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ABSTRACT

Cytokine-induced glucocorticoid secretion and glucocorticoid inhibition of

cytokine synthesis and pleiotropic actions act as important safeguards ¡n

preventing cytokine over-reaction. We found that tumor necrosis factor-a (TNF­

a) increased glucocorticoid-induced transcriptional activity of the glucocorticoid

receptor (GFi)via the glucocorticoid response elements (GRE) in L-929 mouse

fibroblasts transfected with a glucocorticoid-inducible reporter plasmid. In

addition, TNF-a also enhanced GFl number and transcriptional activity on GFt

promoter (HGRP) in L-929 cells transfected with a HGFlP reporter plasmid. The

TNF-a effect on transcriptional activity was absent in other cell lines that

express TNF-a receptors but not GFis, and became manifest when a GR

expression vector was cotransfected, indicatingthat TNF-a, independent of any

effect it may have on GR number, has a stimuiatory 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-¡nduced

cytotoxicity/apoptosis. TNF-a and lL-fp had the same stimulatory action on

glucocorticoid-induced transcriptional activity of the GR via the GRE, in

different types ot cytokine/glucocorticoid target cells (glioma, pituitary,

epithelioid). The phenomenon may therefore reflect a general molecular

mechanlsm whereby cytokines modulate the transcriptional activity of the GR,
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thus potentiating the counter-regulation by glucoconicoids 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 producción de glucocorticoides (GC), los cuales

inhiben la producción de citoquinas y sus acciones biológicas, protegiendo

al organismo de una respuesta inmune exacerbada.

Se observó que el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) aumentó la

actividad transcripcional inducida por GC via elementos respondedores a

GC (GRE) en tibroblastos de ratón L-929 transtectadas con un plásmido

reporter inducible por GC. Además, TNF-a aumentó el número de

receptores para GC (GFi) y la actividad transcripcional en el promotor de

GR (HGRP) en células L-929 transtectadas con un plásmido reporter

HGRP. TNF-a no tuvo etecto en células que no expresan GR pero que si

expresan receptores para TNF-a, aunque, el electo fue evidente cuando

estas células tueron cotranstectadas con un vector de expresión para GFi.

Estas acciones ponen de manifiesto. que TNF-a puede aumentar la

actividad transcripcional de GFien respuesta a GC independientemente del

aumento en el número de GFi. Más aún, TNF-a aumentó la unión de GR a

GRE. Como correlato biológicode estos efectos, un priming (preincubación)

de TNF-a (dosis baja, no citotóxica) aumentó significativamente la

sensibilidad a la acción inhibitoria de los GC sobre la

citotoxicidad/apoptosis inducida por TNF-a en las células L-929. TNF-a e IL­

15 tuvieron el mismo efecto estimulatorio sobre la actividad transcripcional

de GR en distintos tipos celulares (glioma. epiteliales, hipolisiarias).

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

célula blanco.

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

responding element- apoptosis.
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l-INTRODUCCION

1-CITOQUINAS

Las citoquinas son proteínas producidas principalmente por el sistema

inmune con importantes funciones regulatorias. que ejercen su acción en

forma autócrina, endócrina o parácrina al interaccionar con receptores

específicos presentes en diferentes tipos celulares. Esta interacción conduce

a la activación. proliferación, diferenciación o muerte de su célula blanco.

Originalmente fueron consideradas como factores moduladores dentro del

sistema inmune. producidos por tipos celulares específicos (principalmente

macrófagos y células T) en respuesta a una infección y con un blanco de

acción restringido. Actualmente, existen numerosas evidencias de que estas

proteínas pueden actuar sobre otros tejidos no inmunes como el sistema

nervioso central o el sistema endócrino modulando la síntesis de

neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas, así como la síntesis y

expresión de otras citoquinas y sus receptores.

Dentro del sistema inmune, las citoquinas producidas por linfocitos y

macrófagos en respuesta a una infección tienen un rol en la activación y

diferenciación linfocitaria. La interleuquina-1(IL-1), producida por

macrófagos, estimula la proliferación de los clones linfocitarios específicos

para el reconocimiento y destrucción del antígeno y la interleuquina-2 (IL-2)

producida por las células T. es el principal factor de crecimiento autócrino y

parácrino producido por estas células. Otras citoquinas. como por ejemplo la

IL-3, participan en el desarrollo y maduración linfocitaria (tabla l).

Existen sin embargo, numerosas patologías y síndromes de inflamación

asociados a la producción crónica o de altos niveles de citoquinas, en

particular, las citoquinas inflamatorias, como lL-1, lL-6 o el factor de necrosis

tumoral-a (TNF-a) con graves consecuencias para la salud del individuo, y



que inclusive pueden llevar a la muerte. En ocasiones, estas citoquínas son

las responsables de la patología o de la sintomatología que Ia acompaña.

De acuerdo con estas observaciones, puede considerarse entonces, que una

producción controlada de citoquínas puede tener efectos benéficos para la

salud del individuo. mientras que la superproducción puede resultar letal.

Dado que el sistema inmune no se encuentra totalmente autorregulado, el

equilibrio homeostático de Ia producción y funcionalidad de las citoquínas es

mantenido a través de la interacción entre los sistemas nervioso. endócrino e

inmune constituyendo el sistema neuroinmunoendócrino.

El conocimiento de estas vlas de interacción. asi como de los factores y

aspectos que modulan la sensibilidad de cada uno de sus componentes

(células nerviosas, endócrinas o inmunes) a la acción

neuroinmunomoduladora resulta crucial. desde puntos de vista básicos y

aplicados.

Dado que el presente trabajo se centra en las interacciones regulatorias

entre el TNF-a y los glucocorticoides (GC), se describirán las propiedades y

acciones más importantes de esta citoquina, mientras que. respecto de lL-1,

solo se darán algunos ejemplos de sus efectos biológicos más importantes.

sin distinción entre los subtipos a y B,dada la similitudentre las mismas.

Tabla l. Propiedades biológicas de las citoquínas (Burke. et al, 1993).

lnterleuqulnee Acciones

|L-10.y p inducción de las proteinas de la fase aguda.
inducción de hipotensión y fiebre,
estimulación de la hematopoiesis ¡n vivo,
activación de células T.
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células B.
estimulación de la actividad de granulocitos. eosinófilos y celulas NK,
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis,
regulación de funciones de células endoteliales,
regulación de actividad osteoclástica.



lnterleuquinas Acciones

IL-2 activación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de celulas T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de celulas B,
estimulación de la actividad de células NK,
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.
actividad antitumorai In viva

lL-3 estimulación de la hematopoiesis ¡n vivo,
estimulación de la diferenciación y proliferación de las células B.
estimulación de la actividad de los eosinófilos y células NK,
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.

lL-4 activación de celulas B.
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de celulas B,
activación de macrófagos.
activación de células T.
estimulación de la proliferación y diferenciación de celulas T.
estimulación de la actividad de los eosinófilos y células NK,
selección de isotipos (IgE, lgG).

estimulación de la hematopoiesis. ‘
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.

IL-5 activación de células B.
estimulación de la actividad de los eosinófilos.
selección de isotipos (lgA),
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.

IL-6 inducción de las proteinas de la fase aguda.
estimulación de la hematopolesis.
activación de células T,
estimulación de la proliferación y de ia diferenciación de células T.
estimulación de la diferenciación de células B.
estimulación de la actividad de las células NK,
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.
regulación de actividad osteoclástica.

|L-7 activación de células T.
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células T.
estimulación de ia proliferación y de la diferenciación de células B.
estimulación de la actividad de las células NK.

|L-8 activación de celulas T.
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.

IL-9 estimulación de la proliferación de células T.

|L-10 estimulación de la proliferación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de celulas B.

|L-11 inducción de las proteinas de la fase aguda.
estimulación de la hematopoiesis.

lL-12

selección de faciles SigEz.

estimulación de la actividad de las células NK,
estimulación de la proliferación de células T,
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1-A-TNF-a

El TNF-a, originalmente descripto por su actividad antitumoral. es una

citoquina producida principalmente por los macrótagos y monocitos. El gen

de TNF-a está 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 acción biológica a

través de la formación de trimeros por unión a receptores especificos,

probablemente por cross-linkingde dos o tres receptores de superficie.

