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Resumen

El factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-31) es
sintetizado por muchas estirpes celulares como linfocitos,
macrdfagos y células dendriticas, y su expresién regula de
manera autocrina o paréacrina la diferenciacion, prolifera-
cion y el estado de activacion de éstas y muchas otras célu-
las. En general, el TGF-B1 tiene propiedades pleiotropicas
en el contexto de la respuesta inmune durante el desarro-
llo de infecciones y procesos neopldsicos; sin embargo,
los mecanismos de accién y regulacion de la expresién de
esta citocina ain no se comprenden del todo. En la pre-
sente revision se describen las propiedades bioldgicas y
los procesos moleculares que regulan la expresion del
TGF-P1, para entender los efectos de esta citocina durante
la proliferacién y la diferenciacion celular. EI conocimiento
de los mecanismos moleculares de la regulacién del TGF-
[31 puede representar una importante estrategia de trata-
miento del cancer. El texto completo en inglés de este
articulo esta disponible en: http://www.insp.mx/salud/
index.html
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Abstract

Transforming growth factor beta-1 (TGF-B1) is produced
by several cell lineages such as lymphocytes, macrophages,
and dendritic cells, and its expression serves in both auto-
crine and paracrine modes to control the differentiation,
proliferation,and state of activation of these and other cells.
In general, TGF-P1 has pleiotropic properties on the immu-
ne response during the development of infection diseases
and cancer; however, the mechanisms of action and regula-
tion of gene expression of this cytokine are poorly under-
stood, In this review, the biological properties and the
molecular mechanisms that regulate TGF-B1 gene expres-
sion are described, to understand the role of this cytokine
in growth and cell differentiation. The knowledge of mo-
lecular mechanisms of gene expression of TGF-31 may serve
to develop new cancer therapies.The English version of this
paper is available at: http://www.insp.mx/salud/index.html
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| factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-

1) es un regulador general de las actividades ce-
lulares con multiples efectos bioldgicos, cuya identi-
ficacion ha permitido entender los mecanismos por los
cuales las funciones celulares estan reguladas en la
saludy alteradas en la enfermedad. El TGF-f31 fue iden-
tificado como un producto de células transformadas
por el virus de sarcoma murino;! sin embargo, actual-
mente se sabe que es sintetizado por diferentes tipos
celulares incluyendo linfocitos, macrofagos, fibroblas-
tos, miocitos, condrocitos, astrocitos, células epiteliales,
células de rifion, células de placenta y plaquetas, asi
como por algunas células tumorales.?* A esta citocina
se le denomind como el TGF- por su funcién de in-
ducir reversiblemente la transformacion e inhibir la
proliferacion de fibroblastos normales, pero actual-
mente ha sido posible aislarlo de fuentes como el glio-
blastoma humano y de médula 6sea bovina.

Los miembros de la super familia del TGF-3 son
reguladores multifuncionales de la proliferacion y di-
ferenciacion de una amplia variedad de tipos celula-
res.5 Las isoformas TGF-B1, 2 y 3 comparten una alta
homologia de secuencia de aminoacidos (aa), tienen
distintos patrones de expresion y sus funciones son
mediadas por los mismos receptores®®. El TGF-Bl esel
miembro de la familia mas ampliamente estudiado y
puede actuar como un mitégeno indirecto sobre célu-
las mesenquimales o como estimulador de la sintesis
de proteinas de matriz extracelular. Sin embargo, es
también un potente inhibidor de la proliferacion de
células epiteliales, endoteliales, linfoides y mieloides.®
Resulta interesante que su efecto inhibidor in vitro
esté ausente en muchas lineas celulares neoplasicas
transformadas, incluyendo células de carcinoma epi-
dermoide,” de cancer de mama? y de carcinoma de
pulmén,® donde estan alterados los mecanismos de re-
gulacion celular inducidos por el TGF-f1.

Isoformas y receptores del TGF-$3

Existen varias isoformas del TGF-3 designadas como
TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4 y TGF-B5. Adicional-
mente, un heterodimero del TGF-B1.2, se ha identifi-
cado en plaquetas porcinas. Las isoformas 1, 2,y 3 se
encuentran codificadas en los cromosomas humanos
19q13, 1g41y 14g24,1%% mientras que las isoformas 4 y
5 se han identificado en aves y en anfibios, respecti-
vamente. El TGF-B1 y el TGF-2 son sintetizados por
muchos tipos celulares, mientras que el TGF-f33 es ex-
presado por células mesenquimales.t® Existe una ho-
mologia de 70% de amino&cidos entre los TGF-Bl y
TGF-B2, y de 79% entre los TGF-B2 y TGF-3. Las cin-
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co isoformas del TGF- son sintetizadas como protei-
nas precursoras inactivas y contienen nueve residuos
de cisteinas en el extremo C- terminal.*?

Se han identificado cinco diferentes tipos de re-
ceptores (r) para el TGF-B que incluyen:

1) Los receptores funcionales, como son el tipo |
(TBRI de 53 a 65 kilodaltones-kDa-), y el tipo Il
(TBRII de 83 a 110 kDa).

