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Molecular mechanisms of giucocorticoid sensitivity regulation by
cytokines

Moénica Alejandra Costas. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires. Argentina.

Thesis work. Year: 1996

ABSTRACT

Cytokine-induced glucocorticoid secretion and glucocorticoid inhibition of
cytokine synthesis and pleiotropic actions act as important safeguards in
preventing cytokine over-reaction. We found that tumor necrosis factor-a (TNF-
o) increased glucocorticoid-induced transcriptional activity of the glucocorticoid
receptor (GR) via the glucocorticoid response elements (GRE) in L-929 mouse
fibroblasts transfected with a glucocorticoid-inducible reporter plasmid. In
addition, TNF-a also enhanced GR number and transcriptional activity on GR
promoter (HGRP) in L-929 celis transfected with a HGRP reporter plasmid. The
TNF-a effect on transcriptional activity was absent in other cell lines that
express TNF-a receptors but not GRs, and became manifest when a GR
expression vector was cotransfected, indicating that TNF-a, independent of any
effect it may have on GR number, has a stimulatory effect on the glucocorticoid-
induced transcriptional activity of the GR. Moreover, TNF-a increased GR
binding to GRE. As a functional biological correlate of this mechanism, priming
of L-929 cells with a low (non-cytotoxic) dose of TNF-a significantly increased
the sensitivity to glucocorticoid inhibition of TNF-a-induced
cytotoxicity/apoptosis. TNF-a and IL-18 had the same stimulatory action on
glucocorticoid-induced transcriptional activity of the GR via the GRE, in
different types of cytokine/glucocorticoid target cells (glioma, pituitary,
epithelioid). The phenomenon may therefore reflect a general molecular

mechanism whereby cytokines modulate the transcriptional activity of the GR,
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thus potentiating the counter-regulation by glucocorticoids at the level of their

target cells.

KEY WORDS: Cytokines- TNF-a- Glucocorticoid receptor- Glucocorticoid

responding element- apoptosis.
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RESUMEN

Las citoquinas inducen la produccion de glucocorticoides (GC), los cuales
inhiben la produccién de citoquinas y sus acciones biolégicas, protegiendo
al organismo de una respuesta inmune exacerbada.

Se observé que el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) aumenté la
actividad transcripcional inducida por GC via elementos respondedores a
GC (GRE) en fibroblastos de ratén L-929 transfectadas con un plasmido
reporter inducible por GC. Ademas, TNF-a aumenté el nimero de
receptores para GC (GR) y la actividad transcripcional en el promotor de
GR (HGRP) en células L-929 transfectadas con un plasmido reporter
HGRP. TNF-a no tuvo efecto en células que no expresan GR pero que sl
expresan receptores para TNF-a, aunque, el efecto fue evidente cuando
estas células fueron cotransfectadas con un vector de expresion para GR.
Estas acciones ponen de manifiesto, que TNF-a puede aumentar la
actividad transcripcional de GR en respuesta a GC independientemente del
aumento en el nimero de GR. Mas aun, TNF-a aument6 la unién de GR a
GRE. Como correlato biolégico de estos efectos, un priming (preincubacién)
de TNF-a (dosis baja, no citotéxica) aumenté significativamente la
sensibilidad a la accién inhibitoria de los GC sobre la
citotoxicidad/apoptosis inducida por TNF-a en las células L-929. TNF-a e IL-
1B tuvieron el mismo efecto estimulatorio sobre la actividad transcripcional
de GR en distintos tipos celulares (glioma, epiteliales, hipofisiarias).

Concluimos que, las citoquinas, pueden modular la accién de los GC a
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nivel molecular aumentando la sensibilidad a sus efectos reguladores en la

célula blanco.

Palabras clave: Cytokines- TNF-a- Glucocorticoid receptor- Glucocorticoid

responding element- apoptosis.
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I-INTRODUCCION

1-CITOQUINAS

Las citoquinas son protelnas producidas principalmente por el sistema
inmune con importantes funciones regulatorias, que ejercen su accién en
forma autécrina, endécrina o parécrina al interaccionar con receptores
especlficos presentes en diferentes tipos celulares. Esta interaccion conduce
a la activacion, proliferacion, diferenciacion o muerte de su célula blanco.
Originalmente fueron consideradas como factores moduladores dentro del
sistema inmune, producidos por tipos celulares especlficos (principalmente
macréfagos y células T) en respuesta a una infeccién y con un blanco de
accion restringido. Actualmente, existen numerosas evidencias de que estas
protelnas pueden actuar sobre otros tejidos no inmunes como el sistema
nervioso central o el sistema end6crino modulando la sintesis de
neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas, asl como la sintesis y
expresion de otras citoquinas y sus receptores.

Dentro del sistema inmune, las citoquinas producidas por linfocitos y
macréfagos en respuesta a una infeccién tienen un rol en la activacion y
diterenciacién linfocitaria. La interleuquina-1(IL-1), producida por
macréfagos, estimula la proliferacién de los clones linfocitarios especificos
para el reconocimiento y destruccién del antigeno y la interleuquina-2 (IL-2)
producida por las células T, es el principal factor de crecimiento autécrino y
paréacrino producido por estas células. Otras citoquinas, como por ejemplo la
IL-3, participan en el desarrollo y maduracion linfocitaria (tabla I).

Existen sin embargo, numerosas patologfas y sindromes de inflamacion
asociados a la produccién crénica o de altos niveles de citoquinas, en
particular, las citoquinas inflamatorias, como IL-1, IL-6 o el factor de necrosis

tumoral-a (TNF-a) con graves consecuencias para la salud del individuo, y
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que inclusive pueden llevar a la muerte. En ocasiones, estas citoquinas son
las responsables de la patologla o de la sintomatologla que la acompaiia.

De acuerdo con estas observaciones, puede considerarse entonces, que una
produccién controlada de citoquinas puede tener efectos benéficos para la
salud del individuo, mientras que la superproduccién puede resultar letal.
Dado que el sistema inmune no se encuentra totaimente autorregulado, el
equilibrio homeostatico de la produccién y funcionalidad de las citoquinas es
mantenido a través de la interaccién entre los sistemas nervioso, endécrino e
inmune constituyendo el sistema neuroinmunoendécrino.

El conocimiento de estas vfas de interaccion, asf como de los factores y
aspectos que modulan la sensibilidad de cada uno de sus componentes
(células nerviosas, endécrinas o inmunes) a la accién
neuroinmunomoduladora resulta crucial, desde puntos de vista basicos y
aplicados.

Dado que el presente trabajo se centra en las interacciones regulatorias
entre el TNF-a y los glucocorticoides (GC), se describiran las propiedades y
acciones mas importantes de esta citoquina, mientras que, respecto de IL-1,
solo se daran algunos ejemplos de sus efectos bioldégicos mas importantes,

sin distincion entre los subtipos a y B, dada la similitud entre las mismas.

Tabla l. Propiedades biolégicas de las citoquinas (Burke, et al, 1993).

Interleuquinas | Acciones

IL-1ayp induccién de las protelnas de la fase aguda,

induccion de hipotension y fiebre,

estimuiacioén de la hematopoiesis in vivo,

activacion de células T,

estimulacién de la proliferacién y de la diferenciaciéon de células T,
estimulacién de la proliferacién y de la diferenciacion de células B,
estimulacién de ta actividad de granulocitos, eosinéfilos y células NK,
regulacion de moléculas de adhesion y quimiotaxis,

regulacién de funciones de células endoteliales,

regulacion de actividad osteoclastica.




interleuquinas

Acclones

IL-2

activacion de células T,

estimulacién de la proliferacién y de la diferenciacion de células T,
estimulacién de la proliteracién y de la dilerenciaciéon de células B,
estimulaclén de la actividad de células NK,

regulacién de moléculas de adhesién y quimiotaxls,

aclividad antitumoral In viva

IL-3

estimulaciéon de la hematopolesis in vivo,

estimulacion de la diferenciacién y proliferacién de las células B,
estimulaclén de la actividad de los eosindfilos y células NK,
regulacion de moléculas de adhesién y quimiotaxis.

IL-4

activacién de células B,

estimulacién de la proliferacién y de la diferenciacién de células B,
activaciéon de macréfagos,

activacién de células T,

estimulacién de la proliferacién y diferenciacién de células T,
estimulaciéon de la actividad de los eosinéfiios y céiulas NK,
selaccién de isotipos (IgE, 1gG),

estimulacion de la hematopoiesis, .

regulacién de moléculas de adhesioén y quimiotaxis.

iL-5

aclivacion de células B,

estimulacién de la actividad de los eosinéfilos,
seleccién de isotipos (IgA),

regulacién de moléculas de adhesi6én y quimiotaxis.

IL-6

Induccién de las protelnas de la fase aguda,

estimulacién de la hematopolesis,

actlvacién de células T,

estimulaciéon de la proliferacién y de ia diferenciaclon de céluias T,
estimulacién de la diferenciacién de células B,

estimulacién de la actividad de las células NK,

regulaciéon de moléculas de adhesién y quimiotaxis,

regulacién de actividad osteocléastica.

IL-7

activaclén de células T,

estimulaciéon de la proliferaciéon y de la diferenciacion de células T,
estimulacién de la proliferacién y de la diferenciacién de células B,
estimulacién de la actividad de las células NK.

IL-8

activacion de células T,
regulacién de moléculas de adhesioén y quimiotaxis.

IL-9

estimulacién de la proliferacion de células T.

IL-10

estimulacién de la proliferacién de células T,
estimulacién de la proliferaciéon y de la diferenciacion de células B.

IL-11

induccion de las protelnas de la fase aguda,
estimulacién de la hematopoiesis.

IL-12

estimulacién de la actividad de las células NK,
estimulacién de la proliferacién de células T,
seleccién de Isotipos (IQE).
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1-A-TNF-a

El TNF-a, originalmente descripto por su actividad antitumoral, es una
citoquina producida principalmente por los macréfagos y monocitos. El gen
de TNF-a esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6, ligado al
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). La proteina madura
secretada tiene una masa molecular de 17 kD y ejerce su accién biolégica a
través de la formacion de trimeros por unién a receptores especlficos,
probablemente por cross-linking de dos o tres receptores de superficie.

Otra molecula relacionada al TNF-a es la linfotoxina o TNF-B, cuya
produccion esta restringida a las células B y T. Aunque estructuralmente
presenta cierta homologla con el TNF-a, su rol biolégico no esta aun bien
definido, pues, existen evidencias de que ambas tienen actividades similares
in vitro, pero, las acciones mediadas por linfotoxina son menos potentes, 0
bien antagénicas con TNF-a (Armitage, 1994). Todos los efectos de TNF que

se describen a continuacién en este trabajo corresponden a TNF-a.

1-A-1-ACCIONES BIOLOGICAS DEL TNF-a

El estudio de esta citoquina ha sido considerado de gran importancia en 10s
uitimos afios desde puntos de vista basicos y aplicados por sus multiples
efectos bioldgicos tales como: (a) Actividad proinflamatoria, siendo ademas
el principal mediador del shock séptico. (b) Actividad inmunoldgica. (c)
Actividad antitumoral. Su actividad antitumoral se relaciona con su accién

citotéxica y se ha demostrado que esta citoquina puede inducir apoptosis.



a) ACTIVIDAD PROINFLAMATORIA-ROL EN SHOCK SEPTICO

Esta citoquina puede actuar sobre los leucocitos polimorfonucleares (PMN),
que son el principal tipo celular presente en procesos inflamatorios agudos.
Estas células responden al TNF-a incrementando su adhesién a las células
endoteliales, las que, por otro lado, expresan mas selectina y la molécula de
adhesién ICAM-1, contribuyendo de este modo a la adhesién de los
neutréfilos (Roebuck, et al 1995; Ledebur & Parks, 1995; Kuijpers, et al,
1994). Una vez que los PMN se han extravasado, se produce la
degranulacion de estas células en forma localizada en el sitio de inflamacién.
Ademas, el TNF-a actia sobre las células endoteliales, induciendo una
actividad procoagulante que lleve a la trombosis y necrosis de los tejidos
inflamados (Jirillo, et al, 1995).

El TNF-a asf como la IL-1 juegan un importante rol en la patogénesis de
diversas enfermedades tal como la artritis reumatoidea, dado que ambas
citoquinas tienen la capacidad de inducir la destruccion de la matriz ésea por
activacion de los osteoclastos e inhibiendo la sintesis de hueso (Maini, et al,
1995; Brennan, et al, 1995). Por otro lado, el TNF-a actuando sobre los
sinoviocitos induce la sintesis de colagenasa, mientras que en el cartilago, la
reabsorcién de proteoglicano ocurre simultaneamente con la inhibicién de su
sintesis (Dayer, et al, 1985; Sakatuala, 1986).

Otro de los efectos de las citoquinas TNF-a e IL-1 en un estado inflamatorio

agudo, es la induccién de fiebre y proteinas de fase aguda (Figari, et al,

1986).

Las citoquinas IL-1 y TNF-a son vitales para el mantenimiento de la
homeostasis inmune, sin embargo, la sobreproduccion de las mismas, puede
llevar a la predominancia de efectos proinflamatorios que caracterizan

estados patoldgicos tales como la sepsis.



El TNF-a es considerado como el principal mediador de los sintomas
observados en el shock séptico, incluyendo hipotensién, trombosis
intravascular, edema pulmonar, necrosis de diversos tejidos y hemorragia,
que finalmente llevan a la muerte. Estos efectos pueden inducirse
experimentalmente, por la administracién de lipopolisacarido bacteriano
(LPS), que es un constituyente de la pared bacteriana, responsable de la
activacion de los monocitos para la produccién de las citoquinas
inflamatorias.

Existen numerosas evidencias que sustentan esta idea: TNF-a es la primera
citoquina que aparece en la circulacién en la sepsis experimental, en
endotoxemia en humanos y en animales de laboratorio. La aparicién
sistémica de TNF-a es detectada a los 45 minutos y alcanza un pico a los 90
minutos post inyeccién de LPS, coincidiendo con el desarrollo de los
sintomas clinicos de sepsis. Otras citoquinas involucradas en la patogénesis
de la sepsis son IL-1 e IL-6 también producidas por macréfagos, mas
tardiamente que el TNF-a. La administracién de altas dosis de TNF-a
recombinante a animales produce un sindrome con todas las caracterfsticas
de la sepsis (Tracey, et al, 1986). La administracion de dosis subletales de
TNF-a mimetiza los cambios hemodinamicos vistos en sepsis (Schirmer, et
al, 1989). Ademas, el efecto letal debido a la administraciéon intravenosa de
endotoxina en ratones es bloqueado por el pretratamiento con anticuerpo
policlonal anti-TNF-a (Tracey, et al, 1987). Se demostré también que la
neutralizacion de TNF-a tiene un efecto de atenuacién en la sintesis de IL-1
e IL-6, sugiriendo que TNF-a es un intermediario en la produccion de estas
otras citoquinas mediadoras de sepsis (Van Der Poll & Sauerwein, 1993).
Algunos estudios han demostrado la eficacia de los tratamientos con
anticuerpos anti-TNF-a en ciertos modelos de sepsis (Mathison, et al, 1988;
Van Der Poll & Sauerwein, 1993). Sin embargo, TNF-a parece no ser critico

para todas las formas de sepsis, dado que los anticuerpos anti-TNF-a no
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confieren proteccién en la peritonitis séptica experimental (Bagby, et al,
1991). Es probable que IL-1 interactie con TNF-a para inducir el clasico
sindrome séptico, ya que ambos sinergizan en la produccién de toxicidad
sistémica (Okusawa, et al, 1988), y el tratamiento con el antagonista del
receptor de IL-1 resulta en una proteccién contra la endotoxemia letal y la
sepsis sin afectar la concentracion de TNF-a en suero (Ohlsson, et al, 1990).
Segun trabajos recientes, otro probable mediador de la endotoxemia letal
podria ser el factor de inhibicién de la migracién de macréfagos (MIF), pues
la administracion de dosis letales de endotoxina simultaneamente con
anticuerpos anti-MIF resulta en una supervivencia del 100 % de los ratones

(Bernhagen, et al, 1993).

Estas evidencias, sustentan la idea de que la sintomatologla que acompafia
al shock séptico, que no es revertida por el uso de antibidticos, es
consecuencia directa de la sobreproduccién de citoquinas inflamatorias mas
que de la infeccién bacteriana.

De acuerdo con esta idea, resulta evidente y necesaria la existencia de
mecanismos estrictos de control de la produccién y modulacién de la accion
bioldgica de la citoquinas, a través de diversos mecanismos del propio

sistema inmune y también neuroinmunoenddcrinos.

b) ACTIVIDAD INMUNOLOGICA

En respuesta a una infeccion, la presentacion del antigeno, asl como la
activacion linfocitaria se realiza en el contexto del MHC. El TNF-a induce la
expresion de estas moléculas: MHC clase |, al actuar sobre las células
endoteliales y fibroblastos de la dermis (Collins, et al, 1986) y MHC clase |
en macréfagos y células p del pancreas (Chang & Lee, 1986). En las células

endoteliales, el TNF-a induce la expresién de ICAM-1 y de otras moléculas



de adhesién como VCAM-1 y ELAM-1, incrementando de este modo, la unién
de células T y de células presentadoras de antigeno (Mackay & Imhof, 1993,
Wride & Sanders, 1995).

Esta citoquina también manifiesta una accién directa sobre las células del
sistema inmune provocando diversos efectos:

Células T: Existen evidencias de que el TNF-a es comitogénico sobre los
timocitos de ratén, y ademds se ha observado su expresién en el timo de
estos animales (Ranges, et al, 1988). En las células T activadas, esta
citoquina induce la expresidn de receptores para IL-2 y la produccién de
interferon y (IFN-y), aumentando de este modo, la respuesta de las células T
ala IL-2 (Yokota, et al, 1988).

Células B: De acuerdo con estudios realizados in vitro, se ha demostrado
que el TNF-a es un factor de crecimiento para las células B humanas (Jirillo,
et al, 1995) y ademas de su funcién mitogénica, estimula la secreciéon de
inmunoglobulina M (IgM) en presencia de IL-2 y de Staphyloccocus aureus
strain | (SAC) (Jirillo, et al, 1995).

Macrofagos: El TNF-a actia directamente sobre estas células induciendo la
sintesis de IL-1, e indirectamente, al estimular la unién de macréfagos a las
células endoteliales, favorece la presentacion de antigeno, asl como la
activacion de las células T y B. Por otro lado, esta citoquina también ejerce
una funcién antiparasitaria: macréfagos activados por TNF-a resultan
efectivos en la eliminacion de diversos parasitos como Plasmodium
chabaudi, Leishmania major, Trypanosoma cruziy Schistosoma mansoni, via
la sintesis de 6xido nitrico (NO) (Liew, et al, 1990; Wirth & Kierszenbaum,
1988). Segun estudios recientes, se ha detectado la expresion de esta
citoquina en la membrana de sus células productoras: monocitos y
macréfagos, conjuntamente con otras citoquinas como IL-1, IL-6 e IL-8. En
este contexto, el contacto célula-célula a través de receptores especlficos en

las células PMN, podrla favorecer su actividad fagocitica (Jirillo, et al, 1995).



c) ACTIVIDAD ANTITUMORAL: APOPTOSIS

Ciertos estimulos patoldgicos tales como toxinas o virus pueden inducir la
muerte celular. Estos procesos son conocidos como necrosis e involucran
una pérdida de la integridad de membrana que conduce a la lisis celular. En
contraste, existe otra forma de muerte celular que ocurre normalmente en
condiciones fisioldgicas y que consiste en la eliminacion de tipos celulares
especificos, como ocurre en distintos procesos tales como el desarrollo y
metamorfosis o en la maduracién de las células T en timo, donde son
eliminados los clones con alta afinidad por lo propio. Esta forma de muerte
celular llamada apoptosis 6 muerte celular programada, involucra cambios
morfologicos caracterfsticos como condensacion de la cromatina y del
citoplasma, dilatacién del reticulo endoplasmico y fragmentacion del DNA.

Se han identificado ademads, una serie de moléculas tales como: nerve
growth factor receptor (NGFR), CD40, CD27, CD30, OX40, Fas y el subtipo
p55 del receptor de TNF, todas ellas, miembros de una superfamilia de
receptores con alta homologla, que al interaccionar con sus ligandos inducen
apoptosis (Armitage, 1994; Smith, et al, 1993).

A diferencia de la necrosis, que es un proceso pasivo, la apoptosis requiere
de la expresion de novo de ciertos genes, cuya activacion puede ocurrir a
través de diferentes estimulos. A pesar de estas diferencias de clasificacion
en el tipo de muerte celular, muchos procesos necréticos involucran
apoptosis, como por ejemplo la necrosis hemorragica de tumores mediada
por TNF-a. De acuerdo con ciertos estudios, se ha sugerido que el TNF
induce apoptosis via la activacion de proteasas intracelulares (Voelkel-

Johnsos, et al, 1995).
El nematodo Caenorhabditis elegans ha sido el modelo genético mejor

caracterizado en el proceso de muerte celular programada, donde, de 1090

células formadas durante el desarrollo 100 mueren (Sultson & Horvitz, 1977).



Se han identificado numerosos genes involucrados en las distintas etapas
que conducen a la muerte celular, uno de ellos es nuc-1 que codifica para
una endonucleasa necesaria para la degradacién del DNA (Vaux, 1993 a).
Otros genes involucrados en este proceso son ced-3 y ced-4, cuya accion es
antagonizada por la expresiéon de ced-9 (Vaux, 1993 a; Yuan & Horvitz,
1990). En mamiferos, el primer gen identificado en la regulacién de la
apoptosis fue bcl-2. Se ha demostrado que la expresion de este gen
prolonga la supervivencia y que ademas puede prevenir la muerte celular
programada en células mieloides y linfoides cuando son cultivadas en
ausencia de factores de crecimiento (Nuiez, et al, 1990; Deng & Podack,
1993). Por otro lado bcl-2 también puede prevenir la muerte de neuronas en
ausencia de NGF, asl como la muerte celular mediada por c-myc
(Bissonnette, et al, 1992), sin embargo, no protege de la muerte celular
inducida por células T-citotoxicas (Vaux, et al, 1992). Otros dos miembros de
esta familia son bcl-x y bax. El gen bcl-x codifica para dos polipéptidos: bcl-xg
de bajo peso molecular y bcl-x de alto peso molecular. El primero, si bien no
promueve apoptosis, puede bloquear el efecto protector de bcl-2 y bel-x_
(Vaux, 1993 b; Boise, et al, 1993) En cuanto a los productos del gen bax, se
han identificado dos productos: bax a y bax p, que pueden formar
heterodimeros con el producto de bcl-2 bloqueando su actividad anti-
apoptética (Oltvai, et al, 1993). Entre los factores inductores de apoptosis, se
encuentra la enzima convertidora de IL-1p (ICE), cuya secuencia presenta
gran homologla con ced-3 (Yuan, et al, 1993). Se ha demostrado que la
sobreexpresién de ICE en células de mamifero induce apoptosis (Miura et al,
1993). Por otro lado, existen evidencias de que las protelnas de la matriz
extracelular tendrfan un rol protector via la regulacion negativa de la
expresion de ICE (Bondreau, et al, 1995).