Otra molécula relacionada al TNF-a es la liniotoxina o TNF-[3, cuya

producción está restringida a las células B y T. Aunque estructuralmente

presenta cierta homologia con el TNF-a, su rol biológico no está aún bien

definido, pues, existen evidencias de que ambas tienen actividades similares

¡n vitro, pero. las acciones mediadas por Iintotoxina son menos potentes, o

bien antagónicas con TNF-o.(Armitage, 1994). Todos los electos de TNF que

se describen a continuación 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 los

últimos años desde puntos de vista básicos y aplicados por sus múltiples

electos biológicos tales como: (a) Actividad prointlamatoria, siendo además

el principal mediador del shock séptico. (b) Actividad inmunológica. (c)

Actividad antitumoral. Su actividad antitumoral se relaciona con su acción

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



a) ACTIVIDADPROINFLAMATORlA-ROL EN SHOCK SEPTICO

Esta citoquina puede actuar sobre los leucocitos polimortonucleares (PMN),

que son el principal tipo celular presente en procesos inflamatorios agudos.

Estas células responden al TNF-a incrementando su adhesión a las células

endoteliales, las que. por otro lado, expresan más selectina y la molécula de

adhesión ¡CAM-1, contribuyendo de este modo a la adhesión de los

neutrótilos (Floebuck, et al 1995; Ledebur & Parks. 1995; Kuijpers. et al,

1994). Una vez que los PMN se han extravasado, se produce Ia

degranulación de estas células en forma localizada en el sitio de inflamación.

Además. el TNF-o.actúa sobre las células endoteliales. induciendo una

actividad procoagulante que lleve a la trombosis y necrosis de los tejidos

inflamados (Jirillo, et al, 1995).

EI TNF-a asi como la lL-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 destrucción de la matriz ósea por

activación de los osteoclastos e inhibiendo la síntesis 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 cartílago, la

reabsorción de proteoglicano ocurre simultáneamente con la inhibición de su

sintesis (Dayer. et al. 1985; Sakatuala, 1986).

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

agudo, es la inducción de liebre y proteinas de tase aguda (Figari, et al,

1986).

Las citoquinas IL-1 y TNF-a son vitales para el mantenimiento de la

homeostasis inmune, sin embargo, la sobreproducción de las mismas, puede

llevar a la predominancia de electos proinilamatorios que caracterizan

estados patológicos tales como la sepsis.



El TNF-a es considerado como el principal mediador de los sintomas

observados en el shock séptico, incluyendo hipotensión, trombosis

intravascular, edema pulmonar. necrosis de diversos tejidos y hemorragia,

que finalmente llevan a la muerte. Estos efectos pueden inducirse

experimentalmente, por la administración de Iipopolisacárido bacteriano

(LPS), que es un constituyente de la pared bacteriana, responsable de la

activación de los monocitos para la producción de las citoquinas

inflamatorias.

Existen numerosas evidencias que sustentan esta idea: TNF-a es la primera

citoquina que aparece en la circulación en la sepsis experimental, en

endotoxemia en humanos y en animales de laboratorio. La aparición

sistémica de TNF-a es detectada a los 45 minutos y alcanza un pico a los 90

minutos post inyección de LPS, coincidiendo con el desarrollo de los

sintomas clinicos de sepsis. Otras citoquinas involucradas en la patogénesis

de la sepsis son lL-f e IL-6 también producidas por macrófagos. más

tardlamente que el TNF-a. La administración de altas dosis de TNF-a

recombinante a animales produce un sindrome con todas las caracteristicas

de la sepsis (Tracey, et al, 1986). La administración de dosis subletales de

TNF-a mimetiza los cambios hemodinámicos vistos en sepsis (Schirmer, et

al, 1989). Además, el efecto letal debido a la administración intravenosa de

endotoxina en ratones es bloqueado por el pretratamiento con anticuerpo

policlonal anti-TNF-a (Tracey, et al, 1987). Se demostró también que Ia

neutralización de TNF-a tiene un efecto de atenuación en la síntesis de IL-f

e IL-6, sugiriendo que TNF-a es un intermediario en la producción 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 8. Sauerwein, 1993). Sin embargo, TNF-a parece no ser critico

para todas las formas de sepsis, dado que los anticuerpos anti-TNF-a no



confieren protección en la peritonitis séptica experimental (Bagby, et al,

1991). Es probable que IL-1 interactúe con TNF-a para inducir el clásico

sindrome séptico, ya que ambos sinergizan en la producción de toxicidad

sistémica (Okusawa, et al. 1988), y el tratamiento con el antagonista del

receptor de lL-1 resulta en una protección contra la endotoxemia letal y la

sepsis sin afectar la concentración de TNF-a en suero (Ohlsson. et al, 1990).

Según trabajos recientes. otro probable mediador de la endotoxemia letal

podria ser el factor de inhibiciónde Ia migración de macrótagos (MIF), pues

la administración de dosis letales de endotoxina simultáneamente con

anticuerpos anti-MIF resulta en una supervivencia del 100 °/ode los ratones

(Bernhagen, et al, 1993).

Estas evidencias, sustentan la idea de que la sintomatología que acompaña

al shock séptico, que no es revertida por el uso de antibióticos, es

consecuencia directa de la sobreproducción de citoquinas inflamatorias más

que de la infección bacteriana.

De acuerdo con esta idea. resulta evidente y necesaria la existencia de

mecanismos estrictos de control de la producción y modulación de la acción

biológica de la citoquinas, a través de diversos mecanismos del propio

sistema inmune y también neuroinmunoendócrinos.

b) ACTIVIDAD INMUNOLOGICA

En respuesta a una infección, la presentación del antígeno, asl como la

activación lintocitaria se realiza en el contexto del MHC. El TNF-a induce la

expresión de estas moléculas: MHC clase I, al actuar sobre las células

endoteliales y fibroblastos de la dermis (Collins. et al, 1986) y MHC clase II

en macrótagos y células p del páncreas (Chang & Lee, 1986). En las células

endoteliales, el TNF-a induce la expresión de ¡CAM-1y de otras moléculas



de adhesión como VCAM-t y ELAM-1,incrementando de este modo, la unión

de células T y de células presentadoras de antígeno (Mackay & lmhof. 1993;

Wríde & Sanders. 1995).

Esta citoquina también manifiesta una acción 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 ratón, y además se ha observado su expresión en el timo de

estos animales (Ranges, et al, 1988). En las células T activadas, esta

citoquina induce la expresión de receptores para IL-2 y la producción de

interferón y (lFN-y),aumentando de este modo. la respuesta de las células T

ala lL-2 (Yokota, et al, 1988).

Células B: De acuerdo con estudios realizados ¡n vitro.se ha demostrado

que el TNF-a es un factor de crecimiento para las células B humanas (Jirillo,

et al, 1995) y además de su función mitogénica, estimula la secreción de

inmunoglobulina M (lgM) en presencia de lL-2y de Staphylococcus aureus

straín I (SAC) (Jirillo, et al. 1995).

Macrófagos: El TNF-o.actúa directamente sobre estas células induciendo la

síntesis de lL-1, e indirectamente, al estimular la unión de macrófagos a las

células endoteliales. favorece la presentación de antígeno, así como la

activación de las células T y B. Por otro lado, esta citoquina también ejerce

una función antiparasitaria: macrófagos activados por TNF-a resultan

efectivos en la eliminación de diversos parásitos como Plasmodium

chabaudi, Leishmania major, Trypanosoma cruziy Schistosoma mansoní, vía

la síntesis de óxido nítrico (NO) (Liew. et al. 1990; Vlfirth& Kierszenbaum,

1988). Según estudios recientes, se ha detectado la expresión de esta

citoquina en la membrana de sus células productoras: monocitos y

macrófagos, conjuntamente con otras citoquinas como lL-1, lL-6 e IL-8. En

este contexto, el contacto célula-célula a través de receptores especificos en

las células PMN, podría favorecer su actividad fagocítica (.Jirillo,et al, 1995).



c) ACTlVIDAD ANTITUMORAL: APOPTOSIS

Ciertos estímulos patológicos 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 fisiológicas y que consiste en la eliminación de tipos celulares

especificos, como ocurre en distintos procesos tales como el desarrollo y

metamorfosis o en la maduración de las células T en timo, donde son

eliminados los clones con alta afinidad por lo propio. Esta forma de muerte

celular llamada apoptosis ó muerte celular programada, involucra cambios

morfológicos característicos como condensación de Ia cromatina y del

citoplasma, dilatación del retfculo endoplásmico y fragmentación del DNA.