2) Los receptores no funcionales que incluyen el tipo
111 (TBRII de 250 a 310 kDa), el tipo IV TRRIV de
60 kDa) y el tipo V (RV de 400 kDa).13

Los receptores TPRI, TRRII, TRRIII, y TBRV son
co-expresados en la mayoria de las células analiza-
das, con excepcion de pocas lineas tumorales. EI TBRIV
se ha identificado en células pituitarias.’? Se ha de-
mostrado que existe una correlacion entre la ausencia
de los receptores TBRI'y TBRII, y la pérdida de las res-
puestas celulares inducidas por el TGF-f1. Existe una
afinidad diferencial entre TGF-p1, TGF-f2y TGF-3,y
la union por los diferentes receptores. Por ejemplo,
TBRI'y TPRII se unen al TGF-B1 y al TGF-B3 con ma-
yor afinidad que al TGF-f32. Sin embargo, no hay re-
lacion directa entre la afinidad de unién y el efecto
biolégico, ya que el TGF-B2 es equivalente al TGF-1
en la mayoria de las actividades biol6gicas. Los efec-
tos de las isoformas del TGF-f3 estan asociados a su
disponibilidad, a la combinacion de los tipos de re-
ceptores y a la via de sefializacion intracelular que in-
ducen. 415

Todas las células normales y la mayoria de las célu-
las neoplésicas tienen receptores en su superficie para
el TGF-B1. Los receptores Rl y RIl son los responsables
de los efectos bioldgicos de TGF-B1 en las células de
mamiferos; sin embargo, los receptores RIlI, constitui-
das por los betaglicanos y la endoglina, son también
capaces de unirse a TGF-BL.Y Los betaglicanos estan
ampliamente distribuidos en células mesenquimales,
epiteliales y neuronas; se unen a través de su region
extracelular de 100 kDa, poseen una region citoplas-
mica corta y una regién intracelular que no participa
en la transduccion de sefial. Se ha sugerido que el re-
ceptor TPRIII controla la disponibilidad del TGF-31
en el microambiente extracelular local y regula su
presentacion activa a los receptores funcionales TRRI
y TBRII. La endoglina es similar a los betaglicanos,
particularmente en la region citoplasmica, y esta
presente en altos niveles en las células endoteliales.
Los receptores TPRI, TRRII y betaglicanos se unen a
los TGF-B1, 2 y 3, mientras que la endoglina se une
alos TGF-fly 3.1
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Funciones del TGF-1

El TGF-B1 es miembro de una familia de polipéptidos
gue comparten caracteristicas estructurales y funcio-
nales. Es secretado en forma inactiva (latente), pero sus
efectos bioldgicos y su unidn a los receptores los reali-
za la forma activa. Su forma latente es un complejo
formado por la unién del péptido maduro y el pre-
cursor del TGF-B1 (péptido asociado a latencia LAP),%
por lo que es sintetizado como una molécula pre-pro-
TGF-B1 de aproximadamente 390 aa, con una secuen-
cia sefial de 29 aa, la cual es liberada para producir
pro-TGF-B1. Varios sitios de glicosilacién han sido
identificados en la regién N-terminal de pro-TGF-p1.
La forma madura del TGF-31 comprende una secuen-
cia de 112 a 114 aa de la region C-terminal, la cual es
liberada de pro-TGF-1 por rompimiento en un sitio
dibasico en el aa 278.2° La forma activa del TGF-B1 esta
constituida por dimeros de 25 kDa, que en condicio-
nes de reduccion generan monomeros de 12.5 kDa.
Entre los mamiferos, la secuencia de aa del TGF-f1 es
altamente conservada (100%), ya que es idéntica en hu-
manos, cerdos, vacas y monos, y difiere séloen 1aaen
los ratones.”® La estructura tridimensional de la pro-
teina del TGF-B1 comienza en el extremo N-terminal
con una cadena a-hélice (al), seguida por una cadena
B-plegada (B1) y una cadena [B-plegada antiparalela
irregular. A continuacion sigue una segunda cadena
o-hélice (02) y un asa larga con numerosos contactos
hidrofobicos. Se continla con una segunda cadena
B-plegada (B2), otra asa larga y una tercera cadena
o-hélice (a3), la cual termina con un giro B tipo Il y un
asa larga. El extremo C-terminal de la molécula forma
unaestructura [ antiparalela extensa con un giro B tipo
I1. Las cadenas 3, 34, 35, B6 y B7 plegadas se forman
por apareamiento de los residuos intercatenarios del
extremo C-terminal de la proteina.tt

La comparacion de las estructuras del TGF-f1 y
del TGF-B2 muestran mucha similitud conformacio-
nal; sin embargo, hay diferencias notables en la es-
tructura local y en la flexibilidad, lo cual puede estar
relacionado con diferencias en la union al receptor y
en las sefiales de transduccion inducidas. Una dife-
rencia estructural est4 localizada entre los residuos
69 a 72, donde la a-hélice mas larga se une al extremo
C-terminal de la proteina. Estos residuos forman un
giro Btipo Il en el TGF-B1, o bien, un giro B tipo I en el
TGF-B2, lo cual puede tener un significado funcional,
ya que esta seccion de la molécula ha sido implicada
en la unién al receptor. Los residuos 92 a 95 estan im-
plicados en el reconocimiento del dominio extracelu-
lar del receptor TPRII. Estos residuos forman un giro
expuesto a la superficie tanto en el TGF-f1 y TGF-2;
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sin embargo, en el TGF-B1 el giro es B tipo Il y bien
definido, mientras que en el TGF-[32 el giro esta pobre-
mente definido. Esta otra diferencia conformacional
puede contribuir a una mayor afinidad del TGF-p1 por
TBRII que por el TGF-p2.%

El TGF-B1 puede ser considerado como el pro-
totipo de una citocina multifuncional, debido a los
efectos que tiene sobre los diferentes blancos celula-
res. Es el inhibidor méas potente de la proliferacion de
células de origen mieloide, mesenquimal, epitelial,
linfoide, endotelial y de varios tipos de células malig-
nas. Sin embargo, puede estimular la proliferacion de
fibroblastos normales, de células no epiteliales y cier-
tos tipos de células mesenquimales.® Es un fuerte es-
timulador de la sintesis y depdsito de proteinas de
matriz extracelular (MEC) por parte de fibroblastos,
osteoblastos y células endoteliales, ademas de aumen-
tar la expresion de integrinas y receptores que median
las interacciones celulares con proteinas de MEC.
Streuli y colaboradores,'” han demostrado que la ex-
presion del gen de TGF-B1 es afectada por la presencia
0 ausencia de proteinas de MEC, lo que sugiere una
posible regulacién negativa in vivo'’. La disminucion
de las interacciones celulares con proteinas de MEC,
induce la expresion del TGF-B1, lo cual conlleva a la
sintesis de varias proteinas de MEC y sugiere un me-
canismo de autorregulacion.t’