De acuerdo con trabajos recientes, se ha observado que el producto génico

de un poxvirus, CrmA, bloquea potentemente la apoptosis inducida por TNF-
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a y por Fas (Tewari & Dixit, 1995). Sorprendentemente, el unico blanco de
acciéon para CrmA que se conoce hasta el presente es ICE (Ray, et al, 1992),
lo que sugiere que el TNF-a, induce apoptosis vla la induccién de la
expresion de ICE. De acuerdo con esta idea, recientemente, se ha
identificado una nueva protelna lamada TRADD de 34 kD que interactaa con
el dominio intracelular de los receptores p55 de TNF, lo que resuitarla
esencial en la induccién de apoptosis (Hsu, et al, 1995). La sobreexpresién
de TRADD, genera dos de las principales respuestas inducidas por TNF-a.:
induccién de apoptosis y la activacion del factor de transcripcion NFxB. La
expresion de CrmA, inhibe la apoptosis mediada por TRADD, pero no la
activacion de NFxB, lo que sugiere que la participacién de este factor no es
necesaria para la induccién de apoptosis, 6, que por lo menos, su activacion
no tiene un rol importante si se encuentra reprimida fa actividad ICE. Esto es
importante, ya que TNF-a es una de las pocas citoquinas capaces de
transiocar el factor de transcripcion NF-xB desde el citosol hasta el nucleo,
activando asf la transcripcion de numerosos genes.

Las células L-929 (fibroblastos de raton) constituyen un blanco de accién
citotoxica para TNF-a y son ampliamente utilizadas para la titulacién de esta
citoquina (Costas, et al, 1993). Segun ciertos autores los efectos de TNF-a
sobre estas células son via apoptosis y la lipoxigenasa tendrfa un rol central,
descartando la participacién de radicales libres derivados de mitocondria en
la muerte celular (O'Donnell, et al, 1995), sin embargo, en su modelo han
utilizado TNF-a humano (huTNF-a) en presencia de actinomicina-D. La
utilizacién 6 no de drogas sensibilizadoras como actinomicina-D 6
cicloheximida (Larrick & Wright, 1990), en presencia de TNF-a genera un
modelo de muerte celular diferente y que utiliza sefiales intracelulares
diferentes (Reid, et al, 1995). Otros trabajos sugieren que esta citoquina
induce citolisis en las células L-929, sin fragmentacion de DNA, via un dafio

en la cadena respiratoria mitocondrial que precede a la activaciéon de la
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fosfolipasa A2 (PLA2) (Higuchi, et al, 1995). Segun las observaciones de
ciertos autores, el tratamiento de las células L-929 con huTNF-a induce la
aparicién de nucleos hipodiploides, segun fue determinado por citometrfa de
flujo (Pagliacci, et al, 1993), concluyendo por lo tanto que la citotoxicidad
inducida por esta citoquina sobre estas células es por apoptosis.

En resumen, si bien existen numerosas evidencias de que el TNF-a induce
apoptosis 6 necrosis y de los mecanismos probables, en numerosas lineas
celulares (Laster, et al, 1988), no esta totalmente esclarecido en que

condiciones ocurre uno u otro tipo de muerte celular.

1-A-2-RECEPTORES DE TNF-a

Han sido clonados dos tipos de receptores para TNF: uno de 55 kD (p55) y
otro de 75 kD (p75). Ambos tipos de receptores se encuentran también en
forma soluble y son capaces de unir TNF-a compitiendo con los receptores
de superficie. Este podrfa ser uno de los mecanismos de regulacién de la
actividad bioldgica. Tal como se menciond anteriormente, el subtipo de
receptor p55 presenta alta homologla y forma parte de la familia de
receptores: NGFR, CD40, CD27, CD30, antigeno Fas (Armitage, 1994), todos
ellos mediadores de apoptosis (Smith, et al, 1993). Los dominios
intracelulares de los subtipos p55 y p75 son muy diferentes, lo cual indica

que utilizan distintas vias de transduccidn de sefales.

Muchos tejidos no responden perceptiblemente al TNF-a y, sin embargo
contienen receptores y pueden unir, internalizar y degradar el ligando. Las
células sensibles al mediador requieren de la presencia necesaria pero no

suficiente de receptores celulares (Cuturi, et al, 1987).
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A partir del clonado de ambos receptores, se observé que el huTNF-a no
interactua con el subtipo de receptor p75 de ratdén, sino que se comporta
como un agonista especlfico del subtipo p55, mientras que el TNF-a de ratén
(mTNF-a) interactia con ambos subtipos de receptor (Lewis, et al, 1991).
Esto hace que el huTNF-a resulte una excelente herramienta de trabajo para
determinar el rol de ambos receptores en las distintas acciones de esta

citoquina. Por lo tanto, en sistemas murinos, aquellas acciones que son
ejercidas igualmente bien por huTNF-a y mTNF-a son mediadas por p55,

mientras que las actividades que sélo pueden ser inducidas por mTNF
requieren de ambos subtipos de receptor. Es importante destacar que en
sistemas humanos ambos subtipos de receptor pueden ser gatillados por
ambos tipos de TNF-a.

De acuerdo con estudios in vitro, el TNF-a ha sido considerado durante
mucho tiempo como una citoquina no especie especlfica. La primera
excepcion a esta regla fue la observacion de una actividad especifica 50
veces mayor para mTNF-a vs. huTNF-a en un ensayo donde el TNF-a (o IL-
1) induce la conversion a células T-citotéxicas y la aparicion de receptores
para IL-2 en una linea celular hibrida (ratén-rata) como PC60 (Plaetinck, et al,
1987). Esto fue seguido por la demostracion de que mTNF-a pero no huTNF-
a es activo en la proliferacion de timocitos (Ranges, et al, 1988) y de las
células CT-6 (Ranges, et al, 1989). Actualmente, ha sido confirmado que p75

es el receptor especie especifico (Lewis, et al, 1991).

Existen acciones especlficas del TNF-a mediadas por p55, este receptor
participarfa en la modulaciéon de la adhesion leucocitaria a las células
endoteliales y estarla involucrado en la mediacién de citotoxicidad, aunque

existe una gran controversia al respecto (Heller, et al, 1993).

En cuanto a las distintas actividades mediadas por TNF-a, aun no esta

totalmente claro cuales estan mediadas por el subtipo p55, p75 6 ambos. Por
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el uso de anticuerpos agonistas anti-p75 de ratén, se determind que la
accion de TNF-a sobre las células CT-6 es mediada por receptores p75 y

también se observd, que las células PC60 se vuelven respondedoras a

huTNF-a si son transfectadas con p75 humano (Vandenabeele, et al, 1992).

Aparentemente todas las céiulas expresan los dos tipos de receptores, sin
embargo, de acuerdo con trabajos recientes, ratones deficientes para la
expresion de receptores p55, son capaces de resistir un shock endotéxico,
pero sin embargo mueren debido a una infeccion por Listeria monocitogenes
(Pfeffer, et al, 1993).

De acuerdo con estudios realizados in vivo, acerca de la actividad
antitumoral del TNF-a, se observé que mTNF-a tiene una potente actividad
antitumoral en un modelo de melanoma singeneico de ratéon (B16BL6),
mientras que hu TNF-a practicamente no tiene actividad. Sin embargo, la
administracion de IFN-y, hace a ambos tipos de TNF-a igualmente efectivos
(Brouckaert, et al, 1993) en su acciéon antitumoral. Estos resultados
demuestran que, al menos, para ciertos mecanismos antitumorales, la
participacion de los receptores p75 es importante y necesaria.

Existen evidencias de que ambos subtipos de receptor utilizan distintas vias
de transduccion de sefales intracelulares, sin embargo, de acuerdo con lo
sefalado anteriormente, ciertas acciones mediadas por receptores p55
requieren de receptores p75 6 bien, de sustancias sensibilizadoras. En base
a estas observaciones se han propuesto dos tipos de modelo que explican
un efecto cooperativo entre ambos subtipos de receptor. Segun uno de estos
modelos (Tartaglia & Goeddel, 1992), los receptores p75 al interaccionar con
TNF-a, tendrfan la funcién de acumular esta citoquina en la superficie celular
facilitando su interaccion con los p55. Otros autores, proponen también un
modelo cooperativo, pero a nivel intracelular: interferencia de las sefales
intracelulares mediadas por ambos subtipos de receptor, 0 bien, cross-talk a

nivel transcripcional (Brouckaert, et al, 1993).
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En cuanto a las sefales intracelulares, segun ciertos estudios, el factor de
transcripcion NFxB serfa activado via receptores p55 (Schutze, et al, 1992),
probablemente, via la generacion de ceramida por una esfingomielinasa
acldica, y NFkB uniéndose a las secuencias especlficas en la region
promotora de varios genes modularfa su expresién: moléculas de adhesién
en las células endoteliales, el mismo TNF-a, E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1
(Aggarwal & Eessalu, 1987). Asl mismo, la NO sintetasa serla inducida por
este subtipo de receptor (Leist, et al, 1995). Por otro lado existen evidencias
de que la interaccién de TNF-a con los receptores p55 activarfa una
fosfolipasa C especlfica de fostatidil-colina (PC-PLC), activando un subtipo
de PKC independiente de Ca2* la cual mediarfa la induccién de JUN y FOS,
ambos constituyentes del factor de transcripcion AP-1 (Heller & Kronke,
1994). En cuanto a las acciones citotoxicas de TNF-a, se ha sugerido que
serfan mediadas por la generacidon de radicales libres via la activacion de la

lipoxigenasa (Chang, et al, 1992).

El nimero de receptores para TNF puede ser regulado por varios factores. El
IFN-y provoca un importante aumento de su expresién, aun manteniendo
constante su afinidad (Aggarwal, et al, 1985). La IL-1 y ésteres del forbol

producen el efecto contrario (Holtman & Wallach, 1987).
1-B- INTERACCIONES NEUROINMUNOMODULATORIAS

Numerosos estudios han demostrado la existencia de circuitos
bidireccionales de neuroinmunorregulacién. El alto grado de complejidad del

sistema nervioso central (SNC) y del sistema inmune, sugiere que la

interaccion entre los mismos involucra diferentes tipos celulares y estructuras
capaces de recibir y emitir sefales. Los circuitos neuroinmunomodulatorios

involucran: vias nerviosas “rapidas”, aferentes y eferentes y vias "lentas”,
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constituldas por hormonas, neuropéptidos y citoquinas. La gran variedad de
neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas producidos por el sistema
nervioso y las glandulas endécrinas, pueden actuar sobre las células
inmunes, y éstas, a su vez, enviar mensajes de retroalimentacion a través de
citoquinas al sistema neuroenddcrino.

Sin embargo, no solamente estos sistemas se hallan integrados en
situaciones de homeostasis. La regulacién aberrante de uno de ellos puede

ser responsable del desarrolio de una condicién patolégica en el otro.

En cuanto a sus acciones sobre el sistema neuroenddécrino, las citoquinas
actuarfan como mensajeros del estado de homeostasis del organismo: en
respuesta a una infeccion, el sistema inmune estarla capacitado para captar
estimulos que no serfan reconocidos por el SNC y peritérico y sbélo serfan
captados por las células inmunes (ej. bacterias, virus, tumores, antigenos y la
integridad de todas las membranas celulares). Este reconocimiento serla
transformado por las células inmunes en informacién: citoquinas, las cuales
tienen accidn sobre el sistema neuroenddcrino. En respuesta, el SNC y
periférico libera hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos, que son
reconocidas por las células del sistema inmune provocando cambios

inmunolégicos especlficos (Blalock, 1984).

1-C-EXPRESION DE CITOQUINAS Y SUS RECEPTORES EN EL SISTEMA
NEUROENDOCRINO

Ademas de las células inmunes, el SNC es una de las fuentes productoras
de citoquinas. Por ejemplo, células de la micro y macroglfa producen IL-1,
TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-3 (Okamoto, et al, 1990; Velasco, et al, 1991;
Lieberman, et al, 1989; Frei, et al, 1985). En neuronas del hipocampo se
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describi6 la expresién de receptores para IL-1 e IL-2 (Cunningham, et al
1991; Ban, et al, 1991).

A modo de sintesis, las citoquinas identificadas en el SNC (Okamoto, et al,
1990; Velasco, et al, 1991, Lieberman, et al, 1989; Frei, et al, 1985; Morganti-

Kossmann, et al, 1992) son:

Tabla Il. Citoquinas producidas en el SNC

CITOQUINA CELULA PRODUCTORA

TNF-a astrocitos, macrofagos

TNF-g microglla, astrocitos, linfocitos T
IFN-y astrocitos, linfocitos

IFN-a astrocitos

IFN-B astrocitos

TGF- astrocitos, microgifa, macréfagos
IL-1 microglla, astrocitos, macréfagos
IL-2 astrocitos, linfocitos

iL-3 astrocitos

IL-6 astrocitos, microglfa, macrétagos

De todas estas citoquinas halladas en el sistema nervioso, algunas se han
hallado en situaciones de homeostasis, en cambio otras han sido asociadas
a dafo cerebral.

La participacion del astrocito en la respuesta a un desaffo inmunolégico es
un emergente campo de investigacion dentro de la neuroinmunologla. Los
astrocitos tienen la capacidad de proliferar, fagocitar y secretar mediadores y

citoquinas centrales en el contexto de un proceso inflamatorio. La micro y

macroglia posee la capacidad de secretar clertas citoquinas en determinadas
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situaciones patolégicas, aunque no esté bien determinado su rol patogénico,
como por ejemplo, la secrecién de IL-1, TNF-a y TNF-B en la esclerosis

multiple, la de IL-1 en Alzheimer y TNF-a e IL-6 en meningitis bacteriana, HIV

o injuria tisular (Morganti-Kossmann, et al, 1992).

También en estructuras con funcién endécrina se ha detectado la expresién
de interleuquinas y sus receptores. IL-18 e IL-6 fueron halladas en células
del hipotalamo (Breder, et al, 1988). El material inmunoreactivo para IL-1p
encontrado en la pituitaria se incrementa después de un tratamiento
inmunoestimulante con LPS (Koening, et al, 1990).

En células de la hip6fisis anterior se demostrd la producciéon de IL-6,
estimulada por IL-1 (Spangelo, et al, 1991, Yamaguchi, et al, 1990) y la
expresion de receptores para IL-6 (Ohmichi, et al, 1992). Se ha detectado la
expresion de IL-6 en cultivos de adenomas corticotropos de rata y en cultivos
de adenomas de pituitaria humanos (Spangelo, et al, 1990 a; Velkeniers, et
al, 1991; Spangelo, et al, 1990 b). Se ha descripto también, la expresion de

IL-2 y su receptor en adenomas corticotropos humanos (Arzt, et al, 1992).

1-D-EFECTOS CENTRALES DE LAS CITOQUINAS

Las citoquinas, ademas de ser mediadoras de la inflamacién, juegan un rol
fisiolégico como factores tréficos, neuromoduladores o neurotransmisores,
ocasionando cambios a nivel endécrino y en el comportamiento del
individuo. Se encuentran bien caracterizados los efectos centrales que

ocasionan las citoquinas (de origen central 6 periférico) y en particular la IL-1

y el TNF-a durante una infeccion, como hipertermia, aumento de la fase lenta
del suefio, astenia, adinamia, anorexia y los efectos periféricos como

artralgias, liberacién de reactantes de fase aguda por parte del higado e
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inhibicion de la secrecién &acida y del vaciamiento gdastricos (Kent, et al,
1992).

De acuerdo con ciertos estudios realizados in vitro, se han demostrado
numerosas acciones de las citoquinas sobre las células nerviosas. Se
observé por ejemplo, que la IL-1 puede inducir la liberacion de
neurotransmisores como somatostatina en cultivos de cerebro de rata
(Scarborough, et al, 1989) y de NGF en cultivos de células de hipocampo de
rata (Friedman, et al, 1993). Por otro lado, IL-2 tiene un potente rol en la
liberacién de acetilcolina en cortes de hipocampo (Araujo, et al, 1989).

Las interleuquinas también tienen efectos sobre la diferenciacion y el
crecimiento de érganos del sistema neuroendécrino. Por ejemplo, la IL-1
estimula el crecimiento de astrocitos mientras que la IL-2 estimula a los
oligodendrocitos. A su vez, ia respuesta a la IL-2 esta regulada a lo largo del
desarrollo (Merrill, et al, 1984; Merrill, 1987; Merrill, 1990). También se ha
observado que la IL-3 y ia IL-6 actuan como factores de crecimiento neuronal
en nucleos colinérgicos in vitro (Hama, et al, 1989; Kamegai, et al, 1989).

Se ha demostrado que la IL-2 y la IL-6 son factores intrlnsecos que regulan el
crecimiento de células de la hipdfisis (Arzt, et al, 1993). Fue descripto que
mientras estas interleuquinas inhiben el crecimiento de células normales,
estimulan la proliferacion de células tumorales de la hip6fisis.

Estos, y otros resultados sugieren la participacion de estas citoquinas en el
control del crecimiento, diferenciacién y funcionalidad de ciertas estructuras
del sistema neuroenddcrino.

Entre las acciones de las citoquinas sobre el SNC a nivel fisiolégico, la méas
estudiada es la fiebre, como consecuencia de una infeccion ¢ inflamacién
periférica. Este efecto se manifiesta a través de una accion sobre el area
predptica del hipotdlamo, segun fue demostrado por el efecto inhibitorio de

lesiones en esta region (Blatteis, et al, 1989).
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Es sabido que ciertas infecciones en el SNC pueden tener efectos sistémicos
tipicos de una inflamacién, conocidos como respuesta de fase aguda (RFA).
La RFA consiste en una serie de cambios bioquimicos observados en una
infeccién 6 inflamacién que pueden ser inducidos por LPS. Los cambios
bioqulmicos incluyen hipoferremia, hipozincemia, incrementos en la sintesis
de protelnas hepaticas de fase aguda (PFA), aumento en la velocidad de
sedimentacion de eritrocitos y cambios en el metabolismo de la glucosa y
triglicéridos. Todos estos cambios son mediados por citoquinas actuando
sobre células blanco peritéricas. En cuanto a la induccién de protelnas
hepaticas, existen evidencias de que distintas citoquinas recombinantes
pueden activar la expresion génica de las PFA en hepatocitos 6 lineas
celulares de hepatoma (Baumann & Gauldie, 1984).

Todos estos cambios, si bien corresponden a efectos periféricos de las
citoquinas, también pueden inducirse a través de la administracion intra-
cerebro-ventricular (icv) de citoquinas (Blatteis, 1990; Bailey, et al, 1976;
Turchik & Bornstein, 1980). Resulta importante destacar que determinados
efectos de las citoquinas no pueden atribuirse a una accion directa de las
citoquinas sobre el SNC, solamente porque pueden obtenerse a través de la
inyeccion icv de las mismas, dado que en ocasiones, esto resulta en una
elevacién de los niveles plasmaticos de citoquinas. En este sentido, un
ejemplo es la induccion de anorexia por la administracién icv de TNF-a, cuya
sintomatologfa es considerada como un efecto directo de TNF-a sobre el
SNC. Sin embargo, de acuerdo con ciertos estudios, se observé que la
anorexia también puede ser inducida por la administracion intravenosa de
TNF-a y que los niveles plasmaticos de TNF-a son similares en ambos casos
(Bodnar, et al, 1989). Por lo tanto, estos resultados no descartan la
posibilidad de que la induccién de anorexia sea un fenémeno peritérico. De

acuerdo con esta idea, se observé, que el LPS puede inducir anorexia aun

en ausencia de niveles detectables de TNF-a en el cerebro, y por otro lado,
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lo mismo ocurre cuando se induce TNF-a en el cerebro y se bloquea su
produccién periférica a través del desarrollo de tolerancia a LPS (Faggioni,
et al, 1994). Por lo tanto, en la induccién de anorexia podrian funcionar dos

mecanismos: uno central y otro periférico.

1-E-PARTICIPACION DE LAS CITOQUINAS EN PATOLOGIAS DEL SNC

Las citoquinas, en particular TNF-a, fueron detectadas en una variedad de
patologfas del SNC, y su rol patogénico fue confirmado en modelos animales
por el uso de anticuerpos especificos, antagonistas del receptor, etc.

Las patologlas del SNC donde las citoquinas pueden estar involucradas
incluyen:

1- Infecciones bacterianas o parasitarias, tales como meningitis o malaria
cerebral en las cuales se han detectado IL-1, IL-6, IL-8 0 TNF-a y ademas el
uso de anticuerpos especificos resulta protectivo (Saukkonen, et al, 1990;

Grau, et al, 1987).

2- SIDA, en la cual se han detectado IL-1 e IL-6 en el flufldo cerebroespinal.
Por otro lado, la administracién icv de ia protelna de envoltura viral gp120
induce IL-1, lo cual sugiere un posible mecanismo para su efecto neurotéxico
(Brenneman, et al, 1993).

3- Enfermedades autoinmunes, como la esclerosis multiple, donde
anticuerpos anti-TNFa tienen un rol protector (Ruddie, et al, 1990).

4- Enfermedad de Alzheimer: Se observo que in vitro, IL-1 e IL-6 pueden
activar la expresion génica de la protelna f-amiloide (Donnelly, et al, 1990;
Vandenabeele & Fiers, 1991). Por otro lado, IL-1 se ha detectado en cerebro

de individuos que padecen la enfermedad (Griffin, et al, 1989).
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1-F-ACCIONES DE LAS CITOQUINAS SOBRE
HIPOTALAMO E HIPOFISIS

La hipdfisis constituye un nexo importante entre el SNC y los sistemas
enddcrino e inmune y por lo tanto es el 6rgano blanco de muchos de los
efectos que las citoquinas producen sobre el sistema neuroendécrino a
traves de los receptores para citoquinas que estas células poseen, tal como
se sefalé anteriormente.

Las sefiales que conducen a una adecuada respuesta neuroinmune en un
organismo frente a un agente extraifio, se desencadenan con la particip_acién
inicial de monocitos y macréfagos. Estas células son las productoras de las
citoquinas responsables de disparar las otras células del sistema inmune y la
activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). Estas citoquinas son
principalmente: IL-1, IL-6 y TNF-a.

Existen evidencias de que la IL-1 tiene un efecto estimulatorio sobre la
secrecion de hormona liberadora de la corticotrofina (CRH), corticotrofina
(ACTH) y cortisol (Bateman, et al, 1989; Besedovsky, et al, 1986) por parte
del hipotadlamo, hipdfisis y adrenal, respectivamente. También estimula la
secrecion de norepinefrina y dopamina por parte del hipotdlamo (Palazzolo &
Quadri, 1990). Otras citoquinas inflamatorias como fa IL-6 y el TNF-a tienen
efectos similares (Hermus & Sweep, 1990).

Por otra parte, de acuerdo con otros estudios, la inyeccién intraperitoneal de
anticuerpos anti-IL-6 antes de la aplicacién de IL-1, bloquea la elevacion de
los niveles plasmaticos de ACTH inducidos por IL-1 (Neta, et al, 1992).