Se han identificado además. una serie de moléculas tales como: nerve

growth factor receptor(NGFR), CD40, CD27. CDSO,OX40, Fas y el subtipo

p55 del receptor de TNF. todas ellas, miembros de una supertamilia de

receptores con alta homologla, que al interaccionar con sus Iigandos inducen

apoptosis (Armitage, 1994; Smith, et al, 1993).

A diferencia de la necrosis. que es un proceso pasivo. la apoptosis requiere

de la expresión de novo de ciertos genes, cuya activación puede ocurrir a

través de diferentes estímulos. A pesar de estas diferencias de clasificación

en el tipo de muerte celular, muchos procesos necróticos involucran

apoptosis, como por ejemplo la necrosis hemorrágica de tumores mediada

por TNF-a. De acuerdo con ciertos estudios, se ha sugerido que el TNF

induce apoptosis via la activación 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 degradación del DNA(Vaux, 1993 a).

Otros genes involucrados en este proceso son ced-3 y ced-4, cuya acción es

antagonizada por la expresión de ced-9 (Vaux, 1993 a; Yuan & Horvitz,

1990). En mamíferos, el primer gen identificado en la regulación de la

apoptosis fue bcl-2. Se ha demostrado que la expresión de este gen

prolonga la supervivencia y que además puede prevenir Ia muerte celular

programada en células mieloides y linfoides cuando son cultivadas en

ausencia de factores de crecimiento (Nuñez. et al, 1990; Deng & Podack,

1993). Por otro lado bol-2 también puede prevenir la muerte de neuronas en

ausencia de NGF, asi como la muerte celular mediada por c-myc

(Bissonnette, et al, 1992). sin embargo, no protege de la muerte celular

inducida por células T-citotóxicas (Vaux, et al, 1992). Otros dos miembros de

esta familia son bcl-x y bax. El gen bcl-x codifica para dos polipéptidos: bcI-xs

de bajo peso molecular y bcI-xLde alto peso molecular. El primero, si bien no

promueve apoptosis. puede bloquear el efecto protector de bol-2 y bcl-xL

(Vaux, 1993 b; Boise. et al, 1993)_En cuanto a los productos del gen bax, se

han identificado dos productos: bax a y bax B,que pueden formar

heterodlmeros con el producto de bcI-2 bloqueando su actividad anti­

apoptótica (Oltvai, et al. 1993). Entre los factores inductores de apoptosis, se

encuentra la enzima convertidora de lL-1B(ICE), cuya secuencia presenta

gran homologfa con ced-3 (Yuan, et al, 1993). Se ha demostrado que la

sobreexpresión de ICE en células de mamífero induce apoptosis (Miura et al,

1993). Por otro lado, existen evidencias de que las proteinas de la matriz

extracelular tendrían un rol protector via la regulación negativa de la

expresión 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



a y por Fas (Tewari & Dixit, 1995). Sorprendentemente, el único blanco de

acción para CrmA que se conoce hasta el presente es ICE (Ray, et al, 1992),

lo que sugiere que el TNF-a, induce apoptosis via la inducción de la

expresión de ICE. De acuerdo con esta idea. recientemente, se ha

identificado una nueva proteina llamada TRADDde 34 kD que interactúa con

el dominio intracelular de los receptores p55 de TNF, lo que resultaría

esencial en la inducción de apoptosis (Hsu. et al, 1995). La sobreexpresión

de TRADD,genera dos de las principales respuestas inducidas por TNF-a:

inducción de apoptosis y la activación del factor de transcripción NFKB. La

expresión de CrmA, inhibe la apoptosis mediada por TRADD, pero no la

activación de NFxB, lo que sugiere que la participación de este factor no es

necesaria para la inducción de apoptosis, ó, que por lo menos, su activación

no tiene un rol importante si se encuentra reprimida la actividad ICE. Esto es

importante, ya que TNF-a es una de las pocas citoquinas capaces de

translocar el factor de transcripción NF-xBdesde el citosol hasta el núcleo,

activando asi la transcripción de numerosos genes.

Las células L-929 (fibroblastos de ratón) constituyen un blanco de acción

citotóxica para TNF-a y son ampliamente utilizadas para la titulación de esta

citoquina (Costas, et al, 1993). Según ciertos autores los efectos de TNF-a

sobre estas células son via apoptosis y la Iipoxigenasa tendria un rol central,

descartando la participación 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

utilización ó no de drogas sensibilizadoras como actinomicina-D ó

cicloheximida (Larrick & Wright, 1990), en presencia de TNF-a genera un

modelo de muerte celular diferente y que utiliza señales intracelulares

diferentes (Reid, et al, 1995). Otros trabajos sugieren que esta citoquina

induce citolisis en las células L-929. sin fragmentación de DNA,via un daño

en la cadena respiratoria mitocondrial que precede a Ia activación de la



tostolipasa A2 (PLA2) (Higuchi. et al. 1995). Según las observaciones de

ciertos autores, el tratamiento de las células L-929 con hUTNF-a induce la

aparición de núcleos hipodiploides, según fue determinado por citometria de

flujo (Pagliacci, et al. 1993). concluyendo por lo tanto que la citotoxicidad

lnducida por esta citoquina sobre estas células es por apoptosls.

En resumen, si bien existen numerosas evidencias de que el TNF-or.induce

apoptosis ó necrosis y de los mecanismos probables, en numerosas lineas

celulares (Laster, et al, 1988), no está 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 podria ser uno de los mecanismos de regulación de la

actividad biológica. Tal como se mencionó anteriormente, el subtipo de

receptor p55 presenta alta homologia y forma parte de la familia de

receptores: NGFR, CD40, C027, C030, antígeno 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 utilizandistintas vias de transducción de señales.

Muchos tejidos no responden perceptiblemente al TNF-a y, sin embargo

contienen receptores y pueden unir, internalizar y degradar el Iigando. Las

células sensibles al mediador requieren de la presencia necesaria pero no

suficiente de receptores celulares (Cuturi, et al, 1987).



A partir del clonado de ambos receptores, se observó que el huTNF-a no

interactúa con el subtipo de receptor p75 de ratón. sino que se comporta

como un agonista especifico del subtipo p55, mientras que el TNF-a de ratón

(mTNF-a) interactúa 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 sólo pueden ser inducidas por mTNF

requieren de ambos subtipos de receptor. Es importante destacar que en

sistemas humanos ambos subtipos de receptor pueden ser gatiliados por

ambos tipos de TNF-a.

De acuerdo con estudios ¡n vitro, el TNF-o. ha sido considerado durante

mucho tiempo como una citoquina no especie especifica. La primera

excepción a esta regla tue la observación de una actividad especifica 50

veces mayor para mTNF-a vs. huTNF-a en un ensayo donde el TNF-a (o lL­

1) induce la conversión a células T-citotóxicas y la aparición de receptores

para lL-2 en una linea celular híbrida (ratón-rata) como P060 (Plaetinck, et al,

1987). Esto fue seguido por la demostración de que mTNF-a pero no huTNF­

a es activo en la proliferación 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 especificas del TNF-a mediadas por p55, este receptor

participaria en la modulación de la adhesión leucocitaria a las células

endoteliales y estaria involucrado en la mediación de citotoxicidad. aunque

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

En cuanto a las distintas actividades mediadas por TNF-a. aún no está

totalmente claro cuales están mediadas por el subtipo p55. p75 ó ambos. Por



el uso de anticuerpos agonistas anti-p75 de ratón. se determinó que la

acción de TNF-a sobre las células CT-6 es mediada por receptores p75 y

también se observó. que las células P060 se vuelven respondedoras a

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

Aparentemente todas las células expresan los dos tipos de receptores, sin

embargo, de acuerdo con trabajos recientes. ratones deficientes para la

expresión de receptores p55, son capaces de resistir un shock endotóxico.

pero sin embargo mueren debido a una infección por Lísteria monocítogenes

(Ptefter, et al, 1993).

De acuerdo con estudios realizados ¡n vivo, acerca de la actividad

antitumoral del TNF-a. se observó que mTNF-a tiene una potente actividad

antitumoral en un modelo de melanoma singeneico de ratón (BtGBLG),

mientras que hu TNF-a practicamente no tiene actividad. Sin embargo, la

administración de IFN-y,hace a ambos tipos de TNF-a igualmente efectivos

(Brouckaert. et al, 1993) en su acción antitumoral. Estos resultados

demuestran que. al menos, para ciertos mecanismos antitumorales. la

participación de los receptores p75 es importante y necesaria.