El TGF-B1 también induce otros eventos intrace-
lulares como la regulacidn de factores de crecimiento
que intervienen en la diferenciacién celular; induce
cambios de expresion de los genes jun-B, c-fos y c-myc;
induce recambio de IP3; evita la fosforilacion de pRb
dependiente del contacto célula-célula, e induce la ac-
tivacion de proteinas G. En el contexto de la respuesta
inmune, dependiendo de la concentracion del TGF-p1,
induce o inhibe la produccién de citocinas por mo-
nocitos, pero inhibe la respuesta protectora de estas
mismas células; promueve la quimiotaxis de fibro-
blastos, monocitos y neutrofilos; in vivo, aumenta las
funciones efectora y de memoria de los linfocitos T
CD4+ antigeno-especificos; estimula la secrecion de
IgA,; inhibe la proliferacion de linfocitos, células endo-
teliales, hepatocitos, queratinocitos y ciertas lineas ce-
lulares tumorales; inhibe la secrecion de IgG e IgM;
suprime la hematopoiésis dependiente de IL-3, la me-
gacariopoiésis y la esteriodogénesis en las células
adrenocorticales, e inhibe la diferenciacion de adipo-
citos y miocitos.#22 Ademas, se ha demostrado en es-
tudios clinicos que puede inducir inmunosupresion
en el transplante de 6rganos e injertos de piel, en el
contexto de la activacion de subpoblaciones de linfo-
citos T.2* En resumen, el TGF-BL1 tiene un espectro muy
amplio de funciones, las cuales dependen del estado
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de activacion celular, de su concentracidn, del balan-
ce de expresion de otras citocinas y de las condiciones
fisioldgicas de las células sobre las que actla; por este
motivo, la distribucién celular de su expresion in situ
e in vivo est4 directamente asociada con el estado de
diferenciacion celular.

Ciclo celular y TGF-p1

Uno de los efectos méas evidentes de la accion del
TGF-B1 corresponde a la inhibicion del ciclo celular.
Su control selectivo de la expresion de genes puede
ser indicativo de un mecanismo de inhibicién de la
proliferacién por TGF-B1.% Los puntos de control del
ciclo celular entre las fases G1 a Sy G2 a M, son los
que activan los principales mecanismos de regula-
cién del ciclo. Hay evidencias que sugieren que el
TGF-B1 puede bloquear el ciclo celular en la transicion
de la fase G1 a la fase S, mediante la induccién de
un conjunto de genes conocidos como inhibidores
de cinasas dependientes de ciclinas (Kip).® Los ge-
nes que codifican para los Kip estan directamente in-
volucrados en la regulacion del ciclo celular, ya que
inhiben la formacion de los complejos activos de las
cinasas dependientes de ciclinas (cdk), las cuales son
las principales protagonistas en los puntos de control
del ciclo celular.?® Dependiendo del tipo celular, el
TGF-B1 in vitro induce la expresion de los genes Kip
p15!NK*B 16, p21wafl/Cipl y n27kiPL: asimismo, inhibe la
expresion de los genes c-myc, ciclina A, ciclina D1, cicli-
na E, cdk2, cdk4 y cdc25A.27 Ademas, el tratamiento con
TGF-B1 de la linea celular HaCaT (células sensibles al
TGF-B1) causa una rapida induccion de los genes p15
y p21, los cuales inhiben la actividad enzimatica de
las moléculas responsables de la fosforilacion de pRB,
cdk4/6-ciclina Dy cdk2-ciclina E. Sin embargo, in vivo,
en un modelo murino que carece del gene del TGF-1
con genotipo heterocigoto (TGF-B1 +/-), la expresion
de las proteinas y del RNAm de pl5 y p21 tienen
un patrén de regulacion diferente notificado en estu-
dios previos in vitro.? Estos hallazgos son relevantes
para definir las consecuencias funcionales del patron
de expresién de los genes inducidos por el TGF-f1,
al igual que los efectos sobre la dindmica del ciclo
celular.

Ademas, se ha propuesto que la inhibicién de
la proliferacién de queratinocitos inducida por el
TGF-B1 es una consecuencia de la inhibicién de la
transcripcion del gen c-myc regulado por pRb.2° Las
oncoproteinas virales E7 de virus de papiloma humano
(HPV) E1A de adenovirus y antigeno T largo de SV40,
son capaces de unirse al pRb e inhibir la expresién de
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TGF-B1. La participacion del pRb en la inhibicion
de la transcripcion de c-myc por el TGF-B1 sugiere
que esta citocina puede actuar a través del pRb para
inhibir a c-myc y reprimir la proliferacion celular. Esta
hipdtesis predice que las mutaciones o deleciones del
gen pRb podrian ser mecanismos por los cuales las cé-
lulas neoplasicas pueden superar los efectos de inhi-
bicion del ciclo celular inducidos por el TGF-31.%°

Por otra parte, el TGF-B1 puede inhibir la degra-
dacion de fosfatidilcolina por la activacion de fosfoli-
pasa C (PLC), lo cual es consistente con la idea de que
la inhibicion de la via de degradacion de fosfatidilco-
lina es un paso critico para la inhibicién de la proli-
feracion celular por el TGF-B1.% Sin embargo, no ha
sido posible determinar si inhibe la degradacion de
fosfatidilcolina por su union directa con PLC, o por
alguna sefial que influya sobre la secuencia de even-
tos de activacion de PLC para la degradacion de fos-
fatidilcolina. En conjunto, estas evidencias ayudan a
comprender los mecanismos por los cuales el TGF-1
puede regular de manera diferencial la proliferacion
celular de los distintos tipos celulares.