Con respecto a la IL-2, ha sido demostrado que estimula la expresiéon del gen
de la proopiomelanocortina (POMC) y la liberacién de ACTH in vitro (Karanth
& McCann, 1991; Smith, et al, 1989). Se ha observado que la administracién

de IL-2 en pacientes con cancer produce, luego de 4 horas de la infusion,
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aumentos en los niveles de B-endorfina, ACTH y cortisol (Lotze, et al, 1985;

Denicoft, et al, 1989).
El TNF-a produce, por administracion i.v. en la rata, el aumento de ACTH

plasmatica y estimula la secrecién de ACTH por accién directa sobre las
células de la pituitaria (Bernardini, et al, 1990). Sin embargo, in vitro, el TNF-
a inhibe la secrecién de ACTH estimulada por CRH (Gaillard, et al, 1990) y
no tiene ninguln efecto sobre cultivos de células de hipdfisis 0 de hipotalamo
(Navarra, et al, 1991). Sin embargo, el tratamiento de hemipituitarias con esta
citoquina, produce un aumento dosis-respuesta dependiente de ACTH
(Milenkovic, et al, 1989). De acuerdo con estas evidencias, las citoquinas
producidas por monocitos, o bien producidas en el SNC tienen la capacidad
de activar el eje HPA en respuesta a una infecciéon. Por otro lado, de acuerdo
con estudios realizados in vitro, en cultivos de hipdfisis, se ha observado que
el TNF-a puede modular la liberaciéon de otras hormonas hipofisiarias como
la hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL) y tirotrofina (TSH). Segun
ciertos autores, esta citoquina tiene un efecto inhibitorio sobre la liberacién
de GH y PRL (Harel, et al, 1995; Gaillard, et al, 1990), mientras que otros
plantean un efecto estimulatorio (Milenkovic, et al, 1989; Koike, et al, 1991).
En cuanto a TSH, se ha observado que TNF-a tiene un efecto estimulatorio
sobre su liberacién (Harel, et al, 1995, Milenkovic, et al, 1989).

La activacion del eje HPA, resulta en la producion secuencial de CRH, ACTH

y GC, cuya accién inmunomoduladora se describe a continuacion.

2-HORMONAS DEL EJE HPA

El eje HPA es activado en diversas circunstancias y esta implicado en la
reguiacién e integracién de muchos procesos fisiolégicos o patolégicos. Nos

referiremos iniciaimente, muy brevemente, a algunas de las acciones de las

hormonas de este eje.
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Frente a estimulos estresantes o siguiendo un ritmo circadiano se produce la
activacién de la produccion de GC. Estos estimulos son integrados en el
SNC y transducidos al resto del organismo a través del sistema
neuroendécrino (lrwing, 1994; Vamvakopoulos & Chrousos, 1994). En el
hipotalamo se produce la sintesis de las neurohormonas que controlan la
produccién de hormonas hipofisarias. La hormona hipofisaria que regula la
produccién de glucocorticoides en la glandula adrenal es la ACTH. Las
principales hormonas hipotalamicas inductoras de la secrecién de ACTH
conocidas hasta el presente son: la CRH, la vasopresina y la oxitocina
(Plotzky & Sawchenco, 1987; Orth, 1992; Vamvakopoulos & Chrousos,1994).
Estas hormonas son sintetizadas y secretadas por las neuronas de los
nucleos paraventricular y supraéptico del hipotdlamo. Las neuronas
productoras de CRH se encuentran principalmente localizadas en la divisién
medial parvocelular del nucleo paraventricular (Charlton, et al, 1987). Parte
de dichas neuronas también expresan bajos niveles de vasopresina (Orth,
1992). Aunque las neuronas secretoras de oxitocina y la mayorfa de las
neuronas hipotalamicas productoras de vasopresina se encuentran
concentradas en el nucleo supradptico y en la divisibn magnocelular del
nacleo paraventricular, proyectandose principalmente hacia la pituitaria
posterior, diversas publicaciones sugieren que dichas neuronas podr(an
también controlar la respuesta de ACTH en la pituitaria anterior causada por
estresores especlficos (Dohanics & Verbalis, 1991). Las hormonas
hipotaldmicas CRH y vasopresina liberadas en el sistema porta hipotalamo-
hipofisario actian sobre receptores especificos en las células corticotréficas
de la hipéfisis anterior produciendo la liberacién de ACTH a la circulacién
(Orth, 1992). Receptores para CRH fueron detectados mediante técnicas de
autoradiogratia cuantitativa y de unidn en membranas celulares. Se
identificaron sitios de unién de alta afinidad de la CRH en SNC y en hipdfisis

anterior (De Souza, et al, 1985). La distribucién de los receptores de CRH es
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similar a la de las neuronas productoras de CRH. Fue observada una alta
densidad de sitios de unién en la neocorteza. La unién de la hormona a su
receptor, tanto en ratas como en el cerebro de primates, es reversible,
saturable y de alta afinidad con una Kd del orden nanomolar (De Souza, et
al, 1985). Este receptor transduce su sefial a través del aumento intracelular
de cAMP (Audhya, et al, 1991; Webster, et al, 1989). Se han clonado dos
tipos de receptores de CRH. El primero de ellos, CRH-R1, fue clonado a
partir de un tumor corticotréfico humano y se expresa en células
corticotroticas de hipdfisis anterior mediando los efectos de CRH sobre la
liberacion de ACTH (Chen, et al, 1993). Este receptor también se encuentra
ampliamente distribufdo en el SNC (Potter, et al, 1994). Recientemente ha
sido clonado el segundo tipo de receptor de CRH llamado CRH-R2. Este
receptor se expresa principalmente en tejidos periféricos como corazén,
musculo y puimones (Stenzel, et al, 1995). Para estudiar las funciones de
CRH también se han desarrollado animales transgénicos que sobreexpresan
CRH y desarrollan sintomas de hipercortisolismo (Stenzel-Poore, et al, 1992)
y animales que no expresan CRH, los cuales tienen bajos niveles de GC que
parecen no afectar a los animales adultos pero si son necesarios durante el

desarrollo embrionario (Muglia, et al, 1995).

La ACTH estimula la sIntesis y secrecion de GC por parte de la corteza
adrenal. Actia sobre un receptor de membrana que transduce su sefial por la
via de cAMP. En las células de la corteza adrenal, activa las enzimas de las

vias biosintéticas de los esteroides conduciendo a un aumento de la sintesis

y secrecion de GC.

Los GC actdan también directamente a nivel de la hipéfisis y del hipotdlamo
(Dallman, et al, 1987) inhibiendo la activacién del eje. Estos efectos de los

GC son mediados por receptores de corticosteroides. Existen dos tipos de
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receptores con diferente afinidad por la corticosterona y GC sintéticos (Reul
& de Kloet, 1985). El receptor del tipo | es el receptor clasico de
mineralocorticoides con alta afinidad para aldosterona. El receptor del tipo |l
(ver mas adelante) tiene mayor afinidad por los GC corticosterona y
dexametasona (DEX) (Reul & de Kloet, 1985; Veldhuis, et al, 1982). Ambos
receptores han sido clonados (Arriza, et al, 1987, Hollenberg, et al, 1985;

Evans, 1988).

El eje HPA es de fundamental importancia en el control del sistema inmune.
La importancia del funcionamiento del mismo en el normal desarrollo de la
respuesta inmune fue demostrado estudiando las alteraciones inmunes
producidas por lesiones en diversas areas hipotalamicas como asl también
los efectos de la hipofisectomia y adrenalectomia (Bateman, et al, 1989).
También se utilizaron modelos animales, como ias ratas Lewis (Sternberg,
1989) o las gallinas de la cepa obesa OS (Wick, et al, 1993) que presentan
enfermedades autoinmunes debido a defectos en diferentes niveles del eje
HPA (Wick, et al, 1993). Experimentos llevados a cabo con ratas de la cepa
Lew/N y Fisher (F344/N) ponen en evidencia el rol protector de los GC de los
efectos nocivos de una respuesta inmune exacerbada (Sternberg, et al,
1989). Se ha observado que alteraciones de la produccion de CRH afectan
algunas funciones inmunes en estas cepas. Por ejemplo, ratas de la cepa
Lew/N son susceptibles a la induccién de artritis por una inyeccién de la
pared celular de estreptococos. Estas ratas muestran un defecto en la
sintesis y en la secrecién de la CRH hipotalamica, con la consecuente
reduccion en la actividad protectora del eje HPA (Sternberg, 1989). Cuando
las ratas Lew/N son tratadas con DEX se pierde la susceptibilidad a la
induccién de la artritis. Por otro lado, las ratas Fisher 344/N, genéticamente
relacionadas con las Lew/N, son resistentes a la induccidn de artritis y

muestran un sistema CRH hipotalamico funcionalmente normal.
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Comparando los patrones de respuestas hormonales de las ratas Fisher
(F344/N) (no susceptibles a desarrollar artritis) con las ratas Lew/N

(susceptibles) se observan diferencias en ACTH y GC plasmaticos, como

consecuencia de la inyeccién de IL-1a, CRH y el agonista serotoninérgico
quizapine todos ellos activadores del eje HPA por diterentes mecanismos.
Las ratas Lew/N muestran una respuesta del eje HPA disminulida con
respecto a las ratas Fisher. La inhibicidon de los efectos de los GC en las ratas
Fisher con el antagonista de GC RU 38486, posibilita la induccion de artritis
en estos animales (Sternberg, 1989). Dichos experimentos ponen en
evidencia el posible rol de la falla en la produccién 6 accién de los GC en el

desarrollo de procesos autoinmunes.

Otro modelo animal que muestra la importancia de las hormonas del-eje HPA
en la regulacion de la repuesta inmune es la cepa de gallinas obesas (obese
chicken strain). Estos animales desarrollan espontdneamente una tiroiditis
autoinmune con caracteristicas similares a la tiroiditis de Hashimoto que
afecta a humanos. Entre las alteraciones inmunes presentan hiperreactividad
de las células T y expresion aberrante de antigenos del MHC clase I (Wick,
et al, 1989; Kroemer, et al, 1989). Los niveles de GC totales encontrados son
normales pero los niveles de giobulinas que unen GC son el doble de los
niveles normales, por lo tanto la actividad neta de los GC se encuentra
disminulda. La hiperreactividad de las células T y su infiltracion en la tiroides
disminuye con la administracién de GC (Faessler, et al, 1988). La respuesta
de los GC frente a la estimulacién con antifgenos no se registra en estos
animales. No se conocen los mecanismos por los cuales se desarrolla este
tipo de enfermedad autoinmune pero las interacciones entre el sistema

neuroendocrino y el inmune juegan un papel fundamental (Wick, et al, 1993).
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2-A-ACCION INMUNOMODULADORA DE LAS HORMONAS DEL EJE
HPA

Como ya hemos seiialado, las interacciones entre el sistema inmune y el eje
HPA resultan de particular importancia si se considera que las citoquinas
ademas de su actividad moduladora en una respuesta inmune y sobre el
SNC, pueden ser las mediadoras de diferentes patologfas y en general, su
produccién mantenida a largo plazo y en alto titulo resulta perjudicial. En
respuesta a una infeccién o inflamacién, el individuo produce citoquinas
inflamatorias, que entre otras actividades, pueden actuar a nivel hipotalamico
activando la liberacion de CRH, que induce la liberacion de ACTH y
finaimente de GC, los que, ademas de inhibir su propia liberacién por
feedback negativo a nivel hipotalamico, preservan al individuo de una
respuesta inmune exacerbada a través de diversos mecanismos como: lisis
de linfocitos, inhibicion de la proliferacién y funcién linfocitaria y la
redistribucion del transito linfocitario (Dracott & Smith, 1979; Cupps & Fauci,
1982) y de la sobreproduccion de citoquinas a través de la inhibicién de su
sintesis, de su actividad biolégica 6 modulando la expresién de sus
receptores. La falla de estos mecanismos regulatorios, como ya se sefiald,

puede conducir al desarrollo de enfermedades autoinmunes.

Existen numerosas evidencias que demuestran el efecto de las hormonas
CRH y ACTH sobre el sistema inmune. En cuanto a CRH, ademas de sus
efectos a nivel central, se ha demostrado que tiene efectos directos sobre las
células del sistema inmune (Chrousos, 1995) como por ejemplo: un efecto
estimulatorio sobre la proliferacion de linfocitos (Singh, 1989) y la produccién
de IL-1, IL-2 e IL-6 (Singh, et al, 1990; Lew & Singh, 1992). De acuerdo con
resultados obtenidos en nuestro laboratorio, se ha observado que CRH

manifiesta un efecto modulatorio diferencial sobre la produccién de IL-1 y su
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antagonista (IL-1ra) en respuesta a LPS en cultivos de monocitos humanos,
pues, se observd que CRH tiene un efecto estimulatorio sobre IL-1 e IL-1ra
en ausencia de LPS, no tiene efecto a dosis medias de LPS, siendo
inhibitorio a dosis altas de LPS (Paez Pereda, et al, 1995). Por otro lado,
también se ha descripto la presencia de receptores para CRH en células del
sistema inmune, asl como su produccién local en los sitios de inflamacion
(Karalis, et al, 1991).

En cuanto a ACTH, también se ha descripto la presencia de receptores para
esta hormona en las células del sistema inmune (Smith, et al, 1987; Clarke &
Bost, 1989) y se han observado distintos efectos directos de esta hormona
como por ejemplo: inhibicién de la produccion de anticuerpos (Johnson, et al,
1982), de IFN-y (Johnson, et al, 1984) y su accion estimulatoria de la
actividad tumoricida de los macréfagos (Koff & Dunegan, 1985).

A continuacion, nos referiremos en particuiar a la accion inmunomoduladora

de los GC.

2-B-LOS GLUCOCORTICOIDES EN EL CONTROL DE LA
INFLAMACION

El posible rol de los GC en la regulacién de ia produccion de citoquinas, ha
sido demostrado por el uso de diferentes modelos, in vitro 6 in vivo. por
remocién de los GC enddgenos (adrenalectomfa 6 administraciéon de
antagonistas del receptor de GC), o bien por administracién de GC
exbdgenos.

El uso de GC resulta efectivo en el tratamiento de diversas patologlas tales

como enfermedades autoinmunes o de tipo inflamatorio.

Un caso particular, y que ha recibido especial atencién es el de las

afecciones en las cuales se observa una sobreproduccién de citoquinas,
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como por ejemplo el shock séptico, en el cual, el tratamiento con antibiéticos
resulta inefectivo.

Se ha demostrado, que la adrenalectomfa incrementa la sensibilidad a la
accion letal del LPS (Abernathy, et al, 1957, Swingle & Remington, 1944).
Idénticos resultados se han obtenido por el uso del antagonista del receptor
de GC RU38486 (Lazar & Agarwal, 1986; Hawes, et al, 1992). En otros
estudios, se determind que los GC protegen marcadamente de los efectos
toxicos del LPS (Berry & Smythe, 1964; Gadina, et al, 1991). Por otro lado
existen evidencias de que la susceptibilidad a la accion letal del LPS y TNF-a
varfa con el ritmo circadiano (Halberg, et al, 1960; Langevin, et al, 1987).
Bioquimicamente, los GC inhiben la produccién de los mediadores de
inflamacion, tales como metabolitos del acido araquidénico y del NO, por lo
tanto, resulta importante definir cuales de estas acciones son debidas a la
inhibicién de la produccién de citoquinas y cuales pueden estar involucradas

en una inhibicion directa de la actividad biologica de las mismas.
2-B-1- INHIBICION DE LA PRODUCCION DE CITOQUINAS

De acuerdo con estudios realizados in vitro, se ha determinado que los GC
inhiben ia produccidn de varias citoquinas: IL-1a y 8, TNF-a , IL-6, IL-8, IL-2,
IL-3, IFN-y, factor estimulante de colonias de macréfagos y de granulocitos
(GM-CSF) y tactor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en
respuesta a diferentes estimulos (Arend & Massoni, 1986; Knudsen, et al,
1987, Beutler, et al, 1986; Waage, et al, 1990; Tobler, et al, 1992; Arya, et al,
1984; Fantuzzi & Ghezzi, 1993, Villiger, et al, 1990).

En cuanto al efecto sobre IL-18, de acuerdo con experimentos de
transcripcion in vitro, se observd que la inhibicién ejercida por GC es a nivel

transcripcional (Lee, et al, 1988), aunque, aparentemente no es el Gnico
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mecanismo, pues también se ha observado que los GC aumentan la
degradacioén del mRNA de IL-1 (Lee, et al, 1988; Knudsen, et al, 1987).

En cuanto a la inhibicién sobre IL-2, se observé también la existencia de 2
mecanismos: uno a nivel transcripcional, y otro postranscripcional, tanto de
IL-2 como de su receptor (Boumpas, et al, 1991, Reed, et al, 1986).

La inhibicién sobre IL-3, también es a nivel transcripcional y en cuanto a IFN-
v, los GC inhiben la acumulacién de mRNA (Arya, et al, 1984).

Entre los esteroides, tan solo los GC y no las hormonas sexuales ni los
mineralocorticoides, son capaces de reducir la produccion de TNF-a
inducido por LPS en macréfagos de ratéon (Beutler, et al, 1986) y en
monocitos humanos (Waage & Bakke, 1988). Esta inhibicion que se produce
cuando el tratamiento de las células con la hormona es antes o durante la
induccién, se efectua tanto a nivel transcripcional como postranscripcional
(Beutler, et al, 1986) y depende de la concentracion de GC y del tiempo de
exposicién al mismo, previo a la adicién del LPS (Waage & Bakke, 1988).
Ademas del control negativo ejercido por los GC en la regulacién de la
sintesis de TNF-a, otros factores como prostaglandinas podrian también
participar en la modulacidén negativa de dicha produccién. La prostaglandina

E2 (PGE2) parece estar implicada en la regulaciéon enddgena de la

produccion de TNF-a al menos cuando el inductor es el LPS (Kunkel, et al,
1986). La adicién de PGE2 ex6gena a altas concentraciones demuestra que
dicho control se efectia a dos niveles moleculares distintos (Kunkel, et al,
1988) impidiendo la acumulacién de mensajeros de TNF-a y supresion de la
produccién de TNF-a biolégicamente activo (postranscripcional).

De acuerdo con resultados obtenidos in vitro, el efecto inhibitorio de los GC
sobre TNF-a es revertido por IFN-y (Luedke & Cerami, 1990).

IL-4 potencia el efecto inhibitorio de los GC sobre IL-1, TNF-a y PGE2 en
monocitos humanos (Hart, et al, 1990). Por otro lado, cuando el estimulo para

la produccién de TNF 6 IL-1 es el forbol miristato acetato (PMA), los GC no
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tienen efecto (Debets, et al, 1989). En general los efectos inhibitorios de los
GC son a nivel transcripcional, luego, puede pensarse que la ausencia de
efecto sobre la estimulacién por PMA puede deberse a un efecto
estabilizador del PMA sobre el mRNA de IL-1 (Lee, et al, 1988; Akira, et al,
1990), o bien la participacion de mecanismos moleculares diferentes en la
induccion por PMA e inhibiciéon por GC.

Las bases moleculares (a que se hara referencia en detalle mas adelante, en
esta introduccién) de estos efectos de los GC sobre la expresidon génica de
citoquinas han sido ampliamente estudiados. Asl por ejemplo, se
identificaron secuencias consenso correspondientes a los sitios de
reconocimiento del receptor activado de GC en el extremo 5' del gen que
codifica para la IL-6 humana (Akira, et al, 1990). Por otro lado, existen
evidencias de que el receptor activado de GC podria interactuar con factores
de transcripcion como NFxB 6 AP-1 modulando de este modo la expresion

génica de citoquinas (Truss & Beato, 1993).

2-B-2- EFECTO SOBRE LOS RECEPTORES DE CITOQUINAS

A través de numerosos estudios se ha demostrado que los GC en general
tienen un efecto modulador positivo en la expresion de receptores para
citoquinas. Asl por ejemplo se observé un aumento de los receptores para IL-
1 en linfocitos B, fibroblastos y varias lfneas celulares en respuesta a GC ,
pero no en linfocitos T, ni en monocitos (Akahoshi, et al, 1988; Gottschall, et
al, 1991). Por otro lado, se ha observado que los GC no solo inhiben la
sintesis de IL-1, sino que también tienen un efecto inhibitorio a nivel
transcripcional sobre la secrecién de IL-1ra (Arzt, et al, 1994). En este caso,

los GC jugarfan un importante rol fisiologico en el mantenimiento del balance

IL-1/IL-1ra, reguiando, de este modo la actividad de esta citoquina.
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En el caso de los receptores para IL-6, los GC también ejercen una
modulacién positiva aumentando su expresién en distintas lineas celulares
como en las de hepatoma humano, monocitica humana U937, linfoma
BMNH y epiteliales (Snyers, et al, 1990). Estas observaciones concuerdan
con el conocido sinergismo entre IL-6 y GC en la induccién de proteinas de

fase aguda (Baumann, et al, 1986).
En cuanto a los efectos sobre la expresion de receptores para TNF-a existe

una cierta controversia (Homo-Delarche, et al, 1991), aunque, de acuerdo
con ciertos estudios, existen evidencias de que los GC tienen un efecto
inhibitorio en la expresion del receptor de TNF, afectando el numero de los
mismos sin cambiar su afinidad (Kull, 1994).

De acuerdo con la actividad antiinflamatoria de los GC, estas acciones sobre
los receptores de citoquinas podrian parecer contradictorias. Sin embargo,
podrfan interpretarse como una modulacién de la sensibilidad de los distintos

tejidos 6 tipos celulares a las citoquinas a través de un cambio en la

distribucién de los receptores.

2-B-3- EFECTOS SOBRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
CITOQUINAS

Las prostaglandinas y otros metabolitos del acido araquidénico son los
principales mediadores de la inflamacién y tanto IFN-y, IL-1 como TNF-a
inducen su sintesis. Existen evidencias de que los GC inhiben la actividad
PLA2, asl como la sintesis de novo de ciclooxigenasa (Raz, et al, 1988;
Masferrer, et al, 1990), evitando de este modo la metabolizacién del 4cido

araquiddnico y por consiguiente, la sintesis de prostaglandinas.

Se sabe ademas que los GC pueden inhibir la actividad quimiotactica de la

IL-8 e IL-1 (Riveiro, et al, 1991, Perretti & Flower, 1993).
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Otro de los mediadores de la inflamacién inducido por citoquinas es el NO,

cuya induccion es inhibida por GC (Pfeilschifter & Schwarzenbach, 1990;
Radomski, et al, 1990).

Es sabido que uno de los efectos de IL-1 y TNF-a a nivel central es la
anorexia. De acuerdo con ciertos trabajos, el pretratamiento con DEX inhibe
la accion de IL-1 (Plata-Salaman, 1991) y segun otros, la anorexia inducida

por IL-1 es menos pronunciada en ratas adrenalectomizadas (Pedersen, et

al, 1988).

2-B-4- APOPTOSIS, TRAFICO Y RESPUESTA LINFOCITARIA

Los efectos antiinflamatorios de los GC, son debidos, en parte a una
inhibicién de la induccidn de sustancias vasoactivas mediante el bloqueo del
metabolismo del &cido araquiddnico, el cual actia como segundo mensajero
produciendo vasodilatacién, sin embargo, este no es el Unico mecanismo,
pues los GC también pueden afectar la respuesta linfocitaria, regulando la
proliferacién asl como la distribucién del trafico de las células inmunes.

Se ha observado que los GC inhiben la proliferacion de las células T en
respuesta a mitégenos tanto in vitro como in vivo, mientras que la respuesta
de las células B no es afectada (Gillis, et al, 1979; Cupps & Fauci, 1982).
Sobre los macrétagos, los GC tienen un efecto inhibitorio de su

diferenciaciéon (Cupps & Fauci, 1982; Baybutt & Holsboer, 1990).

La linfopenia que se observa en humanos y roedores luego de la
administracién de GC, no es debido a una linfolisis, sino a una redistribucién
de células T en circulacién que migran a tejidos. En el ratén, la mayor parte
de estas células se encuentran en meédula ésea (Cohen, 1992). Los
mecanismos por los cuales los GC modulan el transito linfocitario no se

conocen en detalle, pero se ha demostrado que producen cambios en la
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expresion de protelnas de membrana asociados a los cambios de patrones
de circulacién (Woodruff & Gesner, 1981). La base de estos efectos es el
cambio en las propiedades de adhesién y quimiotaxis de distintas
poblaciones de células inmunes, inhibiendo, por ejemplo, la expresion de las
moléculas de adhesion ELAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales
estimuladas con endotoxinas (Cronstein, et al, 1992), lo cual inhibe el transito

de linfocitos hacia los tejidos inflamados.