Existen evidencias de que ambos subtipos de receptor utilizan distintas vias

de transducción de señales ¡ntracelulares. sin embargo, de acuerdo con Io

señalado anteriormente. ciertas acciones mediadas por receptores p55

requieren de receptores p75 ó 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. Según uno de estos

modelos (Tartaglia &Goeddel, 1992). los receptores p75 al interaccionar con

TNF-a, tendrian la tunción de acumular esta citoquina en la superficie celular

facilitando su interacción con los p55. Otros autores. proponen también un

modelo cooperativo, pero a nivel intracelular: interferencia de las señales

¡ntracelulares mediadas por ambos subtipos de receptor, o bien, cross-talka

nivel transcripcional (Brouckaert. et al. 1993).



En cuanto a las señales intracelulares. según ciertos estudios, el factor de

transcripción NFxB seria activado vla receptores p55 (Schutze. et al, 1992),

probablemente, via la generación de ceramida por una estingomielinasa

acidica. y NFKBuniéndose a las secuencias especificas en la región

promotora de varios genes modularia su expresión: moléculas de adhesión

en las células endoteliales, el mismo TNF-a, E-selectina. lCAM-1y VCAM-t

(Aggarwal 8. Eessalu, 1987). Asi mismo. la NO sintetasa seria inducida por

este subtipo de receptor (Leist, et al, 1995). Por otro lado existen evidencias

de que la interacción de TNF-a con los receptores p55 activarla una

tostolipasa C especifica de tostatidiI-colina (PC-PLC), activando un subtipo

de PKC independiente de Ca2+-la cual mediarla la inducción de JUN y FOS,

ambos constituyentes del tactor de transcripción AP-1 (Heller & Kronke,

1994). En cuanto a las acciones citotóxicas de TNF-a. se ha sugerido que

serian mediadas por la generación de radicales libres via la activación de la

Iipoxigenasa (Chang. et al. 1992).

El número de receptores para TNF puede ser regulado por varios factores. El

lFN-y provoca un importante aumento de su expresión. aún manteniendo

constante su afinidad (Aggarwal, et al, 1985). La lL-1 y esteres del forbol

producen el efecto contrario (Holtman & Wallach. 1987).

1-B- INTERACCIONES NEUROINMUNOMODULATORIAS

Numerosos estudios han demostrado la existencia de circuitos

bidireccionales de neuroinmunorregulación. El alto grado de complejidad del

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

Interacción entre los mismos involucradiferentes tipos celulares y estructuras

capaces de recibir y emitir señales. Los circuitos neuroinmunomodulatorios

involucran: vías nerviosas "rápidas", aterentes y eterentes y vias "lentas",



constituidas por hormonas, neuropéptidos y citoquinas. La gran variedad de

neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas producidos por el sistema

nervioso y las glándulas endócrinas. pueden actuar sobre las células

inmunes. y éstas. a su vez, enviar mensajes de retroalimentación a través de

citoquinas al sistema neuroendócrino.

Sin embargo, no solamente estos sistemas se hallan integrados en

situaciones de homeostasis. La regulación aberrante de uno de ellos puede

ser responsable del desarrollo de una condición patológica en el otro.

En cuanto a sus acciones sobre el sistema neuroendócrino. las citoquinas

actuarlan como mensajeros del estado de homeostasis del organismo: en

respuesta a una infección, el sistema inmune estaria capacitado para captar

estímulos que no serian reconocidos por el SNC y periférico y sólo serian

captados por las células inmunes (ej. bacterias, virus, tumores. antígenos y la

integridad de todas las membranas celulares). Este reconocimiento seria

transformado por las células inmunes en información: citoquinas, las cuales

tienen acción sobre el sistema neuroendócrino. En respuesta, el SNC y

periférico libera hormonas. neurotransmisores y neuropéptidos, que son

reconocidas por las células del sistema inmune provocando cambios

inmunológicos especificos (Blalock, 1984).

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

NEUROENDOCRINO

Además de las células inmunes. el SNC es una de las fuentes productoras

de citoquinas. Por ejemplo. células de la micro y macroglla producen lL-1,

TNF-a, lFN-y. lL-2 e lL-3 (Okamoto. et al, 1990; Velasco. et al. 1991;

Lieberman. et al, 1989; Frei, et al. 1985). En neuronas del hipocampo se



describió la expresión de receptores para lL-1 e lL-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 ll. Citoquinas producidas en el SNC

CITOQUINA

TNF-a

TNF-B

IFN-y

IFN-a

IFN-B

TGF-B

lL-1

IL-2

lL-3

|L-6

CELULA PRODUCTORA

astrocitos, macrótagos

microglía, astrocitos,

astrocitos, linfocitos

astrocitos

astrocitos

astrocitos. microglia,

microglia, astrocitos.

astrocitos, linfocitos

astrocitos

astrocitos, microglia,

linfocitos T

macrótagos

macrófagos

macrófagos

De todas estas citoquinas halladas en el sistema nervioso. algunas se han

hallado en situaciones de homeostasis, en cambio otras han sido asociadas

a daño cerebral.

La participación del astrocito en la respuesta a un desafio inmunológico es

un emergente campo de investigación dentro de la neuroinmunologia. Los

astrocitos tienen la capacidad de proliferar, tagocitar y secretar mediadores y

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

macroglia posee la capacidad de secretar ciertas citoquinas en determinadas



situaciones patológicas. aunque no esté bien determinado su rol patogénico,

como por ejemplo, la secreción de IL-1, TNF-a y TNF-B en la esclerosis

múltiple, la de IL-f en Alzheimer y TNF-a e iL-6 en meningitis bacteriana, HIV

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

También en estructuras con función endócrina se ha detectado la expresión

de interleuquinas y sus receptores. lL-1Be IL-6fueron halladas en células

del hipotálamo (Breder, et al, 1988). El material inmunoreactivo para lL-1B

encontrado en la pituitaria se incrementa después de un tratamiento

inmunoestimulante con LPS (Koening, et al, 1990).

En células de la hipófisis anterior se demostró la producción de lL-6,

estimulada por lL-f (Spangelo, et al, 1991; Yamaguchi, et al, 1990) y la

expresión de receptores para lL-6 (Ohmichi, et al, 1992). Se ha detectado la

expresión de IL-6en 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 expresión de

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

1-D-EFECTOS CENTRALES DE LAS CITOQUINAS

Las citoquinas. además de ser mediadoras de la inflamación, juegan un rol

fisiológico como factores tróficos. neuromoduladores o neurotransmisores.

ocasionando cambios a nivel endócrino y en el comportamiento del

individuo. Se encuentran bien caracterizados los efectos centrales que

ocasionan las citoquinas (de origen central ó periférico) y en particular la lL-1

y el TNF-a durante una infección, como hipertermia, aumento de la fase lenta

del sueño. astenia, adinamia, anorexia y los efectos periféricos como

artralgias, liberación de reactantes de fase aguda por parte del higado e
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inhibición de la secreción ácida y del vaciamiento gástricos (Kent, et al.

1992).

De acuerdo con ciertos estudios realizados ¡n vitro, se han demostrado

numerosas acciones de las citoquinas sobre las células nerviosas. Se

observó por ejemplo, que la IL-1 puede inducir la liberación d e

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, lL-2 tiene un potente rol en la

liberación de acetilcolina en cortes de hipocampo (Araujo, et al. 1989).

Las interleuquinas también tienen efectos sobre la diferenciación y el

crecimiento de órganos del sistema neuroendócrino. Por ejemplo, la IL-f

estimula el crecimiento de astrocitos mientras que Ia IL-2 estimula a los

oligodendrocitos. A su vez, la respuesta a Ia IL-2está regulada a lo largo del

desarrollo (Merrill, et al, 1984; Merrill, 1987; Merrill, 1990). También se ha

observado que la lL-3y la IL-6actúan como factores de crecimiento neuronal

en núcleos colinérgicos in vitro (Hama, et al, 1989; Kamegai. et al, 1989).

Se ha demostrado que la lL-2y la IL-6son factores intrinsecos que regulan el

crecimiento de células de la hipófisis (Arzt, et al. 1993). Fue descripto que

mientras estas interleuquinas inhiben el crecimiento de células normales.

estimulan la proliferación de células tumorales de la hipófisis.