Transducciéon de seflal inducida
por TGF- p1

El TGF-B1 transduce sefiales por la unién a los recep-
tores serina-treonina cinasa TRRI y TPRII; sin embar-
go, los efectos bioldgicos son mediados principalmente
por RI (figura 1). Ambos receptores, TRRI y TRRII,
tienen una region extracelular rica en cisteinas, una
regién transmembranal y una region citoplasmica, la
cual contiene el dominio de serina-treonina cinasa. Los
dominios de cinasa tienen 41% de similitud en su
secuencia de aa.*? La region extracelular de TBRI es
maés corta que en TRRII. ElI TBRI tiene una secuencia
GS (rica en glicina/serina) altamente conservada en
la region que precede al dominio de cinasa préximo al
N-terminal, la cual esta ausente en TRRII. Inicial-
mente, al unirse el ligando (TGF-B1) a los receptores,
TBRII se une al TGF-B1 directamente, mientras que
TBRI s6lo puede unirse al TGF-B1 cuando se encuen-
tra coexpresado TRRII, presumiblemente como resul-
tado de una cooperacion funcional entre ambos.*® La
expresién constitutiva de receptores produce la acti-
vacion de TBRII, el cual puede homodimerizarse de
manera independiente del ligando, a través de las
regiones extracelular-transmembranal. Sin embargo, la
homodimerizacion de TRRII no es capaz de transducir
una sefial funcional.®® En un modelo de activacion
de receptores para el TGF-B1 independiente del li-
gando, se ha demostrado que las células que carecen
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Ficura 1. MODELO DE LA ViA DE TRANSDUCCION DE SENAL INDUCIDA POR EL TGF-B1. TGF-B1 se uNE AL RECEPTOR Il
(TBRII) PARA FORMAR UN COMPLEJO ACTIVO CON EL RECEPTOR | (TPRI). ESTE COMPLEIO TETRAMERICO FOSFORILA A LAS
SMAD 2 Y 3, LAS CUALES SE ASOCIAN CON LA SMAD 4. EL cOMPLEIO DE LAS SMAD 2-3-4 ACTIVO ES TRANSLOCADO AL
NUCLEO DONDE FUNCIONA COMO UN COACTIVADOR TRANSCRIPCIONAL DE GENES DE RESPUESTA AL TGF-B1. LAs SMAD 6
Y 7 PUEDEN INTERACTUAR CON TPRI-TBRII E IMPEDIR QUE SE FOSFORILEN SMAD 2 ¥ 3

de TPRI requieren del acoplamiento de proteinas G
para la transduccion de sefiales inducidas por el
TGF-p1.%

Respecto a la cooperacion entre TBRIy TRRII, exis-
te una dependencia funcional entre ambos. TfRI
requiere de TBRII para unirse al ligando, mientras que
TBRII requiere de TPRI para la sefializacion funcio-
nal.32% En presencia del TGF-B1, TBRI y TRRII tienen
la habilidad para interactuar uno con otro y formar
un complejo tetramérico a través del cual se transdu-
cen las sefiales. Este complejo molecular es la unidad
receptora de sefiales que media las repuestas biolégi-
cas del TGF-B1.32% En este complejo, la regidn citoplas-
mica de TPRII esta constitutivamente fosforilada, y
fosforila el dominio GS de TBRI, lo cual induce su ac-
tividad cinasa. Las regiones intracelulares de ambos
receptores tienen funciones distintas y ambas son ne-
cesarias para la transduccion de sefiales.®?% Las re-
giones transmembranal y extracelular son requeridas
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por TRRI'y TRRII para la activacion dependiente del
ligando; sin embargo, se ha demostrado que la sobrex-
presion de ambos receptores resulta en una combi-
nacién heteromérica de sus regiones citoplasmicas,
produciendo una respuesta independiente del ligan-
do.® Ademas, la coexpresion de las regiones citoplas-
micas de TBRI'y TBRII, o launion de TRII con laregion
citoplasmica de TPRI, activa la respuesta celular de
una manera independiente del TGF-B1. Estas evi-
dencias sugieren que las regiones citoplasmicas de
TBRI'y TRRII interacttan fisica y funcionalmente en la
formacién de un complejo heteromérico.® Por lo tan-
to, la unién del TGF-pB1 estabiliza el complejo y genera
respuestas fisioldgicas adecuadas en una forma de-
pendiente del ligando. La expresion anormal de TRRI
y TBRII puede contribuir a la formacion de complejos
activos, produciendo una sefializacion independiente
del ligando y, en consecuencia, respuestas celulares
inapropiadas.®
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Se ha notificado la participacion de las proteinas
transductoras de sefiales de la familia Smad* en las vias
de transduccion inducidas por el TGF-B.3+%" Estas pro-
teinas tienen funciones inhibidoras y activadoras que
median los efectos bioldgicos del TGF-B1. Las Smad 2,
3y 4 son activadas después de la induccion de los re-
ceptores TPRRI 'y TBRII. Cuando los receptores son es-
timulados por la union del ligando, las Smad 2 y 3 son
directamente fosforiladas por TPRI en un sitio consen-
s0 SS(V/M)S en el extremo C-terminal. Una vez fosfo-
riladas las Smad 2 y 3, pueden formar un complejo
estable con la 4. La proteina Smad 4 funciona como un
punto de convergencia para las vias de sefializacion
inducidas por los diferentes miembros de la superfa-
milia del TGF-B. El complejo activo formado por las
Smads 2-3-4 es translocado al nucleo donde funcio-
na como coactivador transcripcional y regula la trans-
cripcion de muchos genes que responden al TGF-B1
(figura 1).* Las Smads inhibidoras (Smad 6 y 7) son
inducidas por el TGF-B1, lo cual sugiere que hay un
mecanismo de autorregulacion negativa intracelular
que regula la sefial del TGF-B1.% Las Smad 6y 7 inter-
actian con TPRI en una manera mas estable que las
Smad 2 y 3 compitiendo por la union con el receptor.®
Esto se puede deber a que las Smad 6 y 7 carecen del
sitio de fosforilacién en su extremo C-terminal. La so-
bre expresién de las Smad 6 o 7 inhibe la fosforilacion
de las Smad 2 y 3 estimulada por el ligando, lo cual