Ademas de su accion inmunosupresora, los GC participarfan en el proceso
de seleccion clonal de células T timicas no reactivas durante su maduracion
induciendo apoptosis en células T inmaduras (presentes en la corteza del
timo) y las células B foliculares asl como en lineas celulares leucémicas
(Zubiaga, et al, 1992; Duke, et al, 1983; Cohen, 1992), pero no en células T
maduras ni células B activadas (Cohen & Duke, 1984).

Una observacién importante respecto de este punto, es que no se han
observado diferencias en el niumero de receptores para GC entre timocitos y
células T maduras, lo que sugiere que otros factores estarfan modulando la
sensibilidad a la induccién de apoptosis, probablemente, tal como se discutié
previamente, los niveles de expresion de los genes de la familia bcl-2. De
acuerdo con esto, ha sido demostrado, que la apoptosis inducida por GC en
células T hibridas es inhibida por IL-2 (Fernandez-Ruiz, et al, 1989).
Recientemente, se ha observado que los GC, ademas pueden inducir
apoptosis en ceélulas natural killer (NK), cuyo rol protector en neoplasias e
infecciones ha sido ampliamente demostrado, asl como su potencial
inmunomodulador via la produccién de IFN-y en respuesta a IL-2. En este
caso, como en el anterior, IL-2, ademas de IL-7 tienen un rol protector en la
apoptosis inducida por GC, aparentemente via un aumento de la expresion

de bcl-2 (Armant, et al, 1995). Resultados similares fueron obtenidos en

35



células B de leucemia linfocitica crénica, donde IL-4 protege de la apoptosis
inducida por GC (Dancescu, et al, 1992).

De acuerdo con trabajos recientes, se ha sugerido, que la accién apopt6tica
de los GC estarfa vinculada mas bien a una accién supresora de la
expresion génica, impidiendo la sintesis de protelnas vitales para la

supervivencia celular, mas que a una induccién de genes lliticos (Helmberg,

et al, 1995).

3-BASES MOLECULARES DE LA MODULACION DE LA
EXPRESION GENICA POR GLUCOCORTICOIDES

3-A- RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES

Los GC ejercen sus efectos a través de la interaccién con un receptor
citoplasmatico. El receptor de glucocorticoides (GR) ha sido el primer factor
de transcripcién aislado y estudiado en detalle.

El primer paso en la cascada de eventos que gula a la regulacién de la
expresion génica por GC es la unién de la hormona a su receptor presente
en el citoplasma de la célula blanco (Hollenberg, et al, 1987; Miesfeld, et al,
1987). El dominio de unién del GR involucrado en este proceso es la zona C-
terminal. La ausencia de este dominio da origen a una molécula de GR que
es funcional aun en ausencia de la hormona y las deleciones en el dominio
de unién generan receptores con una capacidad de transactivacion
constitutiva (Muller & Renkawitz, 1991). Se han construldo protelnas
quiméricas que contienen el dominio de union al DNA del factor de
transcripcién de levaduras GAL4 acoplado al dominio C-terminal del GR, y
se observé que cuando esta construccién es expresada en células
eucariotas, confiere inducibilidad por GC a genes reporter bajo el control de

las secuencias de DNA especiticas para GAL4 (Webster, et al, 1988). En
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ausencia de hormona, no se producfa la transactivacibn de estas
construcciones. De acuerdo con estas observaciones, podria pensarse que
el dominio de unién del GR, en ausencia de hormona, actuarla como un
represor de la transactivacién y que esta represion serfa una propiedad
intrinseca de este dominio que podria actuar sobre otras protefnas no
relacionadas.

Estos receptores, en ausencia de ligando, se encuentran en un estado
inactivo, asociados con protefnas de heat-shock como hsp90 y otras (Joab, et
al, 1984; Tai, et al, 1986, Vamvakopoulos, 1993; Hutchison, et al, 1993). Por la
interaccién con el ligando, se produce la activacién de los mismos, por lo cual
se disocia de estas protelnas y los complejos hormona-receptor se translocan
al nucleo para interaccionar con el DNA (Fig. 1) modulando la expresion de
los genes respondedores a GC. La union de la hormona a su receptor, in vitro,
tiene lugar a 0 °C, pero su activacion requiere una temperatura de 37 °C, alta
sal y un pH acido. La activaciéon térmica requiere fa uniéon de la hormona
(Denis, et al, 1988), sin embargo, la pérdida de proteinas hsp90 por calor,
decrece 10 veces la afinidad del receptor por la hormona. Deleciones que
afectan al dominio de unidn para las hsp90, generan GR que no responden a
la hormona y que se encuentran constitutivamente en el nucieo (Muller &
Renkawitz, 1991).

A través de experimentos con ortofosfato radiactivo, se determiné que el GR
es fosforilado in vivo. La fosforilacién ocurre fundamentalmente en la regién
N-terminal y aumenta entre 2 y 3 veces por agregado de la hormona. Se
observé que los GR mutantes que han perdido el dominio de unién de la
hormona, se encuentran constitutivamente hiperfosforilados, y por otro lado,
la pérdida de la regiéon de fosforilacion genera receptores con poca
capacidad de transactivacion (Muller & Renkawitz, 1991).

Los complejos hormona-receptor fosforilados se translocan al nucleo (Fig.1).
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Figura 1. ACTIVACION Y TRANSLOCACION DE GR
Los GR se encuentan en el citoplasma en un estado inactivo, asociados con otras

protelnas.
Los GR se activan por interaccién con el ligando, se disocian de las otras proteinas y los

dimeros de GR-GC se translocan al nucleo para inducir la transcripcién de sus genes
blanco.

(QAOALM
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Se han identificado dos dominios de GR involucrados en este proceso: NL1 y
NL2 (Picard & Yamamoto, 1987). La fusién de NL1 a una proteina no
relacionada puede mediar su translocacion al nucleo, aun en ausencia de
hormona. Sin embargo, en el GR intacto, la funcién de NL1 es reprimida por
el dominio de unién a la hormona. NL2, en contraste, esta asociado al
dominio de unién y su funcién es hormona dependiente. De este modo, la
translocacion nuclear contribuye al control esteroideo de la funcién de GR.
La regulacién de la transcripcion génica por hormonas esteroideas es
mediada por secuencias especificas en el DNA en la vecindad de estos
genes. Las secuencias consenso especlficas (5-GGTACANNNTGTTCT-3’)
reconocidas por los receptores activados se denominan elementos
respondedores a glucocorticoides (GRE) y se encuentran flanqueando el
extremo 5' de los genes modulados por GC (Yamamoto, 1985; Beato, 1989).
Estas secuencias consenso, unen dimeros de GR.

El dominio de unién al DNA de los GR, presenta gran homologia con el
dominio de unién al DNA del factor de transcripcion TFIIIA de Xenopus, que
contiene “dedos de zinc”". Por otro lado, la presencia de zinc en los GR, ha

sido demostrada (Freedman, et al, 1988).

La sensibilidad a los GC estarfa modulada, en primera instancia, a través de
una regulacién en el nimero y expresiéon de sus receptores. Existen
evidencias de que tanto el LPS como las citoquinas inflamatorias pueden
incrementar el niumero de GR en macréfagos de raton (Salkowski & Vogel,
1992), linfocitos humanos y lineas celulares de hepatoma y monocitoma
(Rakasz, et al, 1993). Sin embargo, se ha observado, que ciertos tejidos con
un contenido similar de GR (Vamvakopoulos, 1993; Ballard, et al, 1974),
manifiestan una sensibilidad diferente a GC (Vamvakopoulos & Chrousos,
1994), sugiriendo, que otros factores celulares podrfan estar participando en

la modulacién de la sensibilidad a los mismos. El receptor de GC es de
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expresion constitutiva, pero aparentemente, uno de los factores de
sensibilidad a los GC en los distintos tejidos estarla dado por el contenido y
la interaccion con las protefnas hsp90 (Picard, et al, 1990; Vamvakopoulos,
1993; Vamvakopoulos, et al, 1993).

Por otro lado, se observé que otros mediadores inmunes, diferentes de
citoquinas, tales como inmunofilinas (Tai, et al, 1992; Ning & Sanchez, 1993),
la activacion antigénica del receptor T (Zacharchuck & Ashwell, 1992) y el
acoplamiento a otros factores de transcripcion, pueden modular la
transcripcion génica inducida por GC. Estas observaciones sugieren que
distintos mediadores inmunes a través de sus factores de transcripcion
podrfan estar afectando 6 modulando la interaccién de los GR activados a
los GRE. En este caso, podria pensarse que las citoquinas, ademas de
inducir la liberacién de GC, podrian modular su actividad biolégica no solo a
través de la regulacion de la expresion de GR, sino también a nivel de su
actividad transcripcional, modulando la expresién de los genes blanco de
GC, o sea todos los genes que contengan GRE, y por lo tanto la sensibilidad

a los mismos.

3-B-MODULACION DE LA TRANSACTIVACION Y
TRANSREPRESION GENICA

La presencia de GRE confiere inducibilidad por GC cuando estos elementos
son clonados cerca (aproximadamente a unas 100 pb) del TATA box. Existen
evidencias de que el GR purificado puede unirse con alta afinidad a
promotores virales como el LTR (long terminal repeaf) del virus de tumor
mamario de raton (MMTV), dado que contiene varios GRE (Cordingley, et al,
1987).'

Un modelo ampliamente utilizado para el estudio de la actividad

transcripcional en respuesta a GC, es la transfeccion de distintos tipos
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celulares con construcciones plasmidicas que contienen el promotor de
MMTYV, acoplado a un gen reporter cuyo producto resulta facil de medir, como
por ejemplo el gen bacteriano que codifica para la enzima cloranfenicol
trans-acetilasa (CAT), que cataliza la acetilacién de cloranfenicol. Por el uso
de este modelo experimental, se determiné, por ejemplo, que la delecién
gradual de los GRE resulta en una pérdida progresiva de la inducibilidad por
GC (Kihnel, et al, 1986).

Estudios detallados de MMTV y de otros genes blanco de GC han revelado
la importancia de los sitios de unién para otros factores de transcripcion
como CACCC-box factor, NF1, CAAT-box factor, Sp1, Oct1, aunque, el mayor
efecto cooperativo, en la induccién de la transcripcion génica fue visto entre
dos GREs (Muller & Renkawitz, 1991).

Ciertos genes, como los que codifican para citoquinas, son modulados
negativamente por GC (Arend & Massoni, 1986; Knudsen, et al, 1987;
Beutler, et al, 1986; Waage, et al, 1990; Tobler, et al, 1992; Arya, et al, 1984,
Fantuzzi & Ghezzi, 1993, Villiger, et al, 1990).

Uno de los sistemas mejor estudiados es el de la represién génica por GC de
la subunidad-a de la glicoprotelna humana. En este caso, la inhibicién por
GC depende de la presencia de elementos respondedores a CAMP (CRE)
adyacentes 6 superpuestos a GRE. En este gen como en el que codifica para
la PRL bovina 6 la a1-fetoproteina de rata, la inhibicién de la transcripcion
por GC podrfa explicarse por una competicién entre factores de transcripcién
y los GR en la unién al DNA. En este modelo, sin embargo, no esta
totalmente esclarecido por qué no se manifiesta la modulacién positiva por la
presencia de GRE.

Existe otro modelo de modulacién negativa por GC que no involucra la
interaccion de GR con el DNA.

El tratamiento de fibroblastos de ratén con ésteres del forbol, luz ultravioleta

(UV), 6 factores de crecimiento induce dramaticos cambios en el pattern de
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expresién génica. Un ejemplo, es la induccién del gen de la colagenasa que
es mediada por la union del factor de transcripcion AP-1, la cual puede ser
contrarrestada por el agregado de GC. GRs que no contienen el dominio de
unién al DNA, resultan igualmente funcionales en la inhibicién de la
expresién génica. Estas evidencias, indican que existe una interaccion
directa entre GR y AP-1 (Truss & Beato, 1993; Paliogianni, et al, 1993;
Lucibello, et al, 1990). La existencia de estos complejos, en presencia de la
hormona, ha sido demostrada por coinmunoprecipitacion. La asociacion
entre ambos factores conduce a una represiéon de la actividad transcripcional

de ambos.
El factor de transcripcion NFxB es un importante activador de numerosos

genes del sistema inmune. Originalmente, fue identificado por su rol en la
regulacién de la transcripcion del gen de la cadena kappa de
inmunoglobulinas (Lenardo & Baltimore, 1989). Es un heterodimero de
subunidades de 50 kD (p50; NFkB1) y 65 kD (p65; RelA). Estas subunidades,
junto con p52 (NFxB2) y RelB, recientemente clonadas, presentan gran
homologia con los productos del oncogen c-rel (Bours, et al, 1990; Ghosh, et
al, 1990). A través de experimentos in vivo e in vitro, se ha demostrado que
las protefnas NFxB/Rel, pueden dimerizar para dar origen a distintos factores
NF«kB-like (Scheinman, et al, 1995 a). Este factor, se encuentra en el
citoplasma, asociado a un factor inhibidor IkB. Una gran variedad de
estimulos, como mitégenos, LPS, infeccién viral, inducen la disociacion,
fosforilacion y degradacién de IxB, permitiendo la translocacién de NFxB al
nlcleo (Baeuerle & Baltimore, 1991; Baldwin, et al, 1991; Beg, et al, 1993;
Brown, et al, 1993), para su interaccién con secuencias especificas del DNA
(xB), induciendo la expresién génica de sus genes blanco, como por ejemplo
los que codifican para citoquinas.

Asi como existe una interaccion fisica entre GR y AP-1, se ha demostrado

que NFxB también puede interaccionar fisicamente con otras familias de
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factores de transcripcién, como AP-1, SP1, y C/EBPB (Perkins, et al, 1993;
Stein, et al, 1993 a; Stein, et al, 1993 b). La interaccién entre NFxB y AP-1
resulta en una activacion sinérgica de los elementos respondedores a AP-1
(TRE), como de xB, mientras que la interaccién con C/EBPf, resulta en un
aumento de la actividad C/EBPg y una represiéon de la funciéon xB. En el caso
de la represion de la expresidn génica de citoquinas por GC, el acoplamiento
entre NFxB y GR, ha demostrado tener un rol muy importante (Scheinman, et
al, 1995 a; Ray & Prefontaine, 1994, Caldenhoven, et al, 1995), aunque no es
el unico mecanismo, pues, los GC ademads, reducen los niveles de RelA en
el nucleo (Scheinman, et al, 1995 a). Asimismo, la accidén represora de los
GC sobre la expresién de las moléculas de adhesién como ICAM-1 puede
explicarse a través de un acoplamiento entre GR y RelA (Caldenhoven, et al,
1995). Al igual que lo que ocurre con los complejos GR/AP-1, ia asociacion
entre GR y RelA conduce a una represién de la actividad transcripcional

mediada por cada uno de los factores en sus genes blanco.
4-RESUMEN

En respuesta a una infeccion ¢ inflamacién, el sistema inmune responde con
la produccién de citoquinas, cuya funcién inmunomoduladora resulta crucial
para una adecuada respuesta inmune. Entre las citoquinas producidas, se
encuentran las llamadas citoquinas inflamatorias, como IL-1, IL-6 y TNF-a,
cuya sobreproduccidn, tiene efectos tan nocivos como el patégeno
responsable de su induccién. La alteracion de la homeostasis a nivel
periférico, tiene repercusion a nivel del SNC, el cual, libera sus mediadores:

hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos, los que también participan en
la modulacién de la respuesta inmune. En este sentido, el organismo se
protege de la sobreproduccion de citoquinas a través de la activacion por las

mismas, del eje HPA Yy la liberacién de GC, los que, por su parte, protegen al
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organismo de una respuesta inmune exacerbada a través de diversos

mecanismos que se resumen en la figura 2.

ANTIGENO

(_(iL_ citoquinas

inflamatorias

DIFERENCIACION Y
PRODUCCION DE
ANTICUERPOS

ACCION BIOLOGICA

TRAFICO DE CITOQUINAS

CELULAR

Figura 2. INTERACCIONES REGULATORIAS ENTRE LAS CITOQUINAS Y EL EJE HPA.

En respuesta a una infeccién, el sistema inmune produce citoquinas para la activacion,
proliferacion y diferenciacion de las células inmunes. Las citoquinas activan el eje HPA, que
conduce a la liberacién de GC, los que por retroalimentacién negativa, inhiben su propia sintesis y

acttan sobre el sistema inmune inhibiendo la sintesis de citoquinas y su accién biolégica.
Via la modulacién de la expresién de moléculas de adhesién, ademaés, los GC modulan el tréafico
celular. En el timo, participan en la seleccién de los clones de células T por induccién de

apoptosis en las células inmaduras. pz4 Accién negativa de los GC
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li-OBJETIVOS
1-OBJETIVO PRINCIPAL

De acuerdo con este modelo fisioldgico de interaccién entre citoquinas y GC,
en el cual las citoquinas inducen la slntesis de GC, los cuales inhiben a su
vez tanto la sintesis de citoquinas como su actividad biolégica, surge el
siguiente interrogante: ¢ Podrian las citoquinas, ademdas de inducir la sintesis
de GC modular la sensibilidad a los mismos? Se planteé entonces como
objetivo principal de este trabajo establecer la posible existencia de una
interaccién regulatoria a nivel de las células blanco de GC y de citoquinas.
La hip6tesis de trabajo plantea que si los GC tienen la capacidad de modular
la sensibilidad a la accion biolégica de una citoquina como el TNF-a, la
citoquina tendria a su vez la capacidad de regular (aumentar) la sensibilidad
a los GC. Para el desarrollo de este objetivo, se plantearon entonces los

siguientes objetivos parciales:

2-OBJETIVOS PARCIALES

1-Establecer un modelo de interaccién célula blanco-TNF-a, que permita
determinar la accién regulatoria de los GC. En particular; confirmar, sobre las

células L-929:
a-Si la citotoxicidad ejercida por TNF-a sobre las células L-929 es via

apoptosis.
b-El efecto de los GC en la citotoxicidad/apoptosis de TNF-a sobre las

células blanco L-929.
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2-Determinar la existencia de probables mecanismos de regulacidon de la

actividad transcripcional de GC en las células L-929 por TNF-a.

Determinando:
a-Efecto de TNF-a sobre la actividad transcripcional de GR via GRE en las

células L-929 transfectadas con una construccién plasmlidica llevando GRE.
b-Requerimiento de la integridad de los GRE para el efecto de TNF-a sobre
la actividad transcripcional de GR.

c-Efecto de TNF-a sobre la expresion de GR en las mismas células.

d-Efecto de TNF-a sobre el promotor del gen codificante para GR.

3-Determinar si el efecto de TNF-a sobre la actividad transcripcional via GRE
depende de la presencia de GR y/o el aumento en el nimero de GR,

estudiando:

a-Efecto de TNF-a sobre la actividad transcripcional via GRE en células que
no expresan GR, como CV-1y SK-N-MC.

b-Efecto de esta citoquina sobre la actividad transcripcional via GRE en

células CV-1 cotransfectadas con un vector de expresion constitutiva para

GR.

4-Estudiar el mecanismo de aumento de la actividad transcripcional de GR
por TNF-a, determinando:
a-Efecto de TNF-a sobre la unién de GR a GRE.

b-Induccién de otros factores que puedan interaccionar con GRE.

5-Determinar si la accién de TNF-a y de otra citoquina inflamatoria como IL-
1B sobre la actividad transcripcional de GR via GRE puede considerarse un

fenémeno pleiotrépico, estudiando este sistema en diferentes tipos celulares

y en respuesta a otra citoquina inflamatoria como IL-1f en:

a-Células tumorales epiteliales humanas como la llnea celular Hel a.
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b-Células de glioblastoma humano como las U-373.

c-Células hipofisiarias de ratén AtT-20.

6-Determinar si las acciones de TNF-a sobre la actividad transcripcional de
GR presentan un correlato con un aumento en la sensibilidad a la accién

regulatoria de los GC sobre los efectos de TNF-a.

47



T T T T T T T T T T T VT e T eTeeTvTUUYUvUUUUYSOOORO000000000 @

I-MATERIALES Y METODOS

Todos las drogas utilizadas en este trabajo fueron adquiridas en las firmas
Sigma 6 Boehringer, Alemania, a menos que se aclare entre paréntesis en el

texto.
1-CELULAS Y MEDIOS
1-A-LINEAS CELULARES

Las lineas celulares utilizadas: L-929 (fibroblastos de ratén), HelLa (células
epiteliales de carcinoma humano), U-373 (glioblastoma humano), AtT-20
(células de pituitaria de ratén), CV-1 (células de rifién de mono) y SK-N-MC
(neurobastoma humano) se mantuvieron en crecimiento en presencia de
medio esencial minimo modificado de cultivo (D-Mem), al 10 % de suero fetal
bovino (FBS) (Gibco BRL, USA), 2 mM de L-glutamina y antibiéticos, con dos

repiques semanales en una proporcion 1/10 6 1/8 segun el tipo celular.

Para el plaqueo y crecimiento de las células antes de realizarse los
experimentos de transfeccion se utilizé el mismo medio de cultivo que se usé
para el mantenimiento de las lineas celulares.

Para la realizacién de los experimentos, las células fueron cultivadas en
medio libre de esteroides (stripped serum) para descartar las posibles
acciones de los esteroides presentes en el suero constituyente del medio de
cultivo.

El suero libre de esteroides se obtuvo por tratamiento del mismo con
charcoal activado en una proporcién 1 mg/ml, incubandose durante una hora
con agitacién a 37 °C. Posteriormente se centrifugé a 3000 rpm para clarificar

la suspensién. El sobrenadante se esterilizd por filtracion a través de 0,2 p y
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se utilizé para la preparacién de medio de cultivo D-Mem 10 % de FBS, 2 mM

de L-glutamina y antibiéticos.

1-B-OBTENCION DE LAS CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS
PERIFERICAS

Las células mononucleares humanas periféricas (CMHP) fueron obtenidas a
partir de sangre venosa periférica de individuos normales con anticoagulante
CFD (citrato 1,99 g; sodio 0,62 g; fostato monosédico monohidratado 0,22 g;
dextrosa monohidratada 2,55 g). Las células mononucleares se aislaron
por el método de centrifugacion en gradiente de densidad (B6yum, 1968).
Entre 30-50 ml de sangre se centrifugaron a 200 xg por 20 minutos. La
banda leucocitaria se diluyé en solucién salina isoténica y se sembré sobre
la mezcla de Ficoll-Hipaque. En este gradiente discontinuo se centrifugaron
las células a 400 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las
células mononucleares se lavaron tres veces con solucion salina y se
resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)
conteniendo antibidticos, L-glutamina2 mM y 5 % de FBS inactivado (30
minutos, 56 °C).

Las células con una densidad de 4 x 10° cel/ml se sembraron en placa
de 6 cavidades a razon de 2 ml por cavidad. Se incubaron 3 hs a 37 °C, 5%
CO2 en presencia del mitégeno fitohemagiutinina (PHA) en una

concentracion 10 pg/ml.