Estos. y otros resultados sugieren la participación de estas citoquinas en el

control del crecimiento, diferenciación y funcionalidad de ciertas estructuras

del sistema neuroendócrino.

Entre las acciones de las citoquinas sobre el SNC a nivel fisiológico, la más

estudiada es la fiebre, como consecuencia de una infección ó inflamación

periférica. Este efecto se manifiesta a través de una acción sobre el área

preóptica del hipotálamo, según fue demostrado por el efecto inhibitorio de

lesiones en esta región (Blatteis. et al. 1989).
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Es sabido que ciertas infecciones en el SNC pueden tener efectos sistémicos

tipicos de una inflamación. conocidos como respuesta de fase aguda (RFA).

La FiFAconsiste en una serie de cambios bioquímicos observados en una

infección ó inflamación que pueden ser inducidos por LPS. Los cambios

bioquímicos incluyen hipoferremia, hipozincemia, incrementos en la sintesis

de proteinas hepáticas de fase aguda (PFA), aumento en la velocidad de

sedimentación de eritrocitos y cambios en el metabolismo de la glucosa y

triglicéridos. Todos estos cambios son mediados por citoquinas actuando

sobre células blanco periféricas. En cuanto a la inducción de proteinas

hepáticas, existen evidencias de que distintas citoquinas recombinantes

pueden activar la expresión génica de las PFA en hepatocitos ó líneas

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 administración intra­

cerebro-ventricular (icv) de citoquinas (Blatteis, 1990; Bailey, et al, 1976;

Turchik & Bornstein, 1980). Fiesulta importante destacar que determinados

efectos de las citoquinas no pueden atribuirse a una acción directa de las

citoquinas sobre el SNC, solamente porque pueden obtenerse a través de la

inyección icv de las mismas, dado que en ocasiones, esto resulta en una

elevación de los niveles plasmáticos de citoquinas. En este sentido, un

ejemplo es la inducción de anorexia por la administración icv de TNF-a, cuya

sintomatología es considerada como un efecto directo de TNF-a sobre el

SNC. Sin embargo. de acuerdo con ciertos estudios, se observó que la

anorexia también puede ser inducida por la administración intravenosa de

TNF-a y que los niveles plasmáticos de TNF-a son similares en ambos casos

(Bodnar. et al, 1989). Por lo tanto, estos resultados no descartan la

posibilidad de que la inducción de anorexia sea un fenómeno periférico. De

acuerdo con esta idea, se observó, que el LPS puede inducir anorexia aún

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

producción periférica a través del desarrollo de tolerancia a LPS (Faggioni.

et al. 1994). Por lo tanto, en la inducción de anorexia podrian funcionar dos

mecanismos: uno central y otro periférico.

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

Las citoquinas, en particular TNF-a, fueron detectadas en una variedad de

patologías del SNC, y su rol patogénico fue confirmado en modelos animales

por el uso de anticuerpos especificos. antagonistas del receptor, etc.

Las patologías 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 lL-1, lL-6, lL-8 o TNF-a y además el

uso de anticuerpos especificos resulta protectivo (Saukkonen. et al. 1990;

Grau. et al, 1987).

2- SIDA, en la cual se han detectado lL-1 e lL-6 en el fluido cerebroespinal.

Por otro lado. la administración icv de la proteina de envoltura viral gp120

induce IL-1. lo cual sugiere un posible mecanismo para su efecto neurotóxico

(Brenneman. et al. 1993).

3- Enfermedades autoinmunes. como la esclerosis múltiple. donde

anticuerpos anti-TNFa tienen un rol protector (Ruddle, et al, 1990).

4- Enfermedad de Alzheimer: Se observó que ¡n vitro, lL-1 e IL-6 pueden

activar la expresión génica de la proteina p-amiloide (Donnelly, et al, 1990;

Vandenabeele & Fiers, 1991). Por otro lado, lL-1 se ha detectado en cerebro

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

HIPOTALAMO E HIPOFISIS

La hipótisis constituye un nexo importante entre el SNC y los sistemas

endócrino e inmune y por lo tanto es el órgano blanco de muchos de los

efectos que las citoquinas producen sobre el sistema neuroendócrino a

través de los receptores para citoquinas que estas células poseen, tal como

se señaló anteriormente.

Las señales que conducen a una adecuada respuesta neuroinmune en un

organismo frente a un agente extraño. se desencadenan con la participación

inicialde monocitos y macrótagos. Estas células son las productoras de las

citoquinas responsables de disparar las otras células del sistema inmune y Ia

activación del eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA). Estas citoquinas son

principalmente: IL-1, IL-6y TNF-a.

Existen evidencias de que la lL-1 tiene un electo estimulatorio sobre la

secreción de hormona liberadora de la corticotrolina (CFiH), corticotrotina

(ACTH) y cortisol (Bateman, et al, 1989; Besedovsky, et al, 1986) por parte

del hipotálamo, hipótisis y adrenal. respectivamente. También estimula la

secreción de norepinetrina y dopamina por parte del hipotálamo (Palazzolo &

Quadri, 1990). Otras citoquinas inflamatorias como la lL-6 y el TNF-a tienen

efectos similares (Hermus &Sweep. 1990).

Por otra parte. de acuerdo con otros estudios, la inyección intraperítoneal de

anticuerpos anti-IL-6 antes de la aplicación de lL-1. bloquea la elevación de

los niveles plasmáticos de ACTH inducidos por IL-1 (Neta, et al. 1992).

Con respecto a la lL-2,ha sido demostrado que estimula la expresión del gen

de la proopiomelanocortina (POMC) y la liberación de ACTH in vitro (Karanth

& McCann. 1991; Smith, et al, 1989). Se ha observado que la administración

de lL-2 en pacientes con cáncer produce. luego de 4 horas de la infusión.
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aumentos en los niveles de p-endortina, ACTH y cortisol (Lotze, et al, 1985;

Denicott, et al, 1989).

El TNF-a produce, por administración i.v. en la rata, el aumento de ACTH

plasmática y estimula la secreción de ACTH por acción directa sobre las

células de la pituitaria (Bernardini, et al, 1990). Sin embargo, ¡n vitro, el TNF­

a inhibe la secreción de ACTH estimulada por CHH (Gaillard, et al, 1990) y

no tiene ningún efecto sobre cultivos de células de hipófisis o de hipotálamo

(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 infección. Por otro lado. de acuerdo

con estudios realizados in vitro,en cultivos de hipófisis, se ha observado que

el TNF-o.puede modular la liberación de otras hormonas hipofisiarias como

la hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL) y tirotrofina (TSH). Según

ciertos autores. esta citoquina tiene un efecto inhibitoriosobre la liberación

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-o.tiene un efecto estimulatorio

sobre su liberación (Harel, et al, 1995; Milenkovic, et al, 1989).

La activación del eje HPA, resulta en la produción secuencial de CRH. ACTH

y GC, cuya acción inmunomoduladora se describe a continuación.

2-HORMONAS DEL EJE HPA

El eje HPA es activado en diversas circunstancias y está implicado en la

regulación e integración de muchos procesos fisiológicos o patológicos. Nos

reteriremos inicialmente. muy brevemente, a algunas de las acciones de las

hormonas de este eje.
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Frente a estímulos estresantes o siguiendo un ritmo circadiano se produce la

activación de la producción de GC. Estos estímulos son integrados en el

SNC y transducidos al resto del organismo a través del sistema

neuroendócrino (Irwing. 1994; Vamvakopoulos & Chrousos, 1994). En el

hipotálamo se produce la sintesis de las neurohormonas que controlan la

producción de hormonas hipotisarias. La hormona hipotisaria que regula la

producción de glucocorticoides en la glándula adrenal es la ACTH. Las

principales hormonas hipotalámicas inductoras de la secreción de ACTH

conocidas hasta el presente son: la CHH, la vasopresina y Ia oxitocina

(Plotzky & Sawchenco, 1987; Orth, 1992; Vamvakopoulos & Chrousos.1994).