* Smad: contraccion de los genes que codifican para las proteinas
SMA/MAD. MAD: un gen de drosophila (mother against dpp),
SMA: proteina homéloga a MAD en eucariores superiores.

sugiere que las Smad 6 y 7 tienen propiedades inhibi-
doras, ya que pueden bloquear la sefializacion en pun-
tos tempranos de la via de transduccion de sefial
inducida por el TGF-B1. En general, la Smad 7 puede
ser considerada como inhibidor de la sefializacién
de lasuperfamilia del TGF-B¥ (figura 1). Por otra parte,
se han realizado interesantes avances en los meca-
nismos de la activacion de receptores del TGF-fl y
las implicaciones de la regulacion de los genes Mad
(Mothers against dpp) en la transduccion de sefiales
por el TGF-B1, y se ha demostrado que estas protei-
nas son fosforiladas por TPRI.%* Esto fortalece la hipé-
tesis de que el Mad puede interactuar con elementos
reguladores especificos en genes blancos, e inducir la
activacion transcripcional de genes en respuesta a las
sefiales transmitidas por el complejo TGF-B1/TBRII-
TRRI.%

El promotor de TGF-1

Para tener una mejor apreciacion de los mecanismos
de regulacion de la expresion del TGF-f1, es impres-
cindible conocer este gen. EI promotor de este gen
humano fue identificado en 1989 por Kim y colabora-
dores,® y a diferencia de otros promotores, posee ca-
racteristicas que lo hacen peculiar (figura 2). Se ha
identificado la presencia de cuatro diferentes sitios de
inicio de la transcripcion, en las posiciones +1, +271,
+470 y +525. Estos sitios de inicio son utilizados de
manera diferencial dependiendo del estado de ac-
tivacion celular. Los dos primeros (+1, +271) son uti-
lizados con mayor frecuencia que los otros dos (+470
y +525). El promotor no contiene las secuencias
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FiGura 2. EsQUEMA DEL PROMOTOR DEL GEN TGFf1 HUMANO. SE INDICAN LOS FACTORES TRANSCRIPCIONALES, LOS
ELEMENTOS REGULADORES Y LOS CUATRO SITIOS DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION IDENTIFICADOS. E, ENHANCER; ERN,
REGION REGULADORA NEGATIVA; ERP, REGION REGULADORA POSITIVA; PB, PROMOTOR BASAL; RAI, REGION DE AUTOINDUC-
CION. NOTESE QUE HAY MUCHOS ELEMENTOS Sp1 E6HPV: POSIBLE SITIO DE UNION DE LA ONCOPROTEINA E6 DE HPV
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consenso TATA ni CAAT, y el porcentaje de secuen-
cias GC es de 62%. Contiene 11 secuencias repetidas
CCCCGCCCC, de las cuales siete corresponden a ver-
daderos sitios de union para el factor transcripcional
Spl. Tiene tres secuencias homologas al factor trans-
cripcional FSE2, asi como dos secuencias Ergl.%® En
toda la secuencia de la regién promotora se han iden-
tificado cinco regiones reguladoras, las cuales inclu-
yen una regién con actividad similar al enhancer,
(secuencia de DNA con propiedades de potenciador)
ubicada entre los nucleétidos -1132 a -731; dos regio-
nes con actividad reguladora negativa, localizadas
entre -1362 a -1132 y entre -731 a -453; y dos regio-
nes con actividad de promotor basal que preceden a
los dos primeros sitios de inicio de la transcripcion.
Figura 2. Ademas, se ha identificado una secuencia
con actividad reguladora positiva entre los nucle6ti-
dos -453 a -323. Deleciones en esta secuencia inhiben
latranscripcion de la region distal del promotor.® Res-
pecto al segundo sitio de inicio de la transcripcion
(+271), se ha notificado que es muy activo, lo cual su-
giere que existen secuencias localizadas después del
primer sitio de inicio (+1), que son requeridas en la
regulacion de la expresion del TGF-B1. Como conse-
cuencia, durante la transcripcion del TGF-f1, se trans-
cribe un RNAm a partir del segundo sitio de inicio
del proceso, el cual parece ser regulado de manera
independiente.®® La presencia de multiples sitios de
inicio de la transcripcion puede ser comun para genes
que tienen un primer exon grande no traducido, los
cuales pueden ser regulados de manera diferencial.
Dos regiones del promotor del TGF-f1 han sido
identificadas como regiones de respuesta: una, a la
autoinduccion, y otra, a la induccion por ésteres de
forbol (12-0 tetradecanoyl forbol-13-acetate, TPA).3%4
La primera region corresponde a la secuencia locali-
zada entre los nucle6tidos -454 a -323, y la segunda
se encuentra entre los dos principales sitios de inicio
de la transcripcion (figura 2). Estas dos regiones con-
tienen secuencias homélogas a elementos de res-
puesta a ésteres de forbol (TPA response element
TRE), lo que sugiere que pueden actuar como regu-
ladores inducibles activados por el tratamiento de las
células con TPA.3* Se ha demostrado que los ele-
mentos TRE sirven como sitios de unién para el com-
plejo AP-1. Ademas, la activacién de proteina cinasa
C por TPA resulta en un aumento de la expresion de
los genes c-fos y ¢c-jun, los cuales codifican para el fac-
tor transcripcional AP-1. En ambas regiones de res-
puesta del promotor del TGF-B1, la autoinduccién es
mediada por la unién de AP-1.34 La induccién de la
expresion de c-jun por el TGF-B1, puede aumentar
la expresion de este Gltimo durante el desarrollo nor-

346

mal y el proceso de oncogénesis.*’ Se ha propuesto
gue la autoinduccidn del gen de TGF-B1 representa
un mecanismo por el cual los efectos biologicos del
TGF-B1 pueden ser amplificados, lo cual representa
un mecanismo de regulacion de la expresion de este
gen.®41

Se han identificado otros elementos reguladores
en el promotor del gen del TGF-B1, entre los que se
encuentran otras tres secuencias de unién a AP-1. Una
de ellas, de alta afinidad, se localiza en la secuencia
de -420 a -412, y las otras dos, de baja afinidad, estan
localizadas entre los nucledtidos de +155 a +170 y de
+247 a +289.%° La identificacién de un elemento TRE
en el extremo 3’ después del altimo exodn, sugiere la
presencia de un enhancer que puede tener una funcion
importante en la regulacion transcripcional del TGF-
B1.0 Una secuencia similar a la secuencia consenso
del elemento NF-1 se ha identificado en la posicion
de -260 a-240; sin embargo, no parece tener una fun-
cion importante en la autoinduccién del TGF-f1 (fi-
gura 2). % En conjunto, todas estas caracteristicas del
promotor del TGF-B1 sugieren la participacion de
complejos procesos moleculares de regulacion de la
expresion de este gen.

