinas
Smad. En enfermedades renales al existir una sobreactivacion del TGF-§ se
espera que la via de las Smad se encuentre también sobreactivada, para
estudiar este efecto analizamos la expresién de la proteina Smad2 fosforilada
en los rifiones de los ratones experimentales (figura 27 y 28). En los ratones
diabéticos db/db se encontr6 una expresién mayor de la proteina Smad2
fosforilada, sin embargo los ratones db/db tratados con SBG presentaron una
reduccion en la activacion de la proteina Smad2, indicando que los efectos
observados del SBG sobre el TGF-B en los ratones diabéticos db/db son
mediados a través de la via de las proteinas Smad.

Varios blancos y metodologias se han utilizado para prevenir el dafo
renal a través de la inhibicién del TGF-B. Estos incluyen anticuerpos anti-TGF-3
[Border et al, 1990], el inhibidor decorina [Border et al, 1992], oligonucléotidos
antisentido [Akagi et al, 1996], el péptido asociado de latencia de TGF- [Hugo

et al, 1999] y la molécula de sefalizacion regulatoria Smad 7 [Nakao et al,



1999]. Asi también, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE) y antagonistas del receptor | de angiotensina [Lacourciere et al, 2000;
Nakamura et al, 1999]. En este trabajo, mostramos que el SBG es efectivo en
el tratamiento de la fibrosis renal. De acuerdo a las propiedades del SBG, su
utilizacién podria aventajar a otros inhibidores del TGF-B. Por ejemplo los
anticuerpos anti-TGF-3, los cuales han sido ampliamente estudiados, podrian
producir reacciones séricas, formacion de complejos inmunes 6 la generacion
de anticuerpos que los bloqueen cuando sean administrados por largos
periodos de tiempo. Por otro lado, debido a que el SBG se encuentra
normalmente en suero y fluidos extracelulares, a diferencia de los anticuerpos,
su administracion a largo plazo podria reducir la respuesta inmune. Con
respecto a la potencia de neutralizacion del TGF-B comparado con los
anticuerpos anti-TGF-[3, el SBG es igual o mucho mas potente especialmente
en el caso de la isoforma TGF-B2, ya que debido a su alta afinidad por esta
isoforma su efecto neutralizador es diez veces mas potente [Vilchis-Landeros et
al, 2001]. A pesar de que el papel del TGF-B2 es poco estudiado en
enfermedades renales, es claro que esta isoforma al igual que el TGF-B1 juega
un papel relevante en la fibrosis renal [Nelly et al, 1999]. Ziyadeh y
colaboradores han empleado anticuerpos anti-TGF-B para bloquear el TGF-
en el raton diabético db/db. Aunque nuestros hallazgos son similares, el uso de
anticuerpos anti-TGF-3 no atenua el grado de albuminuria en el ratén db/db, en
contraste, el tratamiento con SBG disminuye la albuminuria en los ratones
db/db en las mismas condiciones experimentales sugiriendo que la terapia con
SBG confiere una mejor renoproteccidn. Las razones para esta diferencia entre
SBG y anticuerpos anti-TGF-B requieren ser estudiadas. En resumen, el
tratamiento con SBG no solo previno la expansion de matriz extracelular en los
ratones diabéticos db/db, sino también previno la disfuncién renal, sin causar
algun efecto sistémico notable.

Por ultimo, una propiedad muy relevante del betaglicano soluble que lo
hace destacar de otros inhibidores, es el hecho de que su generacion podria
ser regulada in vivo. Estudios con diferentes lineas celulares han mostrado que
el corte del betaglicano membranal puede ser un proceso regulado [Velasco-
Loyden et al, 2004], y dado que el betaglicano es ampliamente expresado en

tejidos, el desarrollo de nuevas estrategias farmacoldgicas anti-TGF[3 basadas



en una terapia utilizando moléculas que promuevan el corte de este receptor
puede resultar efectiva en el control de las diversas enfermedades donde el

TGF-p juega un papel relevante.

CONCLUSIONES

El SBG inyectado a ratones diabéticos db/db y normales db/m se
mantiene en circulacion entre 4 y 6 horas y se acumula principalmente en el
rinon.

El tratamiento con SBG mejora la funcién renal, tiende a disminuir la
depuracion de creatinina y disminuye significativamente la creatinina
plasmatica y la albuminuria.

El SBG disminuye la expansion de la matriz mesangial y los niveles de
ARNm de las isoformas del TGF-B, SGK y genes de MEC. Asi también,
disminuye la acumulacién de Fibronectina y colagena IV en el glomérulo de los
ratones experimentales.

Los efectos observados del tratamiento con SBG son mediados a través
de la via clasica del TGF- modulando la activacion de las proteinas Smad.

Finalmente de acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que
el tratamiento con SBG protegio a los ratones diabéticos db/db del dafio renal
caracteristico que presenta este modelo, mostrando una vez mas la efectividad
del SBG para el tratamiento de enfermedades mediadas por un exceso de
TGF-B.
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