Estas hormonas son sintetizadas y secretadas por las neuronas de los

núcleos paraventricular y supraóptico del hipotálamo. Las neuronas

productoras de CRH se encuentran principalmente localizadas en la división

medial parvocelular del núcleo 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 mayoria de las

neuronas hipotalámicas productoras de vasopresina se encuentran

concentradas en el núcleo supraóptico y en la división magnocelular del

núcleo paraventricular. proyectándose principalmente hacia la pituitaria

posterior, diversas publicaciones sugieren que dichas neuronas podrian

también controlar la respuesta de ACTHen la pituitaria anterior causada por

estresores especificos (Dohanics & Verbalis, 1991). Las hormonas

hipotalámicas CRH y vasopresina liberadas en el sistema porta hipotálamo­

hipotisario actúan sobre receptores especificos en las células corticotróticas

de la hipótisis anterior produciendo la liberación de ACTH a la circulación

(Orth, 1992). Fleceptores para CRH tueron detectados mediante técnicas de

autoradiogratia cuantitativa y de unión en membranas celulares. Se

identificaron sitios de unión de alta afinidad de la CFlH en SNC y en hipótisis

anterior (De Souza. et al. 1985). La distribución 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 unión en la neocorteza. La unión 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 señal a través del aumento intracelular

de CAMP(Audhya, et al, 1991; Webster, et al, 1989). Se han clonado dos

tipos de receptores de CFiH. El primero de ellos, CFlH-FH. fue clonado a

partir de un tumor corticotrófico humano y se expresa en células

corticotróficas de hipófisis anterior mediando los efectos de CRH sobre la

liberación de ACTH(Chen, et al, 1993). Este receptor también se encuentra

ampliamente distribuido 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 corazón.

músculo y pulmones (Stenzel, et al, 1995). Para estudiar las funciones de

CFlHtambién se han desarrollado animales transgénicos que sobreexpresan

CRH y desarrollan sintomas de hipercortisolismo (Stenzel-Poore. et al, 1992)

y animales que no expresan CFlH.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 secreción de GC por parte de la corteza

adrenal. Actúa sobre un receptor de membrana que transduce su señal 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 secreción de GC.

Los GC actúan también directamente a nlvel de la hlpóflsls y del hlpotálamo

(Dallman, et al, 1987) ínhiblendo Ia activación 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 I es el receptor clásico de

mineralocorticoides con alta afinidad para aldosterona. El receptor del tipo ll

(ver más 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 áreas hipotalámicas como asi también

los efectos de la hipofisectomfa y adrenalectomla (Bateman. et al, 1989).

También se utilizaron modelos animales, como las ratas Lewis (Sternberg,

1989) o las gallinas de la cepa obesa OS (VVÍCk,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 producción de CFiH afectan

algunas funciones inmunes en estas cepas. Por ejemplo, ratas de la cepa

Lew/N son susceptibles a la inducción de artritis por una inyección de la

pared celular de estreptococos. Estas ratas muestran un defecto en la

sintesis y en la secreción de la CFiHhipotalámica, con la consecuente

reducción en la actividad protectora del eje HPA (Sternberg, 1989). Cuando

las ratas Lew/N son tratadas con DEX se pierde la susceptibilidad a la

inducción de la artritis. Por otro lado, las ratas Fisher 344/N. genéticamente

relacionadas con las Lew/N. son resistentes a la inducción de artritis y

muestran un sistema CRH hipotalámico 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 plasmáticos, como

consecuencia de la inyección de IL-1a, CRH y el agonista serotoninérgico

quizapine todos ellos activadores del eje HPA por diferentes mecanismos.

Las ratas Lew/N muestran una respuesta del eje HPA disminuida con

respecto a las ratas Fisher. La inhibiciónde los electos de los GC en las ratas

Fisher con el antagonista de GC RU 38486, posibilita la inducción de artritis

en estos animales (Sternberg. 1989). Dichos experimentos ponen en

evidencia el posible rol de la talla en la producción ó acción de los GC en el

desarrollo de procesos autoinmunes.

Otro modelo animal que muestra la importancia de las hormonas deleje HPA

en la regulación de la repuesta inmune es la cepa de gallinas obesas (obese

chicken strain). Estos animales desarrollan espontáneamente 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 expresión aberrante de antígenos del MHCclase Il (Wick,

et al. 1989; Kroemer, et al. 1989). Los niveles de GC totales encontrados son

normales pero los niveles de globulinas que unen GC son el doble de los

niveles normales, por lo tanto la actividad neta de los GC se encuentra

disminuida. La hiperreactividad de las células T y su infiltración en la tiroides

disminuye con la administración de GC (Faessler, et al, 1988). La respuesta

de los GC irente a la estimulación con antígenos 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

neuroendócrino 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 señalado, las interacciones entre el sistema inmune y el eje

HPA resultan de particular importancia si se considera que las citoquinas

además de su actividad moduladora en una respuesta inmune y sobre el

SNC, pueden ser las mediadoras de diferentes patologías y en general. su

producción mantenida a largo plazo y en alto título resulta perjudicial. En

respuesta a una infección o inflamación, el individuo produce citoquinas

inflamatorias, que entre otras actividades, pueden actuar a nivel hipotalámico

activando la liberación de CRH, que induce la liberación de ACTH y

finalmente de GC, los que, además de inhibir su propia liberación por

feedback negativo a nivel hipotalámico, preservan al individuo de una

respuesta inmune exacerbada a través de diversos mecanismos como: lisis

de linfocitos. inhibición de la proliferación y función Iinfocitaria y la

redistribución del tránsito linfocitario (Dracott & Smith, 1979; Cupps & Fauci,

1982) y de la sobreproducción de citoquinas a través de la inhibición de su

sintesis, de su actividad biológica ó modulando la expresión de sus

receptores. La falla de estos mecanismos regulatorios. como ya se señaló,

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, además de sus

efectos a nivelcentral, se ha demostrado que tiene efectos directos sobre las

células del sistema inmune (Chrousos, 1995) como por ejemplo: un efecto

estimulatorio sobre la proliferación de linfocitos (Singh. 1989) y la producción

de lL-1, IL-2 e lL-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 producción de lL-1 y su
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antagonista (IL-1ra) en respuesta a LPS en cultivos de monocitos humanos.

pues, se observó que CFlHtiene un efecto estimulatorio sobre IL-1 e lL-1ra

en ausencia de LPS, no tiene efecto a dosis medias de LPS. siendo

inhibitorio a dosis altas de LPS (Páez Pereda, et al, 1995). Por otro lado.

también se ha descripto la presencia de receptores para CRH en células del

sistema inmune. asi como su producción local en los sitios de inflamación

(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: inhibiciónde la producción de anticuerpos (Johnson. et al,

1982), de IFN-y (Johnson, et al, 1984) y su acción estimulatoria de la

actividad fumoricida de los macrófagos (Koff& Dunegan, 1985).

A continuación, nos referiremos en particular a la acción inmunomoduladora

de los GC.

2-B-LOS GLUCOCORTICOIDES EN EL CONTROL DE LA

INFLAMACION

El posible rol de los GC en la regulación de la producción de citoquinas, ha

sido demostrado por el uso de diferentes modelos, ¡n vitro ó in vivo: por

remoción de los GC endógenos (adrenalectomia ó administración de

antagonistas del receptor de GC). o bien por administración de GC

exógenos.

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

como enfermedades autoinmunes o de tipo inflamatorio.

Un caso particular. y que ha recibido especial atención es el de las

afecciones en las cuales se observa una sobreproducción de citoquinas,
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como por ejemplo el shock séptico, en el cual, el tratamiento con antibióticos

resulta inetectivo.

Se ha demostrado. que la adrenalectomla incrementa la sensibilidad a la

acción letal del LPS (Abernathy, et al, 1957; Swingle & Remington, 1944).

ldénticos 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 determinó que los GC protegen marcadamente de los efectos

tóxicos del LPS (Berry & Smythe, 1964; Gadina, et al, 1991). Por otro lado

existen evidencias de que la susceptibilidad a la acción letal del LPS y TNF-a

varia con el ritmo circadiano (Halberg, et al, 1960; Langevin, et al, 1987).

Bioquímicamente, los GC inhiben la producción de los mediadores de

inflamación. tales como metabolitos del ácido araquidónico y del NO, por lo

tanto, resulta importante definir cuales de estas acciones son debidas a la

inhibiciónde la producción de citoquinas y cuales pueden estar involucradas

en una inhibición directa de la actividad biológica de las mismas.

2-B-1- INHIBICION DE LA PRODUCCION DE CITOQUINAS

De acuerdo con estudios realizados ¡n vitro,se ha determinado que los GC

inhiben Ia producción de varias citoquinas: IL-1a y p, TNF-a , lL-6, lL-8, lL-2.