Regulaciéon de la expresion génica del
TGF-B1

Uno de los primeros niveles de regulacion del TGF-f1
es el transcripcional, donde su expresion génica puede
ser mediada por las interacciones de los factores trans-
cripcionales con los diferentes elementos reguladores
descritos en el promotor. En las cinco isoformas del
TGF-B, la regulacidn de la transcripcion es diferente
e independiente, ya que cada una de ellas tiene sus
propios promotores con diferentes elementos regula-
dores, que son selectivamente activados por sefiales
especificas durante la activacion o diferenciacion ce-
lular.*? Existen evidencias que al parecer apoyan que
el gen del TGF-B1 puede funcionar como blanco para
una variedad de mecanismos reguladores, incluyen-
do los oncogenes. Se ha notificado la induccion de ac-
tividad promotora del TGF-B1 por los oncogenes jun,
fos, ras y tax, al igual que por Rb de manera positiva o
negativa, dependiendo del tipo celular, asi como por
el gen E1A de adenovirus.”* Ademas, se ha demostra-
do que el producto del gen E6 de HPV-16 tiene propie-
dades de transactivacién del promotor del TGF-p1.4
Esta transactivacion es una funcién especifica de la
proteina E6 inducida a través de un elemento rico en
GC (guanina-citocina) localizado entre los nucle6ti-
dos -109 a -100. Esta secuencia rica en GC también
corresponde al sitio de union para el factor trans-
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cripcional Spl. La dualidad de funciones para una
secuencia de DNA no es rara, ya que puede funcionar
como un elemento regulador para un factor trans-
cripcional como Sp1l, y al mismo tiempo representa
un blanco de transactivacion como lo es para E6 de
HPV-16.4

Por otra parte, Scotto y colaboradores identifi-
caron que el transcrito principal del TGF-f1 humano
tiene 2 136 pb®, el cual es méas corto que el original-
mente descrito.®® La reduccién en el tamario del RNAm
puede explicarse por el proceso de poliadenilacion
que ocurre en diferentes sitios, como por ejemplo en
la secuencia ATTAAA de la posicion +2 136 y no en la
secuencia AATAAA de la posicion +2 517.°° Ademas,
varios estudios han documentado la presencia de
transcritos del TGF-B1 de menor tamafio en células
humanas. El hecho de que el promotor del gen del
TGF-B1 contenga multiples sitios de inicio de la trans-
cripcion, puede explicar la existencia de estos transcri-
tos de menor longitud.®

La regulacion postranscripcional representa otro
nivel importante de control de la regulacion de la ex-
presion del TGF-B1.% Se ha identificado que la region
5" no traducida (5’-UTR) del TGF-f1 tiene una fun-
cion importante en la regulacion postranscripcional.
El RNAm correspondiente al 5’-UTR tiene un tamario
de 840 nucledtidos y es altamente rico en secuencias
GC. Evidencias experimentales han demostrado que,
al insertar la secuencia de +11 a +147 del 5-UTR del
TGF-B1 en el 5°-UTR del gen de la hormona de cre-
cimiento, se inhibe la expresion del gen heterdlogo
de manera célula-especifica.*® El andlisis de la regién
5-UTR de TGF-B1 ha permitido identificar la pre-
sencia de una estructura secundaria tallo-asa estable
que comprende del nucleétido +49 al +76, y se ha de-
mostrado que esta estructura es suficiente para inhi-
bir tanto la expresion del TGF-B1 como la expresion
de genes heter6logos. Ademas, la secuencia de DNA
del 5’-UTR puede contener sitios de unién para fac-
tores transcripcionales especificos para cada tipo ce-
lular, los cuales pueden regular la traduccion del
RNAm del TGF-B1.% Sin embargo, se requieren mas
estudios para entender los mecanismos moleculares
mediante los cuales las proteinas de unién al DNA
pueden modular la expresion postranscripcional del
TGF-B1. También se ha notificado que el control de la
sintesis del TGF-B1 por esteroides y otras moléculas
relacionadas, se efectUa a nivel postranscripcional *6

Los mecanismos y niveles de regulacion de la ex-
presién génica del TGF-B1 son complejos durante las
diferentes respuestas celulares. Puede regular de ma-
nera positiva o negativa a muchos genes por medio de
sus promotores. De igual manera, la expresion génica
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del TGF-B1 es regulada a través de su region promo-
tora por varios factores transcripcionales. Esto su-
giere que su gen tiene mecanismos complejos de
regulacion.®> Ademas, en las respuestas inducidas por
él hay una expresion diferencial de genes que partici-
pan en la transduccidn de sefial, en la regulacion del
ciclo celular y en la diferenciacion celular. En muchos
casos, esta expresion diferencial de genes es regulada
de manera espacio-tiempo-célula especifica por el
TGF-B1, por lo que las respuestas celulares a su induc-
cion comprenden la integracion de los mecanismos
de regulacion génica y de diferenciacion celular. En
consecuencia, alteraciones en su patron de expresion
y en sus mecanismos de accion, se han relacionado
con desordenes de la respuesta inmune —que a su vez
se asocian con el desarrollo de autoinmunidad y pro-
cesos neoplasicos-, susceptibilidad a infecciones
oportunistas y fibrosis asociada con procesos infla-
matorios crénicos.*’