49



2-PREPARACION DE PLASMIDOS

2-A-PLASMIDOS UTILIZADOS PARA LAS TRANSFECCIONES

Para estudiar el efecto de las citoquinas sobre los GRE se utilizaron los
plasmidos MTV-CAT, MTV-LUC (gentilmente cedidos por el Dr. R. Evans,
Howard Hughes Medical Institute, La Jolla, California) y AMTV-CAT, cuyas
construcciones fueron previamente descriptas (Hollemberg & Evans, 1988),
(Fig. 3). MTV-CAT, contiene el promotor viral del virus de tumor mamario de
ratén que lieva 4 GRE en tandem, acoplado a un gen reporter bacteriano: el
de la enzima cloranfenicol transacetilasa (CAT). El plasmido AMTV-CAT
contiene una secuencia modificada a través de la delecién de las bases
comprendidas entre -190 hasta -88, resuitando en la pérdida de tres de los
cuatro GRE (Kuhnel, et al, 1986) y siendo por lo tanto no respondedor a GC.
Las células CV-1 y SK-N-MC (que no contienen GR) fueron transtectadas
con el plasmido pRShGRa, que es un vector de expresion para GR bajo el
control del promotor RSV (Hollemberg, et al, 1985).

Para estudiar el efecto de las citoquinas sobre el promotor del gen que
codifica para GR, las células L-929 fueron transfectadas con el plasmido
HGRP-CAT, llevando el promotor de GR humano acoplado al gen reporter
CAT (gentiimente cedido por el Dr. R. Rupprecht, Max Planck Institute,
Munich) (Zong, et al, 1990).

Como control de la eficiencia de transfeccion, se utilizé el plasmido pCH110,
que contiene al gen de la B-galactosidasa bajo el control del promotor SV40
(Pharmacia, Alemania).

Las sondas del receptor de TNF p55 humana (Lewis, et al, 1991) y actina

humana (Arzt, et al, 1994) fueron sintetizadas partiendo de plasmidos
obtenidos de otros investigadores. Estos plasmidos fueron clonados en

bacterias, amplificados y aislados.
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2-B-CONSTRUCCION DEL PLASMIDO AMTV-CAT

El plasmido AMTV-CAT fue construldo en nuestro laboratorio por subclonado
del fragmento Bam HI-Xho | conteniendo el fragmento AMTV en el vector
PBL-CAT 3 (Pharmacia) (Fig 3). El plasmido conteniendo AMTV y el vector
PBL-CAT fueron cortados con las enzimas de restriccién y se realizé la
purificacién de los fragmentos. Una vez preparado el vector, se traté con
fosfatasa alcalina (Stratagene, Alemania), en una proporcién de 1U/100
pmoles de DNA, durante 30 minutos a 37 °C, para evitar la formacién de
plasmidos sin inserto en la reaccién de ligacion. La reaccién se fren6é por
incubacion a 75 °C durante 10 minutos y una posterior extraccion de la
enzima con un volumen de fenol-cloroformo 10:1. La fase acuosa se precipité
por ei agregado de un volumen de isopropanol, incubacién a -20 °C durante
30 minutos y centrifugacién a 10000 rpm 15 minutos. El pellet de DNA se
lavé con 800 pl de etanol 80 % y centrifugacion a 10000 rpm por 10 minutos,
y finalmente se resuspendié en un volumen apropiado de agua.

Para la reaccién de ligacion, se preparé la siguiente mezcla de incubacion:

buffer de ligasa 10 x (BRL) 2l

ATP 5 mM (BRL) 2l
ligasa 0,1 U/l (BRL) 1l
vector 30 ng/ul (BRL) 2ul
inserto 30 ng/ul (BRL) 2l
H20 11

Se efectuaron controles sin ligasa y controles sin inserto.

Cada tubo, se incubd a 14 °C durante 20 hs y posteriormente, se efectué la
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Figura 3. Los plasmidos MTV-CAT y AMTV-CAT contienen el promotor del virus
de tumor mamario de ratén asociado al gen reporter bacteriano CAT.

La secuencia MTV contiene 4 GRE en tandem, mientras que AMTV contiene
una delecién que abarca 3 de estos elementos.

AMTV-CAT, fue preparado por subclonado de AMTV en los sitios Bam HI-Xho |
del vector pBLCAT.
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transformacién bacteriana. Las bacterias transformadas se plaquearon en
medio Luria Bertani (LB) con ampicilina. Se identificaron los clones positivos

por mapeo con enzimas de restriccién.

2-C-TRANSFORMACION DE BACTERIAS

Se prepararon bacterias competentes de la cepa de Escherichia coliJM105
partiendo de un cultivo de 5 ml de medio LB saturado, crecido durante la
noche (ON) a 37 °C con agitacién fuerte. Con este cultivo saturado se
inocularon 200 mi de LB y se crecieron hasta llegar a ia fase exponencial de
crecimiento. Una vez alcanzada una densidad éptica de 0,5 medida a 600
nm para estimar el crecimiento del cultivo bacteriano, éste se incub6 por 10
minutos en hielo. Luego se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutos. Ei peliet
bacteriano se resuspendié en 100 mi de cloruro de calcio 100 mM
preenfriado en hielo. Esta suspensién de bacterias fué nuevamente
centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C. El pellet fué resuspendido en
5 mi de cloruro de calcio 100 mM y se incub6 en hielo por 30 minutos. La
preparacion de bacterias competentes fue alicuotada colocando 200 ul en
tubos eppendortf estériles agregando glicerol hasta alcanzar el 15 %. En este
estadlo de preparacién las bacterias competentes fueron guardadas a -80
°C.

Se transformaron bacterias Escherichia coli JM 105 competentes con los
plasmidos conteniendo el cDNA especlfico y resistencia a ampicilina. A 200
ul de la suspensién de bacterias competentes se les agregé entre 50 y 100
ng de DNA plasmidico, se incubé 30 minutos en hielo para permitir la unién
del DNA plasmldico a las bacterias. Luego se realizd un shock de calor por 5
minutos a 42 °C para permitir la entrada de los plasmidos en las bacterias.
Posteriormente se agregaron 800 ul de medio LB sin antibidtico y se incubd

por 1 hora a 37 °C para permitir la expresién de la resistencia a antibiéticos.
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Luego se sembré un volumen apropiado en placas con agar-LB y ampicilina
(100 pg/ml ). Las placas se cultivaron a 37 °C ON.

Se verificd el crecimiento de colonias aisladas que expresan resistencia a
ampicilina y, por lo tanto, incorporaron el plasmido. Se repicé una colonia y
se creci6 ON a 37 °C en 5 ml de LB con ampicilina para chequear la
transformacion con el plasmido correcto. Una alicuota de esta preparacion se

congeld a -80 °C con 15 % de glicerol.

Medio completo LB:

10 g Triptona
5 g extracto de levadura
5 g Cloruro de sodio

Se lleva a 900 ml con agua bidestilada y a pH 7 con NaOH

Se completa a 1 litro con agua bidestilada y autoclavar

Placas de agar en medio completo LB:

10 g Triptona

5 g extracto de levadura
5 g Cloruro de sodio

15 g agar

Se lleva a 900 mi con agua bidestilada y a pH 7 con NaOH

Se completa a 1 litro con agua bidestilada y autoclavar. Se deja enfriar hasta
alcanzar una temperatura entre 50 y 60 °C y se agrega entonces el
antibiético correspondiente:

ampicilina: se agrega 1 ml partiendo de una solucién madre de 50 mg/mi;

obteniendo asl, una concentracién final de 50 pg/mi.
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2-D-AISLAMIENTO DE PLASMIDOS

El aislamiento de plasmidos se realiz6 mediante la lisis en medio alcalino de
las bacterias y la precipitacién con acetato de sodio y etanol de los
plasmidos. El cultivo de 5 ml se centrifugé a 5000 rpm durante 10 minutos. El
pellet se resuspendié en solucion de lisis conteniendo sacarosa 20 %, 25
mM de Tris-HCl y 10 mg/ ml de lisozima. Se incubd 10 minutos en hielo. Se
agregaron dos volumenes de solucién conteniendo SDS 10 % 1 mi, NaOH 2
M 1 mly 8 mlde agua. Luego se agregé 1 de volumen de acetato de sodio 3
M pH 4,8, se incubd 15 minutos en hielo y se centrifugd 10 minutos a 15000
rpm. En este paso se eliminan los restos celulares y el DNA cromosdmico. El
sobrenadante conteniendo el DNA plasmidico se precipité con dos
voliumenes de etanol, 30 minutos a -20 °C. Se centrifugd 15 minutos a 4 °C.
Se efectuaron dos lavados con etanol 80 %. Se evaporé el resto de

sobrenadante en speedvac. El pellet resultante se resuspendié en agua.

El plasmido aislado se cuantific6 por espectrofotometria. Se midi6é la
absorbancia de una dilucién 1/500 a 260 nm. Una unidad de densidad 6ptica

corresponde a una concentracion de 50 pg/ml de DNA. Luego la preparacion

de plasmido fue dilulda hasta una concentracién de 1 pug/pl.

2-E-ANALISIS DEL PATRON DE RESTRICCION DE LOS PLASMIDOS

Una allcuota de esta preparacién de 1 pg/ul de DNA plasmidico fué cortada
con las enzimas de restriccidn apropiadas para liberar el inserto y con
ribonucleasa A (RNAsa) para eliminar el RNA contaminante. La
concentracién enzimatica utilizada fue de 1 - 10 U/ug de DNA . La reaccion

fue llevada a cabo usando los buffers comerciales apropiados para cada
enzima durante 1 hora a 37 °C. La reaccion fué detenida agregando 2 ul de
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EDTA 500 mM. El producto de la reaccién de restricion fué analizado
mediante electroforesis en minigel de agarosa al 0,7- 1 % en bufter TBE (100
mM de borato, 10 mM de EDTA, 25 mM de Tris/HCI, pH 8,0) con bromuro de
etidio. En el gel se visualizaron con luz UV los fragmentos de cDNA que
migraron de acuerdo a la longitud correspondiente a cada cDNA

comparando con la migracién de marcadores de peso molecuiar.

Una vez chequeados los plasmidos de estas colonias, se repicoé una colonia
del segundo repique para crecer en 500 ml de LB llquido conteniendo
ampicilina y realizar una preparacion en gran escala de DNA plasmldico.
Este cultivo fue crecido ON a 37 °C con agitacidon hasta llegar a saturacion.
Luego se incubé en hielo por 10 minutos y se centrifugé a 3000 rpm por 10
minutos a 4 °C. Luego las bacterias transformadas se procesaron de acuerdo
a las instrucciones para la preparacion de plasmidos con el kit de Quiagen
(Alemania). Esta preparacion consiste brevemente en la lisis alcalina y
enzimatica de las bacterias y la posterior purificacién de! plasmido a partir del
lisado mediante una columna cromatografica que une especificamente DNA
plasmidico. Como resultado de este procedimiento se obtuvieron grandes

cantidades de plasmido con un alto grado de pureza.

3-TRANSFECCIONES

Para determinar el efecto de las citoquinas sobre la actividad transcripcional
de los promotores conteniendo GRE y sobre el promotor de GR, distintas
Ilneas celulares fueron transfectadas con construcciones plasmidicas

llevando promotores con GRE acoplados a un gen reporter.
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3-A-AJUSTE DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

Existen evidencias de que la maxima eficiencia de transfeccion se obtiene
cuando las células se encuentran en crecimiento exponencial (70-80 % de
confluencia). Por lo tanto, para realizar las transfecciones de las distintas
Ilneas celulares, debieron ajustarse las condiciones 6ptimas de cultivo en
cuanto a densidad celular, asl como tiempo de incubacion para alcanzar el
estado de semiconfluencia 6ptimo.

Las células en crecimiento exponencial fueron tratadas con tripsina (0,25 %
en medio F12). Las células en suspensién se lavaron dos veces con medio
de cultivo y el pellet celular se resuspendi6é en volumen apropiado del medio
de cultivo utilizado para el mantenimiento en crecimiento.

Se determiné la concentracion celular por conteo en camara de Newbawer.
Se llevé a concentracién adecuada (0,4-3 x 105 cel. /ml) con medio de
mantenimiento. Se sembraron placas de cultivo de 10 cm de diametro con 10
ml de cada preparacion celular y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO> por
distintos tiempos, al cabo de los cuales, las células fueron despegadas por
tratamiento con tripsina, y por conteo se determiné el numero de células por
placa. Se determiné el nimero de células totales por placa en aquellas que
observadas al microscopio mostraban una clara confluencia. Se determiné el
porcentaje de confluencia para cada tiempo de incubacion y para cada
densidad celular en todas las placas que observadas al microscopio se
encontraban semiconfluentes. El nimero de células por placa, asf como el
tiempo 6ptimo de incubacion de las placas para alcanzar un 70-80 % de
confluencia, fue ajustado en: 18 hs, para una densidad de 0,4-1,5 x 10° cel.

/ml (seguln el tipo celular).

Las llneas celulares L-929, Hela, U-373, y AtT-20, fueron transfectadas por
el método de fosfato de calcio (Wigler, et al, 1979) y las lineas SK-N-MC y
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CV-1 fueron transfectadas por electroporacion (Trapp, et al, 1994; Rupprecht,
et al, 1993). Con el objeto de corregir las variaciones en la eficiencia de
transfeccién lo diferentes tipos celulares, se realiz6 la cotransfeccion con 5
ug de pCH110 (Pharmacia, Alemania) que contiene el gen lac Z, codificante
para la f-galactosidasa, bajo el control transcripcional del promotor temprano

de SV40 y se determiné la actividad p-galactosidasa (Herbomel, et al, 1984).

3-B-METODO DE FOSFATO DE CALCIO

Las distintas Ilneas celulares fueron sembradas en placas de 10 cm de
diametro e incubadas durante 18 hs en presencia de medio de cuitivo libre
de esteroides.

Se aspird el medio de cultivo. Se agreg6 a cada placa 1 mi de la mezcla de
transfeccidon conteniendo 500 ul de HEPES 2 X, 5 ul de DNA (4 pg/ ul MTV-
CAT), 5 wl de pCH110 (1 pg/ pnl), 430 ul de agua y 60 ul de CaCl, (que se
agregd agitando continuamente en vortex). Cada placa se incubd 30
minutos a 37 °C. Se agregd 9 ml de medio de cultivo con FBS libre de
esteroides. Luego de 6 hs de incubacion en estufa, se aspiré el medio y se
agregd 1 mi de glicerol al 15 % en buffer HEPES (shock para permeabilizar
las membranas celulares para la entrada del DNA). Se incubd durante 3
minutos a 37 °C. Se enjuagd 2 veces con medio y finalmente se agregé 10 mi
de medio por placa y DEX 10 nM 6 hu TNF-a recombinante (rhuTNF-a) (R &
D Systems, Alemania) 0,02 ng/ml (dosis no citotéxica para las células L-929)
6 hu IL-18 1000 Ul/ml 6 di-butiril-cAMP (DB-cAMP). Las placas fueron

incubadas durante 24 hs. Se realizaron controles sin estimulo y controles sin

DNA.
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3-B-1-PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CELULARES

Luego de 24 hs de incubacién en presencia de las citoquinas y/o DEX se
prepararon los extractos celulares despegando las células con TNE (40 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl) raspando con un rubber policeman.
Cada suspension celular se transvasé a un tubo eppendort y se centrifug6 2
minutos a 6000 rpm. El pellet celular se resuspendié en 100 ul de Tris-HCI
250 mM, EDTA 5 mM pH 8. Las células se rompieron por congelamiento en
hielo seco /etanol y descongelamiento a 37 °C (3 veces). Se centrifugd 15
minutos a 10000 rpm. El sobrenadante se incubé 10 minutos a 60 °C (para

eliminar acetilasas endégenas).

3-B-2-ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CAT

De acuerdo con otros trabajos (Gorman, et al, 1982), se sigui6 el siguiente
protocolo:

50 ul del extracto se incubaron con 4 ul acetil-CoA 20 mM, 10 ul de
cloranfenicol 14C (0,025 uCi/ ul), buffer Tris-HCI, EDTA pH 8 durante 2 hs
agregando acetil-CoA cada 30 minutos. Se realiz6 un control con CAT
purificada. Se realizaron 2 extracciones con acetato de etilo. La fase organica
conteniendo el cloranfenicol acetilado y no acetilado se sec6 en speedvac y
se resuspendié en 20 ul de acetato de etilo. Las muestras se sembraron en
TLC (silicagel 60, Merck) y la cromatograffa se desarroll6 en cuba saturada
con cloroformo-metanol 95:5. Posteriormente se dej6é secar la placa y se
expuso a pellcula autorradiografica durante 24 hs.

Las placas autorradiograficas resultantes de las transfecciones fueron
analizadas densitométricamente para cuantificar la acumulacion de
cloranfenicol acetilado. El andlisis se realiz6 en un densitOmetro LKB

ultroscan (LKB Instruments Inc., Suecia).
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3-C-ELECTROPORACION

Las células CV-1 y SK-N-MC fueron crecidas en medio D-Mem, 10 % de FBS
libre de esteroides y al alcanzar un 75 % de confluencia, fueron transfectadas
con 5 ug del plasmido MTV-LUC, 5 pg de pCH110 y en ciertos casos fueron
cotransfectadas con 5 pg del vector de expresién de GR, pRShGRa,
utilizando un sistema de electroporacion (Biotechnologies and Experimental
Research inc. San Diego, USA). Una vez realizada la electroporacién, las
células fueron cultivadas en presencia de medio con FBS libre de esteroides,
GC (DEX 6 cortisol) y rhuTNF-a durante 24 hs, al cabo de las cuales, fueron
cosechadas, y los extractos fueron ensayados para la actividad luciferasa

(Arriza, et al, 1988), utilizando un kit de Promega (USA).

4-ACTIVIDAD BIOLOGICA DE TNF-a

4-A-ENSAYO DE LA CITOTOXICIDAD DE TNF-a

Para determinar el efecto de los GC sobre la actividad citotoéxica de TNF-a,
se utilizé un bioensayo sobre las células L-929 ampliamente utilizadas como
blanco de citotoxicidad de esta citoquina (Aggarwal & Kohr, 1985; Costas, et
al, 1993) y rhuTNF-a.

Células L-929 en crecimiento exponencial fueron tratadas con tripsina. Las
celulas en suspensién se transvasaron a un tubo Falcon y se centrifugaron
para eliminar la tripsina. El pellet celular se resuspendié en medio D-Mem 10
% de FBS libre de esteroides, 2 mM de glutamina y antibidticos. Se realizé un

conteo de las células y se llevé a una concentracién de 3 x 105 cel/ml en el
mismo medio. Se sembraron placas de 96 cavidades a razén de 100 ul por

cavidad y se incubaron en estufa a 37 °C, 5 % de CO; durante 5 hs para

permitir la adherencia de las células. Pasado este tiempo, se agreg6é DEX, en
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un volumen de 10 ul por cavidad y en una concentracién de 0,3-30 nM en la
placa. Para cada concentracion de DEX, se agregé 100 ul de rhuTNF-a en
distintas concentraciones: 0,1-100 ng/ml. Se realizaron controles positivos de
citotoxicidad sin DEX y controles sin TNF-a. Se realizaron ademas controles
positivos de supervivencia celular, sin ningun estimulo, que solo recibieron
100 pl de medio. Cada condicién se evalud por triplicado. Las placas fueron
incubadas durante 24 hs a 37 °C, 5 % de CO».

Pasado este tiempo, se removieron las muestras (y las células muertas
despegadas) por inversion de la placa sobre compresa y se tifieron las
monocapas con violeta de genciana 0,5 % en 70 % metanol. Las placas
fueron incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente en presencia
del colorante. El exceso de colorante se eliminé por lavados repetidos con
agua. Posteriormente, las células tefiidas, se despegaron por el agregado de
100 pl de &cido acético 33 % y una leve agitacion. Este paso es importante
para lograr una mayor homogeneidad de la muestra para su lectura
espectrofotométrica.

Las placas fueron leldas a 570 nm en espectrofotémetro.

4-B-EFECTO PRIMING DE TNF-a

El ensayo se realizé tal como se describié anteriormente para el ensayo de
citotoxicidad de TNF-a, solo que, ciertas placas recibieron un priming de 10
ul de rhuTNF-a en una concentracién de 0,02 ng/ml en la placa (dosis no
citotdxica para las células L-929, tal como se demuestra en este trabajo) y las
placas sin priming, 10 ul de medio, 12 hs antes del agregado de DEX y/o
rhuTNF-a en dosis citotdxicas. Se determiné el porcentaje de aumento en la
supervivencia en presencia o0 en ausencia de priming, para cada dosis de

rhuTNF-a y para cada dosis de DEX:
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A1= Abs 570 nm (TNF+DEX) x 100 - Abs 570 nm (TNF) x 100

Abs 570 nm (sin tratamiento)

A2= Abs 570 nm (TNF+DEX) pr x 100 - Abs 570 nm (TNF) pr x 100

Abs 570 nm (sin tratamiento) pr

A1: Es el porcentaje de aumento en la absorbancia en las placas sin priming.

A2: Es el porcentaje de aumento en la absorbancia en las placas con priming

(pr).
4-C-DETERMINACION DE APOPTOSIS

Para determinar si los efectos citotdéxicos de rhuTNF-a sobre las células L-
929 son por induccion de apoptosis y el efecto de los GC en esta accién, se
determiné apoptosis por dos métodos:

a- Método del TUNEL (Terminal transferase mediated dUTP-biotin nick end
labeling) (Gavrieli, et al, 1992; Sgonc, et al, 1994).

b- Pattern de DNA (Zakeri, et al, 1993).

4-C-1-METODO DEL TUNEL.

Uno de los parametros que permite detectar la muerte celular programada 6
apoptosis es la degradacion del DNA en fragmentos muy pequeios
(internucleosomales). Este método consiste basicamente, en la transferencia
terminal a los pequenos fragmentos de DNA de un nucleétido acoplado a un
marcador fluorescente.

Células L-929, en una concentracién 4 x 10° cel/ml fueron sembradas en
camaras portaobjetos (Nunc, Dinamarca), a razéon de 2 ml por camara y se

incubaron durante 4 hs a 37 °C, 5 % CO» para permitir la adherencia celular.
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Posteriormente, las monocapas fueron incubadas en presencia o en
ausencia de rhuTNF-a (60 ng/ml) y en presencia o en ausencia de DEX (10 o
100 nM) durante 12 hs. Luego, las células fueron lavadas tres veces con PBS
frio y fijadas durante 30 minutos a temperatura ambiente, con
paraformaldehido al 2 % (dilucién preparada en el momento) en PBS. Se
efectud un lavado con PBS, y luego las células fueron permeabilizadas por
incubacion durante 2 minutos a 4 °C con tritdn X-100; 0,1 % y citrato de sodio
0.1 %. Se efectuaron dos lavados con PBS.

Sobre las células fijadas y permeabilizadas, se llevé a cabo la reaccion
TUNEL: en cada camara se agregd 0,5 nmoles de biotina-16-dUTP, 3 nmoles
de dATP, 2 ul de CoCly 25 nM, 25 U de transferasa terminal (TdT) y buffer
TdT (Tris-HCI 25 nM pH 7,2, cacodilato de potasio 200 nM), en un volumen
total de 50 pul para cada condicion. Las camaras fueron incubadas durante 1
h a 37 °C. La reaccién se frené por el agregado de 2 ul de EDTA 0,5 M.
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS e incubadas con una
dilucién 1/500 de streptavidina conjugada con biotina (Dianova, Hamburgo,
Alemania) durante 45 minutos. Se efectuaron tres lavados y luego cada
muestra fue analizada en un microscopio de fluorescencia Olympus IMT-2
(Tokio, Japon). Se efectud el conteo de células fluorescentes analizando 10 6
15 campos por preparado. Como control positivo se utilizaron células

tratadas con DNAsa.