IL-3, IFN-y.factor estimulante de colonias de macrófagos y de granulocitos

(GM-CSF) y factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en

respuesta a diferentes estímulos (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 lL-1p. de acuerdo con experimentos de

transcripción ¡n vitro. se observó que la inhibición ejercida por GC es a nivel

transcripcional (Lee, et al. 1988), aunque, aparentemente no es el único
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mecanismo, pues también se ha observado que los GC aumentan la

degradación del mFlNAde lL-1 (Lee, et al, 1988; Knudsen. et al, 1987).

En cuanto a la inhibición sobre lL-2, se observó también la existencia de 2

mecanismos: uno a nivel transcripcional, y otro postranscripcional. tanto de

IL-2como de su receptor (Boumpas. et al, 1991; Reed, et al, 1986).

La inhibición sobre IL-3, también es a nivel transcripcional y en cuanto a IFN­

y. los GC inhiben la acumulación 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 producción de TNF-a

inducido por LPS en macrótagos de ratón (Beutler, et al, 1986) y en

monocitos humanos (Waage & Bakke, 1988). Esta inhibición que se produce

cuando el tratamiento de las células con la hormona es antes o durante la

inducción, se efectúa tanto a nivel transcripcional como postranscripcional

(Beutler, et al, 1986) y depende de la concentración de GC y del tiempo de

exposición al mismo. previo a la adición del LPS (Waage & Bakke, 1988).

Además del control negativo ejercido por los GC en la regulación de la

sintesis de TNF-a, otros factores como prostaglandinas podrian también

participar en la modulación negativa de dicha producción. La prostaglandina

E2 (PGE2) parece estar implicada en la regulación endógena de la

producción de TNF-a al menos cuando el inductor es el LPS (Kunkel, et al,

1986). La adición de PGE2 exógena a altas concentraciones demuestra que

dicho control se efectúa a dos niveles moleculares distintos (Kunkel, et al,

1988) impidiendo la acumulación de mensajeros de TNF-a y supresión de la

producción de TNF-a biológicamente 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).

|L-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 producción de TNF ó lL-1 es el torbol 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 estimulación 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 participación de mecanismos moleculares diferentes en la

inducción por PMA e inhibición por GC.

Las bases moleculares (a que se hará referencia en detalle más adelante, en

esta introducción) de estos efectos de los GC sobre la expresión 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 lL-6 humana (Akira, et al, 1990). Por otro lado, existen

evidencias de que el receptor activado de GC podria interactuar con factores

de transcripción como NFKBó AP-1 modulando de este modo la expresión

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 expresión de receptores para

citoquinas. Asi por ejemplo se observó un aumento de los receptores para lL­

1 en linfocitos B, fibroblastos y varias líneas 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 lL-t, sino que también tienen un efecto inhibitorio a nivel

transcripcional sobre la secreción de lL-1ra (Arzt, et al, 1994). En este caso,

los GC jugarlan un importante rol fisiológico en el mantenimiento del balance

lL-1/IL-1ra. regulando, de este modo la actividad de esta citoquina.
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En el caso de los receptores para lL-6, los GC también ejercen una

modulación positiva aumentando su expresión en distintas lineas celulares

como en las de hepatoma humano, monocltica humana U937, linfoma

BMNHy epiteliales (Snyers, et al. 1990). Estas observaciones concuerdan

con el conocido sinergismo entre lL-6 y GC en la inducción de proteinas de

fase aguda (Baumann, et al. 1986).

En cuanto a los efectos sobre la expresión 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 expresión del receptor de TNF, afectando el número de los

mismos sin cambiar su afinidad (Kull,1994).

De acuerdo con la actividad antiinflamatoriade los GC, estas acciones sobre

los receptores de citoquinas podrian parecer contradictorias. Sin embargo.

podrian interpretarse como una modulación de la sensibilidad de los distintos

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

distribución de los receptores.

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

CITOQUINAS

Las prostaglandinas y otros metabolitos del ácido araquidónico son los

principales mediadores de la inflamación y tanto IFN-y, IL-1 como TNF-u

inducen su sintesis. Existen evidencias de que los GC inhiben la actividad

PLA2, asi como la síntesis de novo de ciclooxigenasa (Fiaz. et al, 1988;

Masterrer, et al, 1990). evitando de este modo la metabolización del ácido

araquidónico y por consiguiente, la sintesis de prostaglandinas.

Se sabe además que los GC pueden inhibirla actividad quimiotáctica de la

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

cuya inducción es inhibida por GC (Pfeilschifter & Schwarzenbach, 1990;

Radomski, et al. 1990).

Es sabido que uno de los efectos de |L-1 y TNF-a a nivel central es la

anorexia. De acuerdo con ciertos trabajos, el pretratamiento con DEX inhibe

la acción de lL-1 (Plata-Salaman, 1991) y según otros. la anorexia inducida

por IL-1es 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

inhibición de la inducción de sustancias vasoactivas mediante el bloqueo del

metabolismo del ácido araquidónico, el cual actúa como segundo mensajero

produciendo vasodilatación. sin embargo. este no es el único mecanismo.

pues los GC también pueden afectar la respuesta linfocitaria. regulando la

proliferación asi como la distribución del tráfico de las células inmunes.

Se ha observado que los GC inhiben la proliferación de las células T en

respuesta a mitógenos tanto ¡n vitrocomo ¡n vivo,mientras que la respuesta

de las células B no es afectada (Gillis, et al, 1979; Cupps & Fauci. 1982).

Sobre los macrófagos, los GC tienen un efecto inhibitorio de su

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

La linfopenia que se observa en humanos y roedores luego de la

administración de GC. no es debido a una Iinfolisis,sino a una redistribución

de células T en circulación que migran a tejidos. En el ratón, la mayor parte

de estas células se encuentran en médula ósea (Cohen, 1992). Los

mecanismos por los cuales los GC modulan el tránsito linfocitario no se

conocen en detalle, pero se ha demostrado que producen cambios en la
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expresión de proteinas de membrana asociados a los cambios de patrones

de circulación (Woodrutf & Gesner, 1981). La base de estos efectos es el

cambio en las propiedades de adhesión y quimiotaxis de distintas

poblaciones de células inmunes, inhibiendo, por ejemplo. la expresión de las

moléculas de adhesión ELAM-f e ICAM-1 en células endoteliales

estimuladas con endotoxinas (Cronstein, et al, 1992), lo cual inhibe el tránsito

de linfocitos hacia los tejidos inflamados.

Además de su acción inmunosupresora. los GC participarlan en el proceso

de selección clonal de células T tlmicas no reactivas durante su maduración

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 observación importante respecto de este punto. es que no se han

observado diferencias en el número de receptores para GC entre timocitos y

células T maduras, lo que sugiere que otros factores estarian modulando la

sensibilidad a la inducción de apoptosis, probablemente, tal como se discutió

previamente, los niveles de expresión de los genes de la familia bcI-2. De

acuerdo con esto. ha sido demostrado, que la apoptosis inducida por GC en

células T hlbridas es inhibida por lL-2 (Fernández-Ruiz, et al, 1989).

Recientemente, se ha observado que los GC, además pueden inducir

apoptosis en células natural killer (NK), cuyo rol protector en neoplasias e

infecciones ha sido ampliamente demostrado, asl como su potencial

¡nmunomodulador vÍa la producción de IFN-yen respuesta a IL-2. En este

caso, como en el anterior, IL-2, además de lL-7 tienen un rol protector en la

apoptosis inducida por GC, aparentemente vla un aumento de Ia expresión

de bol-2 (Armant, et al, 1995). Resultados similares fueron obtenidos en
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células B de leucemia IintocÍticacrónica, donde lL-4 protege de la apoptosis

inducida por GC (Dancescu, et al. 1992).

De acuerdo con trabajos recientes, se ha sugerido, que la acción apoptótica

de los GC estaria vinculada más bien a una acción supresora de la

expresión génica. impidiendo la sintesis de proteinas vitales para Ia

supervivencia celular, más que a una inducción de genes Ilticos (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 electos a través de Ia interacción con un receptor

citoplasmático. El receptor de glucocorticoides (GR) ha sido el primer factor

de transcripción aislado y estudiado en detalle.

El primer paso en la cascada de eventos que guia a la regulación de la

expresión génica por GC es la unión de la hormona a su receptor presente

en el citoplasma de la célula blanco (Hollenberg, et al, 1987; Miesfeid, et al.