Funcion del TGF-B1 en la oncogénesis

Los TGF-B regulan la proliferacion de muchas células
normales; sin embargo, en las células tumorales ocu-
rre la pérdida de respuesta a esta citocina. Varias evi-
dencias indican una correlacion entre el aumento de
la expresion de la proteina y del RNAm del TGF-fs
con los estados avanzados de la tumorigénesis, asi
como la disminucion de la sobrevida en cénceres
epiteliales, neuroectodérmicos y de origen mesenqui-
mal.*®-53 Estos hallazgos sostienen la hipdtesis de que
el aumento de la expresion del TGF-B1 lleva a la pér-
dida de la respuesta inhibidora de la proliferacion
celular inducida por éste, y puede representar un
mecanismo de escape de la célula tumoral que favorece
la evolucién del proceso neoplésico.® Se ha demostra-
do que el carcinoma de colon y el glioblastoma tienen
una pérdida progresiva de la respuesta inhibidora de
la proliferacion por el TGF-B1, lo cual varia directa-
mente con la evolucién del tumor.54% Los mecanismos
que aumentan la expresion del TGF-B1 pueden expli-
carse en parte por los procesos de regulacion de la ex-
presion de este gen; sin embargo, una vez que la célula
tumoral pierde su capacidad para inhibir su prolife-
racion por el TGF-B1, produce cantidades masivas de
esta citocina. Esta condicién proporciona una ventaja
selectiva para la sobrevivencia de la célula tumoral, ya
que el TGF-B1 induce de novo la angiogénesis y el de-
sarrollo de un estado de inmunosupresion, incluyen-
do la inhibicion de la respuesta antitumoral de las
células NK.%¢5” Ademas, el TGF-B1 tiene funciones im-
portantes en la regulacion del ciclo celular, por lo que
no es sorprendente que las alteraciones genéticas aso-
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ciadas con el desarrollo del cancer ocurran en genes
gue estan involucrados en la regulacion de la prolife-
racion celular por el TGF-B1. Defectos en los receptores
del TGF-f1, en genes involucrados en la transduc-
cion de sefial por el TGF-B1 y en proteinas que re-
gulan el ciclo celular relacionadas con éste, tienen
implicaciones importantes en el proceso oncogénico.5
A continuacion se discutira la importancia de las alte-
raciones de los receptores, asi como de las vias de
transduccion de sefial inducidas por el TGF-B1, en el
desarrollo de diferentes tumores.

Alteraciones en los receptores de TGF-3
en cancer

En el contexto de la proliferacion celular, la principal
funcidn de los receptores del TGF-B1 es transducir las
sefiales para mantener a las células detenidas en la
fase G1 del ciclo celular. Mutaciones en los genes in-
volucrados en las vias de sefializacion por el TGF-f31,
podrian permitir a la célula tumoral escapar a la in-
hibicion mediada por él. Los receptores TRRI y TPRII
para el TGF-B1 son requeridos para la transduccion
de sefial, y la pérdida de cualquiera de ellos podria
causar a la célula tumoral una incapacidad para res-
ponder al TGF-BL. La funcidn de los receptores del
TGF-B1 en la tumorigénesis es ejemplificada por mu-
taciones somaticas que inactivan a TPRII, asociadas
con la pérdida de la inhibicién de la proliferacion por
el TGF-B1. Estas mutaciones se han identificado en
céncer colorectal no poliposo hereditario (HNPCC, por
sus siglas en inglés) y en carcinoma endometrial, aso-
ciadas con inestabilidad de microsatélites y referidas
como errores de replicacion y pérdida de heteroci-
gocidad en los genes de reparacion del DNA.% Estas
mutaciones de inactivacion se han identificado en un
alelo del gen de TRRII en 57% de los adenomas de pa-
cientes con HNPCC, y se ha determinado la ausencia
del segundo alelo en 85% de los canceres colorectal es
que han progresado a un estado invasivo.>® Se ha de-
mostrado que el gen de TPRII tiene alteraciones gené-
ticas, deleciones y pérdida del gen homaocigoto en
canceres de cabeza y cuello, gastrico, de mama, en cé-
lulas pequefias de carcinoma de pulmén y en carci-
noma endometrial 585! En relacidn con las alteraciones
genéticas en el gen de TPRI, se les han identificado en
lineas celulares de carcinoma de préstata, las cuales
causan ausencia de expresion de TPRI e insensibilidad
para la inhibicién de la proliferacion por el TGF-p1. La
respuesta al TGF-f31 es restaurada por la transfeccion
de cDNA de TBRI. Ademaés, la rexpresion de TBRII en
lineas celulares de cancer de mama, restaura la res-
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puesta al TGF-B1 e inhibe la capacidad de estas células
para inducir la formacion de tumores en ratones des-
nudos.5? En consecuencia, tanto TBRI como TRRII
tienen mutaciones o disminucion de su expresion del
gen o de la proteina en muchos canceres humanos, por
lo que es importante el estudio de los mecanismos de
regulacion de la expresion de los receptores TRRI y
TRRII del TGF-B1 en el desarrollo de tumores.