4-C-2-FRAGMENTACION DEL DNA.

Células L-929 fueron crecidas en placas de 6 cavidades (Nunc) en medio D-
Mem 10 % de FBS libre de esteroides 2 mM de glutamina, en presencia 6 en
ausencia de rhuTNF-a en una concentracion de 60 ng/ml y/o DEX 10 nM
durante 12 hs. Se realiz6 tratamiento con DNAsa como control positivo de

degradacién. Posteriormente, las células fueron despegadas por tratamiento
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con tripsina. Cada suspension celular (1,6 x 108 células) se lavo 2 veces con
PBS por centrifugacion a 500 x g 5 minutos. El pellet celular se resuspendid

en 800 ul de butfer de lisis (0,2 % de Triton X-100; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 10
mM EDTA). Luego de 10 minutos de incubacién en hielo, el lisado fue
centrifugado (14000 rpm) por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, se realizé
una extraccién con fenol-cloroformo/isoamilico (24:1) del sobrenadante
(conteniendo RNA y DNA fragmentado, pero no cromatina intacta). La fase
acuosa, fue precipitada con acetato de sodio 30 mM y 0,7 volumenes de
isopropanol. El pellet, se lavd con etanol 80 %, se evaporé en speedvack y
se resuspendid en 100 pl de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8). Luego,
las muestras fueron tratadas con RNAsa (0,5 mg/ml) por 1 h a 37 °C. Se
realizd6 una extraccion con fenol-cloroformo/isoamilico y la fase acuosa se
precipitd con 2 volumenes de etanol. El pellet de acido nucleico se
resuspendié en 40 pl de buffer TE. La electroforesis se realizd en gel de
agarosa al 2 % en buffer TBE. EIl DNA fue visualizado por tincién con
bromuro de etidio. Un marcador de 123 pb (Gibco BRL, USA) fue corrido en

paralelo como indicador de peso molecular.

5-EXPRESION DE RNA MENSAJERO

Se determiné la presencia de mRNA para el receptor de TNF p55 en las
lineas celulares CV-1y SK-N-MC. Se utilizaron CMHP estimuladas con PHA

como control positivo de expresion.
5-A-EXTRACCION DE RNA
La extraccion de RNA se realizé por el método de tiocianato de guanidina y

fenol-cloroformo para realizar Northern blots (Chomczynski & Sacchi, 1987).

Concluido el tiempo de tratamiento para las CMHP, las placas fueron
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centrifugadas y se retir6 el medio de cultivo. En el caso de las lineas
celulares (por tratarse de células adherentes), el medio fue aspirado. Se
agregé 1 ml de solucion D (tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25
mM, sarcosyl 0,5 %) a cada cavidad. Las células fueron homogeneizadas en
la solucién D aspirando con pipeta. EI homogenato fué transferido a tubos
eppendorf conteniendo 500 ul cada uno. A cada eppendorf, se le agregé 50
nl de acetato de sodio 2 M, pH 4. Luego se realizd una extraccion con 500 nl
de fenol y 100 pl de cloroformo-isoamilico (49:1) y se agitd en vortex durante
15 segundos. Las muestras se dejaron en hielo durante 15 minutos y se
centrifugaron durante 15 minutos a 15000 rpm a 4 °C. En este paso se
eliminaron las proteinas, lipidos y DNA en la fase organica. Se recuperé la
fase acuosa conteniendo el RNA y se precipitd con un volumen de
isopropanol durante una hora a -20 °C. Se centrifugd a 15000 rpm durante
15 minutos a 4 °C. El pellet resultante se resuspendié en 150 ul de solucion
D y se reprecipité con un volumen de isopropanol como en el paso anterior a
-20 °C. Finalmente se realiz6 un lavado con 800 nul de etanol 75 % y se
centrifugé por 10 minutos a 15000 rpm, el pellet de RNA se secd en
speedback y se resuspendié en agua con dietilpirocarbonato (DEPC), que es

un inhibidor de RNAsas.

5-B-CUANTIFICACION DE RNA

Se realizé una dilucién 1/100 de cada muestra en agua con DEPC y se
determind su concentracién por absorbancia a 260 y 280 nm. Una unidad de
absorbancia indica una concentracion de 40 pg/ml de RNA. El rendimiento
de la extraccion de RNA fue de alrededor de 10 mg de RNA cada 2 x 107
células. La pureza de las muestras fué evaluada calculando el indice

Aseo/Azgp- Las muestras utilizadas para Northern blot tuvieron un indice entre

18y2.
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5-C-ELECTROFORESIS

Preparacion de la muestra: Cada 8 ul de RNA se agregé 4 ul de glioxal
mezcla (127 ul de glioxal + 8 ul de buffer fosfato 1M) y 12 ul de DMSO. Se
incubd durante una hora a 50 °C, y luego se agrego el colorante (azul de
bromofenol y xilene cianol).

Las muestras fueron corridas en gel de agarosa al 1,2 %, en buffer fosfato 10
mM pH 6,5. Hasta que los colorantes se separaron, la corrida se efectué a 80

mA y luego a 150 mA.

5-D-NORTHERN BLOT

Una vez realizada la electroforesis, el RNA fué transferido a una membrana
de nylon. La transferencia se realizé por capilaridad durante 24 hs con buffer
20 x SSC.

Las membranas transferidas se fijaron por calor a 80 °C durante 2 horas.
Luego se trataron con acido acético por 15 minutos. Posteriormente se
realizé una tincion con azul de metileno por 10 minutos para visualizar el
RNA total fijado sobre las membranas (acetato de sodio 0,5 M con 0,04% de
azul de metileno). Se evalué la integridad de las preparaciones de RNA
observando las bandas de RNA ribosomal. También se estimaron las
cantidades relativas de RNA total sembradas en cada calle para ver si se

sembraron cantidades comparables en todas las calles.
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5-E-PREPARACION DE SONDAS
5-E-1-AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA

Las sondas para el receptor p55 de TNF-a humana y actina humana fueron

obtenidas de acuerdo al siguiente protocolo:

Los plasmidos, en una masa de 20 nug se cortaron con las enzimas de
restriccidn necesarias para liberar el inserto completo.

Los productos de Ia reaccion de restriccion y marcadores de peso molecular
del rango de 1 kb se sembraron en geles agarosa de bajo punto de fusion
al1 6 1,2 % en buffer TBE con bromuro de etidio. Las muestras fueron
sembradas con el agregado de buffer de siembra. La electroforesis se realizé
a 80 mA hasta que el azul de bromofenol migré 2/3 de la longitud total del
gel.

Una vez obtenida la separacién adecuada de las bandas correspondientes a
los fragmentos observandolas en transiluminador con luz UV, se cortaron del
gel y se pasaron a tubos eppendort. Los fragmentos de gel conteniendo los
fragmentos de DNA fueron incubados durante 15 minutos a 65 °C. Esta
incubacién se realizd6 para disolver la agarosa. Se realizaron dos
extracciones con fenol-cloroformo. Para la separacion del DNA de las
proteinas (nucleasas, enzimas), se agregé 1 volumen de fenol al tubo
eppendorf, se lo centrifugd, se adicioné luego un volumen de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), nuevamente se lo centrigugo,
para finalmente agregar 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1).
Para obtener la separacién de tases se centrifugd en cada caso durante 5
minutos a 12000 rpm. La fase superior es removida y colocada en un nuevo
tuvo eppendorf. Luego de realizada la extraccién se agregd 1/10 volumenes
de acetato de sodio 3 M mas 2,5 volumenes de etanol absoluto. El tubo se

colocé por 15 a 60 minutos a -80°C. El pelilet fue luego recuperado por una
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centrifugacién por 20 minutos a 12000 rpm. Se lo lavd con etanol al 80 %
mantenido en -20 °C, se lo dej6é evaporar y se lo disolvié finalmente en buffer
TE autoclavado. La fase acuosa se precipité con 1/ 10 de volumen de acetato
de sodio 3 M pH 4 y 1 volumen de isopropanol. Se efectuaron dos lavados
con etano! 80 % y el pelletresultante se seco en speedvac y se resuspendid
en agua.

Una dilucién 1/500 fué cuantificada por densidad 6ptica a 260 nm. Una
unidad de densidad Optica corresponde a una concentracion de 50 mg/ml! de

DNA.

5-E-2-MARCACION DE LAS SONDAS

Fue utilizado el método de marcaciéon (“random oligonucleotide priming")
(Feinberg & Vogelstein, 1983). Una mezcla de hexanucleétidos se hibridiza
con el cDNA a ser marcado. La cadena complementaria es obtenida
mediante el uso del fragmento Klenow de la polimerasa que sintetiza DNA a
partir de los primers agregados incorporando los nucleétidos radioactivos en
la secuencia. Los fragmentos se marcaron por ramdom-primer extension
utilizando un kit de Boehringer.

50 ng de DNA en 9 ul de agua se desnaturalizaron a 100 °C durante 10
minutos, inmediatamente después los tubos conteniendo el DNA
desnaturalizado se colocaron en hielo para evitar la renaturalizaciéon. 25 -
100 ng del fragmento de DNA (9 ul) fueron hervidos durante 5 minutos en un
bafio de agua hirviendo e inmediatamente después puesto en un recipiente
conteniendo hielo. Se agregaron entonces: 2 ul de la mezcla de reaccion
(hexanucleoétidos disueltos en buffer-Klenow 10X), 3 wl de una solucién de
dNTP (0,5 M de dATP, dGTP y dTTP) y 5 ul de a-32P-dCTP (10 uCi/ml, 3000
Ci/mol). La reaccion se realizé por incubacidon de la mezcla por 60 minutos a

37°C con el previo agregado de 1 ul (2 U) del fragmento Klenow de la
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polimerasa. Se agregé 1 ul de cada deoxinucleétido con excepciéon de dCTP,
2 ul de butfer conteniendo hexanucleétidos con secuencias al azar como
primers, 5 w de dCTP marcado con 32P (50 uCi) y 1 ul de la enzima Klenow.
Se incubé 30 minutos a 37 °C.

El probe marcado se purificé por centrifugacién a 1500 rpm por 5 minutos en
columnas de sephadex G 50 utilizando como eluyente bufer TES (10 mM
Tris, imM EDTA, 100 mM NaCl). Se determinaron las cpm incorporadas en 1
nl de la primera fraccion (el fragmento marcado) y 1 pnl de la segunda
(oligonucledtidos) en contador beta. La actividad especifica del DNA

complementario fue de 2 - 4 x 108 cpm/ug DNA.

5-F-HIBRIDIZACION

Los filtros de nitrocelulosa se prehibridizaron durante una hora con buffer de
hibridizacién (SSPE 5 X, formamida 50 %, Denhardt 5 X y DNA de esperma
de salmon) a la temperatura de hibridizacién adecuada para cada sonda.
Mediante este procedimiento se bloquearon los sitios de unién inespecifica.
Luego se agreg6 el cDNA previamente desnaturalizado hirviéndolo por 10
minutos, marcado (10.000 cpm/ cm?2 de superficie de nitrocelulosa) y se
hibridizé ON.

Posteriormente los filtros se lavaron 2 veces 15 minutos a temperatura
ambiente con 2 X SSC y 0,1 % SDS, 2 veces 15 minutos a 37 °C con 0,2 X
SSC y 0.1 % SDS y una vez 30 minutos a la temperatura de hibridizacién con
0,1 X SSC y SDS 0,1 %. Los filtros se secaron y se expusieron en cuarto
oscuro a la pelicula autorradiografica. La exposiciéon fué realizada a -80 °C
hasta obtener una sefal apreciable.

Los filtros luego de la exposicion fueron lavados para eliminar las sondas
marcadas hibridizadas. Para lograr esto se incubaron 30 minutos en buffer

de lavado (5 mM Tris-HCI pH 8,2 mM EDTA; 0,1 % Denhardt). Luego, los

69



filtros se secaron y reexpusieron brevemente para confirmar la ausencia de
marca. Luego de este procedimiento los filtros fueron reusados para
hibridizar con la sonda de actina. Una vez revelada la radiografia, se estimé
el tamafo de las bandas por comparacién con el RNA ribosomal y se verifico
de este modo que las bandas de mRNA aparecido como sefial en la

radiografia fueran las correspondientes a la sonda usada.

20 X buffer cloruro de sodio-fosfato de sodio-EDTA (SSPE)

3,6 M NaCl
0.2 M buffer fosfato de sodio
20 mM EDTA

100 X Denhardt:
2 % Sero albumina bovina (BSA)
2 % Ficoll 400

2 % Polivinilpirrolidona

Solucién de prehibridizacion

50 % Formamida deionizada
5 X SSPE
5 X Denhardt’s

0,1 mg/ml DNA de esperma de salmén desnaturalizado

0,1 % Sodio dodecil sulfato (SDS)

Butfer de rehibridizacion

5 ml 100 X Denhardt’s
5 ml 1MTrispH 75
4 ml 0,5M EDTA pH 8,0

agregar 1000 ml de agua bidestilada
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6-RECEPTORES
6-A-DETERMINACION DE RECEPTORES DE GLUCOCORTICOIDES

Para la determinaciéon de GR, las células L-929 fueron procesadas segun se
ha descripto previamente (Reul, et al, 1994). Brevemente, luego de 12 hs de
incubacién en presencia 6 en ausencia de rhuTNF-a (0,02 ng/ml), las células
fueron colectadas por centrifugacion, y el pellet (2 pellets de 2 x 107 células/2
ml), fue homogeneizado en buffer Tris-HCl 5 mM, pH 7,4, conteniendo 0,5
mM de fenilmetilsulfoniltiluoruro (PMSF), 5 uM de antipaina, 5 uM de
leupeptina, 5 % de glicerol, 10 mM de molibdato de sodio, 1 mM de EDTA y 2
mM de f-mercaptoetanol. La homogeneizacién se realizé trabajando en frio,
en bafo de hielo, realizando 10 pulsos de 900 rpm, utilizando un
homogeneizador de vidrio-teflén, clarificacion 0,25 mm).

El homogenato fue centrifugado a 100000 x g por 60 minutos a 0-2 °C. 100 pl
del sobrenadante (fraccion citosolica) fueron incubados con esteroides
marcados con 3H, en un rango de concentraciones de 0,5-10 nM (7
concentraciones; en un volumen total de 150 ul).

El binding total a macromoléculas solubles fue determinado por incubacion
del citosol con 3H-DEX (85-106 Ci/mmol, Amersham, Alemania). El binding
no especifico fue determinado en paralelo, por incubacién de las fracciones
citosdlicas con 1000 veces en exceso de DEX respecto de 3H-DEX.

Luego de 20-24 hs de incubacién a 0 °C, 100 ul de la mezcla citosol-3H-
esteroide fue sembrada en columnas de Sephadex LH-20 (Pharmacia,
Alemania) para la separacién de 3H-DEX unida y libre. La concentracién de
protefnas se determindé por el método de Lowry (Lowry, et al, 1951),
utilizando seroalbumina bovina como estandar.

Los datos de binding fueron expresados como fentomoles por miligramo de

proteina y el binding especitico se obtuvo restando el binding inespecifico.
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Los datos de maximo numero de sitios de binding (Bmax) Y la constante de

afinidad relativa (Kq), fueron determinados por andlisis de regresion no-

lineal.
7-ENSAYO DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE GRE

Para estudiar la accion estimulatoria directa de TNF-a sobre la actividad
transcripcional de GR, via la induccidén de una proteina de uniéon a GR/GRE,
se aplico la técnica de EMSA (electrophoretic mobility shift assay), utilizando
extractos nucleares de células estimuladas con DEX o éon DEX + rhuTNF-a y

el oligonucledtido codificante de la secuencia GRE (Trapp, et al, 1994).
7-A-PREPARACION DE LOS EXTRACTOS NUCLEARES

Células L-929 en una concentracion de 2 x 108 células/ml tueron
estimuladas con DEX 10 nM 6 con DEX + rhuTNF-a 0,02 ng/ml. Luego de 15,
45 6 60 minutos de estimulacidn, las células fueron lavadas con PBS y se
procedié a la preparacion de los extractos nucleares (Adcock, et al, 1995).
Brevemente, las células fueron lisadas en 100 pl de buffer A (HEPES10 mM;
MgCl,1,5 mM; KCI 10 mM; DTT 0,5 mM y NP-40 0,1 %) y se centrifugaron 10
minutos a 3000 rpm y a 4 °C. Luego, el pellet nuclear se lisd6 en 20 pl de
buffer B (HEPES 10 mM; MgCl, 1,5 mM; NaCl 0,42 mM, DTT 0,5 mM,; PMSF
0,5 mM; glicerol 25 % y EDTA 0.2 mM). Se centrifugd 30 minutos a 13000 rpm
y a 4 °C y la fraccion soluble subsecuente se mezclé con 100 ul de buffer C
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; KCI 80 mM; glicerol 10 % y DTT 1 mM). Los
extractos nucleares se guardaron a -70 °C y la concentracion de proteinas se

determind por el método de Bradford (Bradford, 1976).
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7-B-PREPARACION DE OLIGONUCLEOTIDOS MARCADOS

El oligonucleétido doble cadena coditicante para GRE

(5'’AGCTTCGTAGCTAGAACATCATGTTCTGG-3'), fue marcado en 5' por

incorporacion de a-32PdCTP y llenado en los extremos cohesivos por el

fragmento Klenow de la polimerasa (Boehringer Mannheim, Alemania),

preparando la siguiente mezcla de reaccién:

-1,5 ul del oligonucleétido GRE (50 ng/ul)

-1 ul de la enzima Klenow (5 U/ul)

-2 ul del butfer Klenow (10 x) (Tris-HCI 0,5 M; MgCl> 0,1 M; DTE 1 mM)

-5 wl a-32PdCTP (3000 Ci/mmol)

-4 nl de dATP, dTTP, dGTP, 5 mM

-6,5 wl de agua.

Se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente, se agregé 4 ulde
dCTP y se incubd durante 5 minutos mas a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo por el agregado de 5 ul de buffer de stop.

En ciertos experimentos, se utilizd ademas un oligonucleétido doble cadena
no relacionado, CCAAT (5'GATCCCGGAGCCCGGGCCAATCGGCGCA-3),
correspondiente al promotor de la fibronectina humana (gentilmente cedido
por el doctor Alberto Kornblintt, INGEBI, Argentina). E! oligonucleétido se
marco en 5’ utilizando y-32PdCTP y la enzima T4 polinucleétido kinasa (PNK)
(Boehringer Mannheim, Alemania) en la siguiente mezcla de reaccién:

-4 ul del oligonucleédtido

-2l de y-32PdCTP (50 uCi/l)

-2 ul de buffer PNK (10 x) (Tris-HCI 0,5 M; MgClo 0,1 M; DTE 50 mM;
espermidina 1 mM, EDTA 1 mM)

-1 nlde PNK (10 U/nl)

-11 ul de agua



La mezcla de reaccion se incubé durante 30 minutos a 37 °C y luego se
agregd 2 pl de la mezcla de deoxinucleétidos 2,5 mM y 1 ul de la enzima
Klenow y se incubd durante 10 minutos a 30 °C.

Ambos oligonucleétidos fueron puriticados en un gel nativo de poliacrilamida
al 20 %, utilizando buffer TBE como buffer de corrida. La deteccion de los
oligonucledtidos marcados se realizé6 por exposiciéon de los geles a pelicula
autorradiografica durante un minuto. Las bandas correspondientes a ambos
fragmentos fueron cortadas del gel y la elucién del DNA se realizd en buffer
de elucion (acetato de amonio 0,5 M; Tris-HCI pH 7,5 10 mM; EDTA 1 mM;
SDS 0,1 %) durante 48 hs a 42 °C. Los oligonucleétidos eluidos se
precipitaron por el agregado de 2 voliumenes de etanol y poli (di-dC) como
carrier, incubacion a -20 °C durante media hora y centrifugacién a 12000 rpm
durante 60 minutos. El pellet se lavé con etanol 80 % y se resuspendioé en un
volumen apropiado de agua.

La actividad especilfica de cada fragmento se calculé por determinacion de la
radioactividad total, presente en la banda de gel (conteniendo una masa
conocida de oligonucleétido): la banda se corté en pequeios fragmentos y

se midieron en contador B. La recuperacion en el eluldo fue del 90 %.

7-C-ENSAYO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Cantidades iguales de extractos nucleares (10 6 16 ug) provenientes de
cultivos estimulados con DEX 6 con DEX + rhuTNF-a, fueron incubadas en
un volumen de 20 ul de bufter C con 600 ng 6 1 ng de poli (dI-dC). En
algunos puntos experimentales se agregd 50 a 100 veces de exceso de
oligonucledétido frio como competidor (GRE 6 CCAAT) respecto de GRE
marcado. Luego de 10 minutos de incubaciéon en hielo, se agregé 1 ng del
oligonucleotido GRE marcado (aproximadamente 17000 cpm) y se incubd a

25 oC durante 20 minutos. Los complejos DNA/proteina fueron resueltos en
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gel nativo de poliacrilamida al 4 % con bufter de baja fuerza iénica Tris-HCI
6,7 mM pH 7,5, acetato de sodio 3,3 mM; EDTA 1 mM. Los geles se secaron y

fueron expuestos a pelicula autorradiografica a -70 °C.

8-ANALISIS ESTADISTICO

Tal como se indica en los pies de figura, todos los experimentos fueron
realizados al menos por triplicado y los resultados obtenidos fueron

procesados por ANOVA en combinacién con el test de Scheffé.
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IV-RESULTADOS

1-DETERMINACION DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR TNF-a SOBRE
LAS CELULAS L-929

El modelo de citotoxicidad de TNF-a sobre las células L-929 es ampliamente
utilizado en ensayos de titulaciéon de esta citoquina (Aggarwal & Kohr, 1985;

Costas, et al, 1993). Con el objeto de establecer las dosis de maxima y

minima citotoxicidad de rhuTNF-a sobre estas células, se realizd una curva
dosis-respuesta (Fig. 4) y se determind la citotoxicidad, tal como se describe

en materiales y métodos.
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Figura 4. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE CITOTOXICIDAD DE TNF-a. Las
células L-929 fueron incubadas durante 24 hs con distintas dosis de
rhuTNF-a. Se determiné la absorbancia (570 nm) de las monocapas teiiidas
con violeta de genciana (células sobrevivientes) y se calculé el % de
citotoxicidad. Los resultados corresponden a la media + SD (n=3) de un
experimento representativo de 8 realizados.
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Dado que en esta determinacién, las células blanco utilizadas son
fibroblastos de raton, y el TNF-a es humano, de acuerdo con las evidencias
citadas en la introduccion, los efectos citotoxicos observados, son mediados
por receptores de TNF tipo p55, los cuales tienen alta homologla con otros
receptores mediadores de apoptosis y ademas TNF-a induce apoptosis en
otros tipos celulares. De acuerdo con las evidencias presentadas en la
introduccién de esta tesis, existe una gran controversia acerca de las
acciones de TNF-a sobre las células L-929, fundamentalmente, respecto de
los modelos utilizados (presencia 6 ausencia de sustancias sensibilizadoras)
y en cuanto a la metodologla empleada (citometrfa de flujo, pattern de
degradacion de DNA).

Para confirmar si estas acciones letales, podian ser debido a la induccién de
apoptosis en estas células, se realizé su determinacién luego del tratamiento
con rhuTNF-a durante 12 hs, en una concentracion de 60 ng/ml. En la figura
5 pueden observarse los resultados obtenidos por la técnica de
incorporacion de nucledtido fluorescente al DNA fragmentado (TUNEL). Las
monocapas tratadas con la citoquina (Fig. 5 ¢ y e), presentaron un numero
significativo de células claramente apoptdticas, con DNA fragmentado, asl/
como el control positivo por tratamiento con DNAsa (Fig. 5 a) respecto de las
células sin tratamiento (Fig. 5 b). En cuanto al aspecto morfoldgico de las
monocapas, pudo apreciarse, que en presencia de TNF-a, entre las 6 y 8 hs
de tratamiento, las células presentaban un citoplasma aparentemente
colapsado. En otros experimentos, se determiné fragmentacién del DNA. Las
células L-929 fueron tratadas en las mismas condiciones que para los
experimentos de fluorescencia y posteriormente se realizé la extraccién y
corrida electroforética del DNA en gel de agarosa. Como puede observarse
(Fig. 5, inserto superior), el tratamiento con TNF-a (Fig. 5, inserto superior,
calle 2) indujo la fragmentacién del DNA, dando el pattern caracteristico de

las células apoptéticas, con bandas tan pequefias como 180-200 pb que
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corresponderfian a fragmentos internucleosomales. De acuerdo con estos

resultados, puede concluirse, que el hu TNF-a, induce apoptosis en las

células L-929, via receptores p55.

2-EFECTO DE LOS GC SOBRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE TNF-a.

Para determinar la accion moduladora de los GC sobre la citotoxicidad de

TNF-a, las células L-929, fueron tratadas con diferentes dosis citotéxicas de
rhuTNF-a con o sin el agregado simultdneo de DEX y posteriormente se
determiné la citotoxicidad. En la figura 6, puede observarse, como fue
descripto previamente (Pagliacci, et al, 1993) que el agregado de DEX
resultd en una inhibicién significativa de la citotoxicidad inducida por TNF-a.

Dado que la accion letal de TNF-a es debido a la induccién de apoptosis en
estas células, en otros experimentos, se determind el efecto de DEX sobre el
numero de células apoptéticas por tratamiento con una dosis alta, de 60
ng/ml de esta citoquina. DEX, en las dosis de 10 6 100 nM, agregada a los
cultivos simultaneamente con rhuTNF-a, produjo una reduccion significativa
en el numero de células apoptéticas (Fig. 5d yf) y en la degradacién del
DNA (Fig. 5, inserto superior, calle 3). Por lo tanto, de acuerdo con lo
expuesto en la introduccion y estos resultados, puede concluirse que los GC,
ademas de inhibir la sintesis de TNF-a, pueden ademas inhibir una de sus
acciones biolégicas, como la apoptosis inducida en las células L-929, via

receptores p55.
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Figura 5. LOS GLUCOCORTICOIDES INHIBEN LA APOPTOSIS INDUCIDA POR TNF-a
SOBRE LAS CELULAS L-929. a: tratamiento con DNAsa como control positivo, b: células
sin tratamiento, c-f: rhuTNF-a 60 ng/ml, d: rhuTNF-a + DEX 10 nM, f: rhuTNF-a + DEX 100
nM. Inserto en a: Andlisis de fragmentacion de DNA: M: marcador de peso molecular de
123 pb, 1: células como en b, 2: células como en ¢, 3: células como en f. Inserto en f:
diagrama de barras correspondiente a las células apoptoéticas con tincién positiva.
Resultados similares fueron obtenidos en tres experimentos independientes. ‘p < 0.001
(ANOVA con test de Scheffé, media + SEM)
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Figura 6. EFECTO INHIBITORIO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA
CITOTOXICIDAD DE TNF-a

Las células L-929 fueron incubadas en ausencia 6 en presencia de rhuTNF-a durante 20
hs, con 6 sin el agregado simultaneo de DEX. A- Cada punto representa la media +
SEM (n=3) donde cada condicién fue evaluada por triplicado. * p < 0.05, ** p < 0.001
(ANOVA con test de Scheffé). B— Efecto de distintas dosis de DEX sobre dosis bajas de
rhuTNF-a. Cada punto representa la media de cuadruplicados de un experimento
representativo de cinco realizados.
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3-MODULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE GR POR
TNF-a

Dado que los GC inhiben la citotoxicidad inducida por TNF-a sobre las
celulas L-929, se utiliz6 este modelo para determinar si el TNF-a es capaz de
modular la sensibilidad a los GC a nivel de sus células blanco. En primer
lugar, se estudio el efecto de esta citoquina sobre la actividad transcripcional
de los GC en las células L-929. Para ésto, las células L-929 fueron
transfectadas con la construccion MTV-CAT que contiene un promotor
llevando GRE acoplado al gen reporter CAT, tal como se describe en
materiales y métodos. Las células transfectadas fueron incubadas durante 24
hs con DEX en una dosis 10 nM, con O sin rhuTNF-a en una dosis no
citotéxica de 0,02 ng/ml. La figura 7 muestra la autorradiografia y el analisis
densitométrico correspondiente a la actividad CAT de un experimento
representativo. Podemos observar, que DEX estimulé la actividad CAT y en
presencia de rhuTNF-a los GC indujeron un aumento significativo de la
actividad CAT respecto de los cultivos no estimulados con TNF-a. La accion
estimulatoria de la citoquina en presencia de GC fue inhibida
significativamente por el agregado del antagonista de GR, RU38486 (1 uM),
lo cual indica que esta accion de TNF-a fue mediada por el receptor de GC
(Fig. 7). Por otro lado, TNF-a no tuvo ningun efecto sobre la actividad CAT en
ausencia de GC (no mostrado). Cuando las células fueron transfectadas con
la construcciéon AMTV-CAT, no se observé la induccién por GC ni el efecto de
TNF-a (Fig. 7, inserto inferior). Resultados similares fueron obtenidos cuando

se utilizé cortisol en dosis de 3-30 nM 6 3-30 UM en vez de DEX.
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Figura 7. TNF-« AUMENTA LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE LOS RECEPTORES
DE GLUCOCORTICOIDES ACTIVADOS EN CELULAS L-929 TRANSFECTADAS CON
MTV-CAT. Las células fueron transfectadas y estimuladas con DEX (10 nM), rhuTNF-«
(0,02 ng/ml) 6 el antagonista de GR, RU 38486 (1uM) por 24 hs. El diagrama de barras
corresponde al andlisis densitométrico de las 8 calles de la autorradiografia del ensayo
CAT, estandarizado con la correspondiente actividad f-galactosidasa (la flecha indica la
posiciéon del 3-acstilcloranfenicol). Resultados similares fueron obtenidos en 6
experimentos independientes. Resultados similares fueron obtenidos con cortisol (10 uM 6
3-10 nM) en vez DEX. Inserto: transfeccion con AMTV-CAT: a: sin tratamiento, b:

estimulacion con DEX 6 DEX + rhuTNF-a por 24 hs.
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Estos resultados indican que esta citoquina inflamatoria puede en presencia
de GC aumentar la actividad transcripcional de GR, afectando la

transcripcién de genes portadores de GRE.

4-EFECTO DE TNF-a SOBRE EL NUMERO DE GR

Células L-929 fueron incubadas durante 12 hs en presencia ¢ en ausencia
de rhuTNF-a en la misma dosis que resulté efectiva en las transfecciones y
posteriormente, se determind el numero de GR. En presencia de la citoquina,
se observé un aumento significativo del nimero de GR respecto de los
cultivos control sin tratamiento (Fig. 8).

Para analizar el efecto sobre el promotor de GR, las células L-929 fueron
transfectadas con el plasmido HGRP-CAT. La expresién de este plasmido es
constitutiva, pero modulada por cAMP (Zong, et al, 1990), se observé que el
tratamiento con DB-cAMP, en la dosis 0,5 mM, indujo un aumento
significativo de la actividad CAT respecto de los cultivos no estimulados (Fig.
9). El tratamiento con rhuTNF-a en la dosis de 0,02 ng/ml produjo un
aumento similar. DEX, en la dosis 10 nM, no tuvo ningun efecto sobre la
actividad CAT via el promotor de GR (Fig. 9). Por lo tanto, la accidon
estimulatoria de TNF-a sobre el nimero de GR, es a nivel transcripcional,
aunque no puede descartarse un efecto post-transcripcional.

De acuerdo con estas observaciones, el aumento en el numero de GR por

TNF-a, serfa uno de los mecanismos por los cuales esta citoquina podria

probablemente contribuir al aumento en la actividad transcripcional via GRE.
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Figura 8. TNF-a AUMENTA EL NUMERO DE RECEPTORES DE GLUCOCORTICOIDES
EN LAS CELULAS L-929. Se realiz6 la cuantificacion de GR en las células L-929 luego
de 12 hs de estimulacion con rhuTNF-a 0,02 ng/ml por ensayo de saturaciéon. Resultados
similares fueron obtenidos en tres experimentos independientes. TNF-a produjo un
aumento significativo en el nimero de GR. Bmax: 2.173 fmol/mg (TNF-a) vs. 1.611
fmol/mg (sin tratamiento), sin cambios de afinidad: Kd: 1,2 nM (TNF-a) vs. 1,0 nM (sin

tratamiento).
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Figura 9. EFECTO DE TNF-a SOBRE EL PROMOTOR DEL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES EN LAS CELULAS L-929

Las células fueron transfectadas con el plasmido HGRP-CAT y estimuladas con rhuTNF-a
0,02 ng/ml, 6 DEX 10 nM 6 DB-cAMP 0,5 mM durante 24 hs. El diagrama de barras
corresponde a las unidades densitométricas relativas (a la actividad p-galactosidasa) para
cada calle de la autorradiografia del ensayo CAT. Resultados similares fueron obtenidos

en tres experimentos independientes.
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5-EFECTO DE TNF-a SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL VIA GRE
EN CELULAS QUE NO EXPRESAN GR

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 7, el aumento de la
actividad transcripcional por rhuTNF-a via GRE, fue blogqueado por el
agregado del antagonista de GC RU38486, lo que demostré que estas
acciones eran mediadas por GR. Estos resultados fueron corroborados
evaluando la actividad transcripcional via GRE en las lineas celulares CV-1y
SK-N-MC que no expresan GR, pero que, sin embargo, expresan receptores
p55 para TNF-a, tal como fue demostrado por Northern blot (Fig. 10 A, inserto
superior).

Estas células fueron transfectadas con la construccion MTV-LUC, similar a
MTV-CAT, pero conteniendo el gen de la luciferasa como reporter. Al igual
que las células L-929, fueron estimuladas durante 24 hs con DEX 10 nM, 6
bien, cortisol en la dosis 3 nM, en presencia 6 en ausencia de 0,02 ng/m| de

rhuTNF-a. No se observd una induccién de la actividad LUC con ninguno de

estos tratamientos (Fig. 10 A, inferior).

Por otra parte, cuando estas células fueron cotransfectadas con un vector de
expresion constitutiva para GR y MTV-LUC (Fig. 10 B) y se determind
actividad LUC en respuesta a cortisol 3 nM, con 6 sin rhuTNF-a 0,02 ng/ml,
pudo observarse, que al igual que en las células L-929, el rhuTNF-a produjo
un aumento significativo de la transcripcion via GRE en respuesta a GC,
aunque en menor escala respecto de lo observado en las células L-929.
Estos resultados, demuestran claramente el requerimiento de GR para la
modulacién de la actividad transcripcional via GRE y por otro lado, que el
TNF-a ademas del aumento en el niumero de GR, responsable en parte del
aumento de la actividad transcripcional via GRE; tiene una accion directa

(independiente del aumento de GR) sobre la actividad transcripcional de GR.
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Figura 10. EFECTO DE TNF-a SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL VIA GRE
INDUCIDA POR GLUCOCORTICOIDES EN CELULAS QUE NO EXPRESAN

RECEPTORES PARA GLUCOCORTICOIDES.
A. EFECTO EN LAS CELULAS CV-1 Y SK-N-MC (QUE EXPRESAN RECEPTOR DE TNF,

PERO NO DE GC). Las células fueron transfectadas con MTV-LUC y estimuladas por 24
hs con cortisol 3 nM, DEX 10 nM 6 rhuTNF-a 0,02 ng/ml. Los resultados corresponden a
la media de las unidades de actividad LUC (relativas a la actividad p-galactosidasa) de
triplicados, con una variacién menor del 10 %. Resultados similares fueron obtenidos en
lres experimentos independientes para cada llnea celular. Inserto: expresion del mRNA
del receptor p55 de TNF (2.4 kb) en SK-N-MC (calle 2) y CV-1 (calle 3). Calle 1: CMHP
estimuladas con PHA, como control positivo. Cada calle contiene una masa similar de
RNA (17 png), tal como se observd en la hibridizacién con actina (no mostrado).

B. TNF-a AUMENTA LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE LOS RECEPTORES DE
GLUCOCORTICOIDES ACTIVADOS EN CELULAS CV-1 Y SK-N-MC
COTRANSFECTADAS CON MTV-LUC Y UN VECTOR DE EXPRESION PARA EL
RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES. Las células fueron cotranstfectadas y estimuladas
con cortisol 3 nM y rhuTNF-a 0,02 ng/ml por 24 hs. El diagrama de barras corresponde a
la media de triplicados de la actividad LUC relativa a B-galaclosidasa (variacién respeclo
de la media < 10 %). Resultados similares fueron obtenidos en 4 experimenlos
independientes para cada linea celular. rhuTNF-a solo no liene efeclo sobre la aclividad

LUC.

El vector de expresion de GR contiene la secuencia codificante para GR bajo
el control del promotor viral RSV. En células transfectadas con una
construccion plasmidica llevando el promotor RSV acoplado al gen reporter
CAT, no se observé una induccion de la expresién de CAT en respuesta a

rhuTNF-a (no mostrado).

6-EFECTO DE TNF-a SOBRE LA UNION DE GR A GRE

Con el objeto de determinar el mecanismo por el cual TNF-a aumenta en
forma directa la actividad transcripcional de GR, extractos nucleares de
células L-929 estimuladas con DEX 10 nM 6 con DEX + rhuTNF-a 0,02 ng/ml,
durante 15, 45 6 60 minutos, fueron incubados con el oligonucleétido
marcado GRE y se analiz6 la movilidad electroforética de los complejos.

rhuTNF-a en presencia de DEX, aumentd la union de los GR activados a

GRE, a todos los tiempos analizados, aun a los 15 minutos, donde quedaria
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practicamente descartado un aumento en el nimero de GR (Cidlowski &
Cidlowski, 1982) (Fig. 11 A, calles 4 y 5y Fig. 11 B, calles 1y 2). La
especificidad de los complejos observados, fue demostrada por ensayos de
competicidén en los cuales se utilizaron oligonucleétidos frios. Un exceso de
50-100 veces del oligonucledtido GRE frlio, desplazé eficientemente la union
de GR a GRE marcado (Fig. 11 A, calles 3 y 6 y Fig. 11 B, calle 4), mientras
que, el mismo exceso de un oligonucledtido no especifico, resultdé no
competitivo (Fig. 11 A, calles 1y 2 y Fig. 11 B, calle 3). En respuesta a
rhuTNF-a, no se observé la aparicion de nuevas bandas, correspondientes a
otros factores inducidos por esta citoquina y que fueran capaces de
interaccionar con GRE. Ademas, no se observé un desplazamiento de la
banda correspondiente a los complejos GR/GRE, indicando que en
respuesta a rhuTNF-a, tampoco se inducen otros factores 6 proteinas que
interaccionen con los complejos GR/GRE.

Por otro lado, cuando los extractos nucleares, provenientes de cultivos
estimulados con DEX 6 con DEX + rhuTNF-a, fueron incubados con el
oligonucleétido CCAAT (codificante para una secuencia del gen promotor de
la fibronectina humana) marcado, en lugar de GRE y se analiz6 la movilidad
electroforética, no se observaron diferencias en la intensidad de las bandas
detectadas en ambas condiciones (correspondientes a otros complejos
DNA/proteina, no relacionados a GR/GRE) (Fig. 11 C, calles 1y 2), indicando
que las cantidades de proteinas que son comparadas (DEX vs. DEX +
rhuTNF-a) en las figuras 11 Ay 11 B son similares y que el aumento de unién
inducido por rhuTNF-a, es especifico para GRE.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de
transfeccion, utilizando el vector AMTV-CAT (Fig. 7, inserto inferior) y con los
resultados obtenidos en estos experimentos, utilizando el oligonucledtido
GRE, puede concluirse, que el aumento en la actividad transcripcional de

GR por rhuTNF-a, independiente del aumento en el nimero de GR, es via un
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Figura 11. EFECTO DE TNF-a SOBRE LA UNION DEL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES A GRE INDUCIDA POR GLUCOCORTICOIDES.

A. El EMSA vy las reacciones de competicién fueron realizadas utilizando el oligonucle6tido
GRE marcado y 16 pg de los extractos nucleares de las células L-929 (calles 1-6), las
cuales fueron estimuladas por 45 minutos con DEX 10 nM (calles 1-4) 6 DEX + rhuTNF-a
0,02 ng/ml (calles 5-6). Para los ensayos de competicién, en la mezcla de reacciéon se
incluyé un exceso de GRE frlo (calles 3 y 6) 6 de un oligonucleétido competidor no
espaclfico (calles 1-2). En el buffer de reaccion, se utilizé6 1 pg de poli (dI-dC). Relacién de
las lecturas densitométricas: DEX + rhuTNF-a (calle 5)/DEX (calle 4): 1,82 (las unidades
densitométricas fueron estandarizadas con las unidades obtenidas con la misma cantidad
de extracto nuclear en la figura 11 C). rhuTNF-a solo no tuvo efecto. Resultados similares
fueron obtenidos en 3 experimentos independientes en los cuales los extractos nucleares
fueron obtenidos luego de 15, 45 6 60 minutos de estimulacién.

B. El EMSA vy los ensayos de competicién fueron realizados utilizando el oligonucleétido
GRE marcado y 10 ug de los extractos nucleares de las células L-929 (calles 1-4), las que
fueron estimuladas como en la figura 11 A. En el buffer de incubacién se utilizaron 600 ng
de poli (dI-dC). Relacién de las lecturas densitométricas: DEX + rhuTNF-a (calle 2)/DEX
(calle 1): 1,38 (unidades relativas a las unidades obtenidas con la misma canlidad de
extracto y el oligonucledtido CCAAT). Resultados similares fueron obtenidos en 2
experimenios independientes.

C. El EMSA fue relizado utilizando la misma masa (16 pg) y los mismos exlractos
utilizados en la figura 11 A y el oligonucledlido CCAAT marcado (correspondiente a otros
complejos DNA-protelna, no relacionados a GR/GRE), confirmando, que los extractos
provenientes de las células estimuladas con DEX 6 con DEX + rhuTNF-a, contienen
iguales cantidades de protelnas. El ensayo se realiz6 utilizando 1 pg de poli (dI-dC) en el
buffer de reaccién. Resullados similares fueron obtenidos con todos los extractos
utilizados en experimentos como en las figuras 11 Ay 11 B.

aumento de la unién de los GR activados por DEX, a GRE y no requiere

necesariamente de otras secuencias de DNA u otros factores de

transcripcion.

7-EFECTO DE TNF-a SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE GR
EN OTRAS LINEAS CELULARES

Para determinar si el efecto de TNF-a sobre la actividad transcripcional de
GR es especifico de las lineas celulares observadas, ¢ puede considerarse
un fendmeno pleiotrépico, inclusive, para otras citoquinas, otras lineas

celulares de distintos origenes, que expresan GR y receptores para

citoquinas, como las células epiteliales tumorales humanas Hela,
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glioblastoma humano U-373 e hipofisiarias de ratéon AtT-20, fueron
transfectadas con MTV-CAT, estimuladas con DEX 10 nM, con 6 sin el
agregado de citoquinas y se determin6 la actividad CAT. rhuTNF-« 0,02
ng/ml, produjo un aumento significativo de la actividad CAT en respuesta a
GC en las células U-373 (Fig. 12 A) y en las células HeLa (Fig. 12 B). El
tratamiento con IL-18 100 U/ml, tuvo un efecto similar en las células U-373
(Fig. 12 A) y en las células AtT-20 (Fig. 12 C). De acuerdo con estos
resultados, la modulacién de la actividad transcripcional de GR por
citoquinas inflamatorias como IL-1f}, ademas de TNF-a, puede considerarse
un fendmeno pleiotropico, no dependiente del tipo celular, pero si, de la

expresion de GR y de receptores para citoquinas.
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Figura 12. EFECTO DE IL-1 Y TNF-a SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DEL
RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES EN DIFERENTES LINEAS CELULARES
TRANSFECTADAS CON MTV-CAT. hulL-1 y rhuTNF-a aumentan la actividad
transcripcional de GR inducida por DEX en glioblastoma U-373 (A), HelLa (B) y AtT-20 (C)
transfectadas con MTV-CAT. Las células fueron transfectadas y estimuladas por 24 hs
con DEX 10 nM, DEX + hulL-18 100 U/ml, 6 DEX + rhuTNF-a 0,02 ng/ml. Los diagramas
de barras corresponden al anélisis densitométrico (relativo a la actividad p-galactosidasa)
de las autorradiografias del ensayo CAT. Cada punto experimental se evalué por
duplicado y cada barra representa la media de los mismos. Resultados similares fueron
obtenidos en tres experimentos independientes para cada linea celular.

8-AUMENTO DE LA SENSIBILIDAD A LA ACCION MODULADORA DE GC
POR TNF-a

De acuerdo con los resultados presentados, los GC tuvieron un efecto
inhibitorio sobre la apoptosis inducida por rhuTNF-a en las células L-929
(Figs. 5 y 6). Ademas, hemos demostrado que esta citoquina aumentd la
actividad transcripcional de GR. Se quiso ver entonces, si estos efectos se
correlacionan, efectivamente, con un aumento en la sensibilidad a la accién
inhibitoria de apoptosis de los GC.

Para analizar esta posibilidad, las células L-929 fueron incubadas durante 12
hs en presencia 6 en ausencia de un priming de rhuTNF-«, en la dosis no
citotéxica de 0,02 ng/ml, la cual indujo el aumento de la actividad
transcripcional. Posteriormente, se las enfrentd a distintas dosis citotdxicas
de rhuTNF-a, en presencia 6 en ausencia de DEX, en dosis de 0,3-30nM y a
las 24 hs post-tratamiento se determiné el porcentaje de aumento en la
supervivencia por tratamiento con DEX, para las células que recibieron 6 no
priming de rhuTNF-a, tal como se describe en materiales y métodos. Segun
se observa (Fig. 13), el pretratamiento con rhuTNF-a indujo un aumento
significativamente mayor en la supervivencia por DEX (a cada dosis de DEX),

respecto de los cultivos que no recibieron priming frente a la dosis citotoxica

de 60 ng/ml.
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Figura 13. EL PRIMING DE TNF-a AUMENTA LA SENSIBILIDAD AL EFECTO
INHIBITORIO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA CITOTOXICIDAD
INDUCIDA POR ESTA CITOQUINA EN LAS CELULAS L-929.

Las células fueron incubadas durante 12 hs en ausencia ¢ en presencia de
rhuTNF-a 0,02 ng/ml (la supervivencia celular fue del 100 %), luego, el medio fue
reemplazado y las células fueron estimuladas con 60 ng/ml de la citoquina, en
presencia 6 en ausencia de DEX. El A % de aumento en la supervivencia celular
fue obtenido por substraccién del % de células sobrevivientes luego del
tratamiento con rhuTNF-a 60 ng/ml sin DEX (sin priming: 21,09 + 0,44 %, con
priming: 14,83 + 0,74 %) del correspondiente % de células sobrevivientes luego
del tratamiento con rhuTNF-a + DEX. Las barras corresponden a la media + SEM
(n=4). *p<0,05; **p<0,001 (ANOVA con test de Scheffe), respecto de cada
concentracion de DEX sin priming.