Alteraciones de la transduccién de sefial
del TGF-B1 en cancer

En la via de transduccion de sefial inducida por el
TGF-B1, las proteinas Smad son un blanco con una
alta frecuencia de mutaciones con potencial tumori-
génico, las cuales transforman a las células tumorales
para superar la inhibicién de la proliferacion induci-
da por el TGF-f1. Por ejemplo, el gen DPC4 (deleted
in pancreatic cancer locus 4), el cual codifica para la
Smad 4, adquiere su nombre por el alto porcentaje de
mutaciones (90%) y deleciones homocigotas que
ocurren en el cancer pancreatico.®® Se ha demostrado
que el gen DPC4 puede ser inactivado por mutaciones
somaticas en tumores de cabeza y cuello, mama, colon
y adenocarcinomas de pulmén.® La pérdida de este
gen también se ha identificado en células tumorales
gue no responden a la inhibicién de la proliferacion
por el TGF-B1, y la respuesta es restaurada por la trans-
feccion del gen DPC4 en estas mismas células.% Los
estudios de cristalografia de rayos X y el anélisis mu-
tacional de DPC4 han mostrado que la mayoria de las
mutaciones residen en el dominio MH2 C-terminal, el
cual interactlia con otras Smad.®® Mutaciones en este
dominio de la Smad 4 se han identificado en c&nce-
res de pancreas, colon, es6fago, mama, ovario, cabeza
y cuello,%%5 asimismo, mutaciones en el mismo domi-
nio de la Smad 2 se han asociado con cénceres de
colon, cabeza y cuello.®® Ademas, se ha identificado
una mutacion sin sentido en una arginina en el domi-
nio MH1 de unién con el DNA de las Smad 2 y 4, asi
como otras mutaciones prevalentes en canceres hu-
manos.548 Esta mutacidn sin sentido aumenta la afini-
dad del dominio N-terminal por el dominio C-terminal
de la Smad 2, evitando su interaccion con la Smad 4 y
generando un mecanismo autoinhibidor para la acti-
vacion de esta Ultima proteina. En conclusion, la pre-
sencia de mutaciones o la represion de la expresion
de los genes TRRI'y TBRII, o de algunos de los elemen-
tos de la via de transduccion de sefial inducida por el
TGF-B1, son de importancia capital en el desarrollo de
muchos canceres humanos. Los mecanismos de regu-
lacion de la expresion génica de estas moléculas se
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encuentran en estudio, por lo que el conocimiento
de los eventos moleculares asociados con el escape de
las células tumorales a la regulacion por el TGF-f1,
aportard mas bases para entender los mecanismos de
transformacion oncogeénica.

Conclusiones

La multifuncionalidad del TGF-B1, asi como los me-
canismos moleculares de regulacion descritos en el
presente articulo, no son las Unicas propiedades que
distinguen a esta citocina. Como otros autores, con-
sideramos que la descripcién que mejor define a esta
citocina tan peculiar, es la realizada por Sporn MB,®
quien dice: “La funcién de TGF-B1[...] no es tener una
accion intrinseca, sino servir como un mecanismo
para el acoplamiento de la célula a su entorno, de tal
manera que la célula tiene la plasticidad para respon-
der apropiadamente a los cambios en el medio am-
biente o cambiar en su estado de diferenciacion.®”
Esto significa que la multifuncionalidad del TGF-1
estd acompafiada por un aumento de su expresion por
la activacion de sus receptores, por la via de trans-
duccion de sefial que induce y por la regulacion del
ciclo celular; todo lo cual sirve para aumentar las res-
puestas o inhibir las actividades de las diferentes po-
blaciones celulares.

Un aspecto interesante para analizar es la pro-
piedad que tiene el TGF-P1 para desarrollar mecanis-
mos de evasion de la respuesta inmune por parte de
las células cancerosas. Hay trabajos que evidencian
claramente el escape de la vigilancia inmune del
huésped durante el desarrollo del tumor, donde se
ha demostrado que el TGF-B1 estimula la produc-
cién de interleucina IL-10 por parte de macréfagos
en modelos murinos con timomas tanto in vitro como
invivo.5 Estas evidencias apoyan que los tumores son
capaces de producir el TGF-B1y, en consecuencia, in-
ducir el desarrollo de mecanismos de escape de la
vigilancia inmune. Por ejemplo, en ese mismo mo-
delo se demostré un aumento en el perfil de citocinas
tipo Th2 (T-cell helper 2) y una disminucién del tipo
Th1.5” Sin embargo, la adicién de anticuerpos anti-
IL-10 inhibe la produccién de citocinas Th2 y esti-
mula larespuestaalL-2. Por lo tanto, adicional al efecto
del TGF-B1, la sobreproduccién de IL-10 inducida por
el TGF-B1, puede representar un factor de supresion
de la respuesta inmune en este tipo de tumores. Adi-
cionalmente, en el laboratorio de la Direccion de Bio-
logia Molecular de Patdgenos, del Instituto Nacional
de Salud Publica, se ha demostrado que existe una es-
trecha relacion entre el desarrollo del cancer cervi-
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couterino y la expresion del TGF-B1.* Estas evidencias
son fuerte indicio de que el propio tumor es quien pro-
duce el TGF-31, y probablemente, como se ha descrito
en otros modelos estudiados, esto permita el desarro-
Ilo de un mecanismo de evasion de la respuesta inmu-
ne antitumoral.

Finalmente, el avance en el conocimiento de las
funciones del TGF-31, ha permitido entender no sélo
los mecanismos de regulacion de la expresion de esta
citocina, sino también los mecanismos de inhibicion
de la proliferacion celular, y comprender que las al-
teraciones en los receptores y/o vias de transduccion
de sefial inducidos pueden contribuir al desarrollo del
proceso neoplasico. Como se menciond, se han iden-
tificado alteraciones del TGF-B1 y de sus receptores
en muchos canceres humanos. Sin embargo, antes de
intentar restaurar estas condiciones anormales con
medidas terapéuticas como el uso exégeno del TGF-
Bl o de agentes que inducen su expresion, los trata-
mientos y programas de quimioprevencion clinica
deben estar fundamentados en los mecanismos de la
carcinogénesis y deben determinar en qué nivel de
la progresion maligna se encuentra alterada la ma-
quinaria que regula la inhibicion de la proliferacion
celular inducida por el TGF-f1. Muchos de estos co-
nocimientos se han adquirido gracias al analisis fun-
cional in vitro y de los modelos animales in vivo,
incluyendo los de animales que carecen del gen (ani-
males knock-out) y transgénicos del TGF-B1, los cua-
les ponen de manifiesto que las terapias clinicas
basadas en la modulacion de esta citocina represen-
tan una importante estrategia para el tratamiento de
tumores.
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