La figura 14, muestra los resultados obtenidos en similares condiciones

experimentales, para otras dosis citotéxicas de rhuTNF-a, como 20 y 10

ng/mil.
De acuerdo con estos resultados, puede concluirse, que los efectos de

rhuTNF-a sobre GR y su actividad transcripcional, tienen un correlato en un
aumento en la sensibilidad a la accion protectora de los GC en la apoptosis

inducida por esta citoquina sobre las células L-929.
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Figura 14

El priming de rhuTNF-a aumenta el efecto inhibitorio de los GC sobre la citotoxicidad
inducida por distintas dosis de rhuTNF-a. El porcentaje de aumento en el nimero de células
sobrevivientes en respuesta a DEX fue calculado tal como de describe en la figura 13. Los
resultados corresponden a la media + SEM (n=4) donde cada punto experimental se estudié
por triplicado, para cada dosis de TNF-a. * p <0.001 (ANOVA, test de Scheffé).
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V-DISCUSION

Variaciones en el numero y expresion de GR, podrian considerarse como
uno de los factores que modulan la sensibilidad de las células a GC. Sin
embargo, existen evidencias de que tejidos con un contenido similar de GR
presentan distinta sensibilidad a GC (Ballard, et al, 1974, Vamvakopoulos &
Chrousos, 1994). Ademas, se ha demostrado que variaciones en el numero
de GR durante el ciclo celular 6 en respuesta a una estimulacién mitogénica,
que conducen a un aumento del doble 6 el triple, no ocurren en paralelo con
un cambio en la sensibilidad de las células a GC (Duval, et al, 1977; Duval,
et al, 1976, Neifeld, et al, 1977, Smith, et al, 1977, Crabtree,et al, 1980; Cupps
& Fauci, 1982) .

Los GR se encuentran presentes en la mayoria de los tipos celulares del
sistema inmune (Homo-Delarche & Duval, 1987) y no se han encontrado
diferencias en el numero de GR entre las células B 6 T, sin embargo, los
monocitos contienen 2-5 veces mas sitios de unidn (Lippman & Barr, 1977).
Existen evidencias de que el LPS y/o las citoquinas inflamatorias pueden
aumentar el numero de GR en macréfagos de ratdn (Salkowski & Vogel,
1992) y en lineas celulares linfocitarias, monociticas y de hepatoma humanas
(Rakasz, et al, 1993). Por otro lado, también existen evidencias de que la
sensibilidad a los GC no presenta correlaciones significativas con el numero
de GR ni con la afinidad de los mismos en distintos tejidos linfocitarios (como
por ejemplo en el bazo y en el timo) ni en distintas especies. Todas estas
evidencias demuestran que la sensibilidad a GC no depende estrictamente
del nimero de GR, aunque si de su presencia, ya que, células que no
expresan GR resultan insensibles a la accién de GC (Bourgeois & Gasson,
1985; Gehring, 1980), sugiriendo que otros mecanismos tales como cambios
de su actividad transcripcional, podrfan estar involucrados. En este trabajo se

demuestra, que las citoquinas, en presencia de GC, actuando sobre células
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sensibles a GC y a citoquinas aumentan la actividad transcripcional de GC.
Tal como se observd en las células CV-1 y SK-N-MC, que no expresan GR,
pero que si expresan receptores de TNF-a, no se detecté actividad
transcripcional via GRE. Sin embargo, cuando estas células fueron
cotransfectadas con un vector de expresion constitutiva para GR, el TNF-a
aumenté la actividad transcripcional de estos receptores en respuesta a GC
aun en presencia de un numero de receptores constante, sugiriendo, que
existen al menos dos mecanismos por los cuales las citoquinas pueden
modular la sensibilidad a GC en sus células blanco: uno es el aumento en el
numero de GR que conduce a un aumento de la actividad transcripcional via

GRE y otro es un efecto directo sobre la actividad transcripcional de GR.

De acuerdo con lo expuesto en la introduccion de esta tesis, entre los
mecanismos responsables de la regulacién de la expresién génica, tanto
para los genes blanco de citoquinas y factores de crecimiento cuya
transcripcion es regulada fundamentalmente por los factores de transcripcién
NFxB y AP-1, asl como para los blanco de GC, regulados por GR, las
interacciones entre los receptores de esteroides y los factores de
transcripcion, constituyen la via principal de regulacion de la expresion
génica (Vacca, et al, 1992; Lucibello, et al, 1990; Diamond, et al, 1990; Jonat,
et al, 1990; Yang-Yen, et al, 1990). En general, las interacciones de GR con
AP-1, 6 con NF«B, conducen a una represion de la expresion génica de los
genes modulados por estos factores, tales como las citoquinas 6 los genes
blanco de citoquinas (Vacca, et al, 1992, Lucibello, et al, 1990; Diamond, et
al, 1990; Jonat, et al, 1990; Yang-Yen, et al, 1990), inhibiendo de este modo,
también la actividad biolégica de las mismas. Este serfa el principal

mecanismo molecular por el cual los GC ejercen inmunosupresion.
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Interesantemente, la relacién entre GR y los factores NFkB y AP-1 es
complicada, dado que existe una habilidad sinergistica de los complejos AP-
1/NFxB para revertir la inhibicion por GC (Scheinman, et al, 1995 a).

Por otro lado, la interaccién de GR con cada uno de estos factores, también
conduce a una represion de la expresion génica de los genes blanco de GC
via GRE (Ray & Prefontaine, 1994; Scheinman, et al, 1995 a; Caldenhoven,
et al, 1995). De acuerdo con estas evidencias, y los resultados aqui
presentados, podria interpretarse que el efecto inhibitorio de GC sobre la
actividad biologica de TNF-a, se debe a una inhibicién de la actividad
transcripcional de NF«B (por la formacion de complejos entre el GR activado
y NFkB), cuya activacion es inducida por esta citoquina (Sheinman, et al,
1995 b; Talley, et al, 1995). Mas aun, el acoplamiento de GR/NFxB no es el
unico mecanismo por el cual los GC pueden inhibir la actividad NFxB
inducida por TNF-a. De acuerdo con trabajos muy recientes, se demostro,
que ademas los GC pueden inducir la sintesis del factor inhibidor kB
(Sheinman, et al, 1995 b; Auphan, et al, 1995), aumentando de este modo la
proporcion de NFkB citoplasmatico acoplado al factor inhibidor (Fig. 15).
Todos estos mecanismos explicarfan muy bien los efectos de transrepresion
génica, como la accion de GC sobre la sintesis y accion bioldgica de
citoquinas. Los resultados aqui obtenidos demuestran, que existe ademas
una accion estimulatoria directa (independiente del aumento en el numero
de GR) de TNF-a sobre la actividad transcripcional de GR en presencia de
GC. Estas evidencias sugieren que las interacciones modulatorias entre
TNF-a y GC resultan complejas, pues, si bien el factor de transcripcion NF«xB,
inducido por TNF-a, puede inhibir la actividad transcripcional de GR via la
formacién de complejos GR/NFkB, otras sefales inducidas por esta citoquina
provocarian, precisamente el efecto opuesto: un aumento de la actividad

transcripcional de GR (Fig. 16). Mas aun, como estas interacciones ocurren

en forma simultanea, NFkB inducido por TNF-a, via la formacién de
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complejos GR/NFkB, podria estar ocultando (down titration) la accion
estimulatoria de TNF-a. Sin embargo, la inducciéon de kB, por TNF-a y por
GC (Scheinman, et al, 1995b), competirfa con GR por la formaciéon de
complejos NF«kB/IkB, dejando GR libre para la transcripcién génica. El
aumento en el numero de GR y de su actividad transcripcional por TNF-a
llevaria a un aumento de la expresién de los genes blanco de GC, ésto es,
un aumento en la sintesis de kB y por lo tanto de los complejos NF«kB/IxB
(Fig. 16). El resultado neto de estas interacciones es un bloqueo de la

transcripcion de los genes blanco de NFxB y un aumento de la expresion de

los genes blanco de GC.
De acuerdo con nuestros resultados, TNF-a no tiene ningun efecto sobre la

actividad transcripcional via GRE en ausencia de GC, por lo cual, puede
interpretarse que la accion de las citoquinas es sobre GR activados y entre
los mecanismos probables, que pueden favorecer la actividad transcripcional
podrian considerarse: un aumento en la estabilidad de los complejos GR-
ligando;, un aumento en su afinidad por GRE a través de algun cambio
conformacional de estos complejos, por fosforilaciéon por ejemplo; un
aumento del transporte al nucleo; 6 bien, la participacion de otros factores u
otras proteinas inducidas por TNF-a. De acuerdo a los resultados obtenidos
en los experimentos de cambio de movilidad electroforética, pudo
observarse, que TNF-a en presencia de DEX, aumento la union de GR a
GRE, sin la induccidon de nuevos factores que interaccionen directamente
con los complejos GR/GRE, 6 con GRE, dado que no se observé un cambio
en la movilidad electroforética de los mismos, ni la aparicion de nuevas
bandas. Mas aun, el TNF-a induce un aumento de la unién de GR a GRE.

El resultado concreto de estos mecanismos, es que la preincubacién de
células sensibles a TNF-a con una dosis no citotéxica de esta citoquina,
conduce a un aumento de la sensibilidad a la accién moduladora de GC, via

un aumento en el numero de GR y de su actividad transcripcional, lo cual
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Figura 15. VIAS DE TRANSREPRESION GENICA POR GC

Cuando TNF se une a su receptor, induce la activaciéon de NFkB, que se disocia de su
factor inhibidor, se transloca al nicleo e induce la transcripcién de sus genes blanco,
entre ellos, el factor inhibidor IkB. Los GC bloquean esta via por dos mecanismos:
formacioén de complejos entre GR/NFkB, y por la induccién de la transcripcién del factor
inhibidor, a mayor escala que en ausencia de GC.
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Figura 16. En respuesta a la estimulacién con TNF-a se produce la activacién del factor de
transcripcion NFxB y bajo estimulo de GC se activa su receptor. Ambos factores inducen la
transcripcién de sus respectivos genes blanco. La coestimulaciéon con TNF-a y GC produce
simultaneamente una seiial contraregulatoria de la transcripcién de los genes blanco de GC y de
NFxB. Para los genes blanco de NFxB, su expresién se bloquea tanto por acoplamiento de NFxB
con GR como por acoplamiento con IkB, cuya expresion es inducida tanto por TNF-a, asi como
por GC. La formaci6n de los complejos GR/NF«kB bloquearia la transcripcion de los genes blanco
de GC, sin embargo, IxB, estarfa compitiendo con GR por la formaciéon de complejos NFkB/IxB.
La formacién de estos complejos, resultarfa en un aumento de GR activado libre para la

transcripciéon génica. TNF-a, aumenta la actividad transcripcional de GR, via un aumento en el
numero de GR y un aumento de su unién a GRE. El resultado neto de estas interacciones es un
bloqueo de los genes blanco de citoquinas y un aumento de la expresion de los genes blanco de

GC.
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resulta en una mayor inhibicion de la citotoxicidad inducida por esta

citoquina.
Existen numerosas evidencias que demuestran que la
citotoxicidad/apoptosis de TNF-a es mediada por el receptor p55 (Tartaglia,

et al, 1991, Tartaglia, et al, 1993), mientras que ciertos autores sugieren que
p75 puede ser igualmente efectivo (Heller, et al, 1992; Heller, et al, 1993) y
otros incluyen al receptor p75 en la tamilia de Fas (Clement & Stamenkovic,
1994), 6 bien, sostienen que ambos receptores son necesarios para inducir
apoptosis (Vandenabeele, et al, 1995). En cuanto a la especificidad de
especie de estos receptores, es sabido que el hu TNF-a solo reconoce al
receptor p55 de raton (Lewis, et al, 1991; Kramer, et al, 1988). En nuestros
estudios, los efectos observados de TNF-a sobre las células L-929:
apoptosis, aumento de GR y aumento de su actividad transcripcional,
corresponden a acciones mediadas por el receptor p55, dado que la linea
celular es de raton y el TNF utilizado es humano. En cuanto a los efectos de
aumento de la actividad transcripcional vifa GRE sobre otras Ifneas celulares
no se puede descartar la participacion de p75 y otros receptores, como el de
IL-1 en las células U-373, dado que esta citoquina también produjo un

aumento de la actividad transcripcional de GR en estas células.

El TNF-a puede inducir la muerte celular a través de distintos mecanismos

como la necrosis ¢ bien apoptosis dependiendo del tipo celular (Laster, et al,
1988) y de la presencia de otras sustancias sensibilizadoras tales como
actinomicina-D, cicloheximida (Larrick & Wrigh, 1990), é in vivo, D-
galactosamina (Brouckaert, et al, 1993). En este trabajo, se confirma,
mediante el uso de la técnica de TUNEL que la muerte celular inducida por
hu TNF-a, via receptores p55 en las células L-929 es por apoptosis. De

acuerdo con lo expuesto en la introduccién de este trabajo, los GC tambien

inducen apoptosis en dlversos tipos celulares (Duke, et al, 1983; iwata, et al,

103



'YX X

T T T T T YT YT TeUTUYUUUUUOPO00000000000000000000

1991; Cohen, 1992; Zubiaga, et al, 1992; Cohen & Duke, 1984, Fernandez-
Ruiz, et al, 1989; Armant, et al, 1995; Dancescu, et al, 1992; Helmberg, et al,
1995; Rebolio, et al, 1995) y también existen evidencias de que las
citoquinas pueden tener un efecto protector en la muerte celular inducida por
GC (Fernandez-Ruiz, et al, 1989; Armant, et al, 1995; Dancescu, et al, 1992;
Rebollo, et al, 1995; Levy & Brouet;, 1994). Por otro lado, otros autores han
demostrado que los GC también pueden tener un efecto de inhibicién de la
apoptosis en células mieloides leucémicas (Lotem & Sachs, 1995) y en
neutréfilos humanos (Cox, 1995). De acuerdo con nuestras observaciones,

los GC tienen un efecto protector en la apoptosis inducida por TNF-a.

La muerte celular programada 6 apoptosis es un mecanismo que requiere de
la expresion de novo de ciertos genes. Si bien, este proceso no se conoce
en detalle, hasta el presente se han identificado numerosos genes y sus
productos involucrados en la inhibicién de este programa suicida, como por
ejemplo: los de la familia bcl-2, cuya sobreexpresién protege de la apoptosis
(Nuiez, et al, 1990; Deng & Podack, 1993; Talley, et al, 1995; Steller, 1995;
Thompson, 1995); 6 inhibidores como CrmA, de proteasas de la familia ICE

(Talley, et al, 1995; Steller, 1995, Bondreau, et al, 1995; Tewari & Dixit, 1995).

Entre los miembros de la familia ICE, se encuentra TRADD, una protelna que
interacciona con el receptor p55 de TNF e induce apoptosis y cuya accién es
antagonizada por CrmA (Hsu, et al, 1995). Sin embargo, resulta importante
destacar que en esta accion, si bien, se inhibe la muerte celular programada,
no se observa una inhibicién de la actividad NF«B, lo que indicar(a, que la
activacion de este factor de transcripcién por TNF-a, no esta involucrada en
la activacién de los genes inductores de apoptosis, 6 bien, que su activacion
es necesaria, pero se requiere de una actividad TRADD intacta. De acuerdo

con ésto, los mecanismos moleculares de transrepresién génica por GC a
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través de complejos NFxB/GR e induccién de kB, no serfan esenciales en la
inhibicién por GC de la apoptosis inducida por TNF-a.

De acuerdo con estudios recientes, los GC pueden aumentar los niveles de
expresion de los genes de la familia bcl-2 (Rebollo, et al, 1995; Lotem &
Sachs, 1995), y como se menciond anteriormente, la sobreexpresion de
estos genes inhibe la apoptosis, por lo cual, este podria ser uno de los
mecanismos responsables del aumento en la sensibilidad al efecto
inhibitorio de GC en la induccién de apoptosis por TNF-a en las células L-
929: el pretratamiento de las células con una dosis no citotéxica de TNF-a,
induciendo un aumento en el nuimero de GR y de su actividad transcripcional
podrfa conducir a una sobreproduccion de bcl-2, aumentando de este modo

la proteccién de apoptosis por GC.

Existen numerosas evidencias que demuestran que en el desarrollo de
patologlas inflamatorias agudas como el shock endotdxico existe una
hipersensibilidad al efecto letal de endotoxinas y pequefias cantidades de
LPS liberado por la pared bacteriana en infecciones con bacterias Gram-
negativas resultan suficientes para llevar a la muerte (Matsuura, et al, 1994).
Sin embargo, tambien se ha observado que el pretratamiento de animales
con pequefias dosis de LPS, conduce a un estado de hiposensibilidad
denominado tolerancia a endotoxina (Matsuura, et al, 1994; Szabg, et al,
1994; Evans & Zuckerman, 1991) en el cual se observa una disminucion en
el titulo de TNF-a plasmatico (el principal mediador de los efectos letales del
LPS) y una disminuciéon de la mortalidad. Aparentemente, los GC estan
involucrados en forma directa en el desarrollo de la tolerancia a endotoxina,
pues, de acuerdo con ciertos trabajos, se observd que animales
adrenalectomizados no desarrollan tolerancia, sin embargo, el tratamiento
con DEX conduce al desarrollo de tolerancia por la administracién de

pequehas dosis de endotoxina (Evans & Zuckerman, 1991). Por otro lado,
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existen numerosos trabajos que demuestran que los ratones

adrenalectomizados son mas sensibles a los efectos letales de TNF-a (Evans

& Zuckerman, 1991; Hinshaw, et al, 1982; Parant, et al, 1991). Ademas, la

misma dosis de anticuerpo anti TNF-a que resulta efectiva en el aumento de
la supervivencia de los ratones normales, en estos animales resulta
inefectiva (Evans & Zuckerman, 1991). Estas observaciones, podrian
interpretarse asumiendo que el pretratamiento con pequeias dosis de LPS,
conduce a la produccién de citoquinas en muy bajo titulo, pero suficiente
para activar el eje HPA, y los GC producidos estarfan involucrados en el
desarrollo de tolerancia al inhibir la posterior produccion de TNF-a en alto
titulo y evitando de este modo sus efectos letales. Sin embargo, el
mecanismo no es tan sencillo y aun no ha sido del todo esclarecido. Tal
como se mencioné anteriormente, los animales adrenalectomizados, tratados
con DEX desarrollan tolerancia al igual que los animales control, aunque, se
ha observado que animales adrenalectomizados, tratados con DEX, por via
oral, 20 hs antes de la administracion de endotoxina, si bien desarrollan
tolerancia, mostrando una supervivencia similar a la de los animales control,
producen altos tltulos de TNF-a (Evans & Zuckerman, 1991). Por lo tanto, de
acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, es probable
que el desarrollo de tolerancia sea debido a un aumento por TNF-a de la
sensibilidad al efecto de los GC circulantes en baja concentracién, los que

actuarfan inhibiendo las acciones letales de TNF-a, aunque la produccién de

esta citoquina permanezca en alto titulo.

De acuerdo con observaciones clinicas, se sabe que la ausencia de GC
enddgenos, agrava el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, pero, sin
embargo, la administracion de GC exégenos no mejora la supervivencia.
Esta paradoja, puede ser explicada, si se acepta que el grado de

supervivencia en respuesta a esta patologla, o cualquier otra que involucre
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una produccién de citoguinas, depende, mas bien del grado de resistencia o
sensibilidad a los efectos de GC, mas que a sus niveles hormonales. En este
sentido, resulta importante destacar que en numerosas patologlas
inflamatorias como la artritis reumatoidea y otras enfermedades
autoinmunes, asma esteroide-resistente o la osteoartritis degenerativa, se
manifiesta, como sintoma comun una resistencia de los tejidos blanco a la
accion de GC (Chrousos, 1995). Por otro lado, es sabido que el tratamiento
con GC lleva a una reduccion en la expresion de GR. De acuerdo con ésto,
los resultados obtenidos en este trabajo podrfan tener importantes
implicancias terapéuticas, pues se ha demostrado que las citoquinas pueden
aumentar la sensibilidad a GC, vla un aumento de la actividad transcripcional
de GR y un aumento en el nimero de GR. En este sentido, existen
evidencias de que IL-18 puede aumentar el efecto inhibitorio de los GC
sobre la producion de enzimas degradativas en fibroblastos sinoviales de
conejo (Hoshino, et al, 1994), constituyendo un buen ejemplo de las posibles
aplicaciones terapéuticas de esta citoquina en el tratamiento de la artritis
reumatoidea.

Hemos demostrado que este fendmeno puede considerarse pleiotropico,
dado que fue observado en distintos tipos celulares, de origen nervioso,
epitelial, fibroblastico, hipofisiario, por lo que, podrfamos pensar, que
cualquier tipo celular que presente receptores para citoquinas y para GC,
puede considerarse un blanco de accién para la regulacién de los genes

portadores de GRE en su promotor.

El correcto funcionamiento del sistema inmune, resuita fundamental para la
supervivencia del individuo, sin embargo, una respuesta inmune exacervada
y una sobreproduccion de citoquinas inflamatorias, puede resultar letal. Por
otro lado, de acuerdo con los antecedentes presentados en la introduccion

de esta tesis, existen numerosas evidencias que demuestran que el sistema
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inmune no se encuentra totalmente autorregulado y ponen de manifiesto las
interacciones modulatorias entre el sistema inmune y el sistema
neuroendécrino. Una de las vias neuroinmunoenddcrinas por las cuales el
organismo se protege de los efectos nocivos de una hiperinmunidad es la
activacion del eje HPA que conduce a la produccién de GC que ejercen
inmunosupresién (Munck, et al, 1984; Munck & Guyre, 1986). De acuerdo
con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir, que las
citoquinas, ademas de inducir la produccion de GC, pueden modular la
sensibilidad a los mismos a nivel molecular, aumentando la actividad
transcripcional de l10s GR en sus células blanco, aumentando de este modo

Su accion contrareguladora.
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VI-CONCLUSIONES

1- Se confirma que la citotoxicidad ejercida por TNF-a sobre las células L-
929 es via apoptosis, Ia cual es inhibida por GC.

2- El TNF-a puede aumentar la actividad transcripcional de GR via GRE en
las células L-929.

3- Este efecto requiere de la presencia de GR activados y de la integridad de
los GRE en tandem.

4-El aumento de la actividad transcripcional de GR por TNF-a ocurre a través
de dos mecanismos:

a-Un aumento en el nimero de GR, a nivel transcripcional.

b- Por accion directa, via un aumento de la unién de GR a GRE.

5- La acciéon de TNF-a es un efecto pleiotropico que ocurre en otros tipos
celulares como las células tumorales epiteliales humanas Hela,

glioblastoma humano U-373 y células hipofisiarias de ratén AtT-20.
6- El efecto de TNF-a sobre la actividad transcripcional de GR tiene un

correlato con un aumento en la sensibilidad a la accién inhibitoria de los GC
sobre la citotoxicidad/apoptosis inducida por TNF-a sobre las células L-929.
7- Estos mecanismos contribuyen a aumentar la sensibilidad de las células

blanco a la accidn contraregulatoria de los GC.
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