1987). El dominio de unión del GH involucrado en este proceso es la zona C­

terminal. La ausencia de este dominio da origen a una molécula de GR que

es funcional aún en ausencia de la hormona y las deieciones en el dominio

de unión generan receptores con una capacidad de transactivación

constitutiva (Muller & Fienkawitz, 1991). Se han construido proteinas

quiméricas que contienen el dominio de unión al DNA del tactor de

transcripción de levaduras GAL4 acoplado al dominio C-terminal del GFi, y

se observó que cuando esta construcción es expresada en células

eucariotas, confiere inducibilidad por GC a genes reponer bajo el control de

las secuencias de DNA especificas para GAL4 (Webster, et al. 1988). En
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ausencia de hormona, no se producía la transactivación de estas

construcciones. De acuerdo con estas observaciones, podria pensarse que

el dominio de unión del GR, en ausencia de hormona, actuaria como un

represor de ia transactivación y que esta represión seria una propiedad

intrínseca de este dominio que podria actuar sobre otras proteinas no

relacionadas.

Estos receptores, en ausencia de ligando, se encuentran en un estado

inactivo, asociados con proteinas de heat-shock como hsp90 y otras (Joab, et

al, 1984; Tai, et al, 1986; Vamvakopoulos. 1993; Hutchison, et al, 1993). Por la

interacción con ei ligando, se produce la activación de los mismos, por lo cual

se disocia de estas proteinas y los complejos hormona-receptor se translocan

al núcleo para interaccionar con el DNA (Fig. 1) modulando la expresión de

los genes respondedores a GC. La unión de la hormona a su receptor, ¡n vitro,

tiene lugar a 0 °C, pero su activación requiere una temperatura de 37 °C, alta

sal y un pH ácido. La activación térmica requiere la unión 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 unión para las hsp90, generan GR que no responden a

la hormona y que se encuentran constitutivamente en el núcleo (Muller &

Renkawitz, 1991).

A través de experimentos con ortotostato radiactivo, se determinó que el GR

es iostorilado in vivo. La tostorilación ocurre fundamentalmente en Ia región

N-terminal y aumenta entre 2 y 3 veces por agregado de la hormona. Se

\observó que los GH mutantes que han perdido el dominio de unión de la

hormona, se encuentran constitutivamente hiperiosiorilados, y por otro lado,

la pérdida de la región de tostorilación genera receptores con poca

capacidad de transactivación (Muller& Renkawitz. 1991).

Los complejos hormona-receptor tosiorilados se translocan al núcleo (Fig.1).

37



....‘A..fl..u.fl.“J.­

TRANSCRIPCIONa

Flgura 1. ACTlvACION Y TRANSLOCACION DE GR _
Los GR se encuentan en el citoplasma en un estado inactivo, asociados con otras
proteínas. .
Los GR se activan por interacción con el ligando. se disocian de las otras proteínas y los
dímeros de GR-GC se translocan al núcleo para inducir la transcripción de sus genes
blanco.
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Se han identificado dos dominios de GFIinvolucrados en este proceso: NLt y

NL2 (Picard & Yamamoto. 1987). La fusión de NL1 a una proteina no

relacionada puede mediar su translocación al núcleo. aún en ausencia de

hormona. Sin embargo. en el GR intacto, la función de NLf es reprimida por

el dominio de unión a la hormona. NL2. en contraste, esta asociado al

dominio de unión y su función es hormona dependiente. De este modo. la

translocación nuclear contribuye al control esteroideo de la función de GR.

La regulación de la transcripción génica por hormonas esteroideas es

mediada por secuencias especificas en el DNAen la vecindad de estos

genes. Las secuencias consenso especificas (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 unión al DNA de los GR. presenta gran homologÍa con el

dominio de unión al DNAdel factor de transcripción TFIIlAde Xenopus. que

contiene “dedos de zinc". Por otro lado. Ia presencia de zinc en los GFi, ha

sido demostrada (Freedman, et al, 1988).

La sensibilidad a los GC estaria modulada, en primera instancia. a través de

una regulación en el número y expresión de sus receptores. Existen

evidencias de que tanto el LPS como las citoquinas inflamatorias pueden

incrementar el número de GFl en macrófagos de ratón (Salkowski & Vogel,

1992), linfocitos humanos y lineas celulares de hepatoma y monocitoma

(Flákász. 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 podrian estar participando en

la modulación de la sensibilidad a los mismos. El receptor de GC es de
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expresión constitutiva, pero aparentemente. uno de los factores de

sensibilidad a los GC en los distintos tejidos estaria dado por el contenido y

la interacción con las proteínas hsp90 (Picard. et al, 1990; Vamvakopoulos,

1993; Vamvakopoulos, et al. 1993).

Por otro lado, se observó que otros mediadores inmunes, diferentes de

citoquinas, tales como inmunofilinas (Tai. et al. 1992; Ning & Sánchez, 1993),

la activación antigénica del receptor T (Zacharchuck 8. Ashwell, 1992) y el

acoplamiento a otros factores de transcripción. pueden modular la

transcripción génica inducida por GC. Estas observaciones sugieren que

distintos mediadores inmunes a través de sus factores de transcripción

podrían estar afectando ó modulando la interacción de los GFi activados a

los GRE. En este caso, podria pensarse que las citoquinas, además de

inducir la liberación de GC. podrian modular su actividad biológica no solo a

través de la regulación de la expresión de GR, sino también a nivel de su

actividad transcripcional. modulando la expresión 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 GENlCA

La presencia de GRE confiere inducibilidadpor GC cuando estos elementos

son clonados cerca (aproximadamente a unas 100 pb) del TATAbox. Existen

evidencias de que el GF! purificado puede unirse con alta afinidad a

promotores virales como el LTR (long terminal repeao del virus de tumor

mamario de ratón (MMTV).dado que contiene varios GRE (Cordingley, et al,

1987)..

Un modelo ampliamente utilizado para el estudio de Ia actividad

transcripcional en respuesta a GC, es la transfección de distintos tipos
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celulares con construcciones plasmidicas que contienen el promotor de

MMTV,acoplado a un gen reporter cuyo producto resulta fácil de medir, como

por ejemplo el gen bacteriano que codifica para la enzima cloranfenicol

trans-acetilasa (CAT). que cataliza la acetilación de cloranfenicol. Por el uso

de este modelo experimental. se determinó, por ejemplo, que la deleción

gradual de los GRE resulta en una pérdida progresiva de la inducibilidad por

GC (Kühnel, et al, 1986).

Estudios detallados de MMTVy de otros genes blanco de GC han revelado

la importancia de los sitios de unión para otros factores de transcripción

como CACCC-box factor, NF1, CAAT-boxfactor, Sp1, Oct1, aunque, el mayor

efecto cooperativo. en la inducción de la transcripción génica fue visto entre

dos GREs (Muller & Fienkawitz, 1991).

Ciertos genes. como los que codiiican 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 represión génica por GC de

la subunidad-a de la glicoproteina humana. En este caso, la inhibición por

GC depende de la presencia de elementos respondedores a cAMP (CRE)

adyacentes ó superpuestos a GRE. En este gen como en el que codifica para

la PRL bovina ó la at-fetoprotelna de rata, la inhibición de Ia transcripción

por GC podria explicarse por una competición entre factores de transcripción

y los GR en la unión al DNA. En este modelo, sin embargo, no está

totalmente esclarecido por qué no se manifiesta la modulación positiva por la

presencia de GRE.

Existe otro modelo de modulación negativa por GC que no involucra la

interacción de GR con el DNA.

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

(UV). ó factores de crecimiento induce dramáticos cambios en el pattern de
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expresión génica. Un ejemplo. es la inducción del gen de la colagenasa que

es mediada por la unión del factor de transcripción AP-1, la cual puede ser

contrarrestada por el agregado de GC. GRS que no contienen el dominio de

unión al DNA, resultan igualmente funcionales en la inhibición de la

expresión génica. Estas evidencias, indican que existe una interacción

directa entre GR y AP-f (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 coinmunoprecipitación. La asociación

entre ambos factores conduce a una represión de la actividad transcripcional

de ambos.

El factor de transcripción NFKBes un importante activador de numerosos

genes del sistema inmune. Originalmente, fue identificado por su rol en la

regulación de la transcripción del gen de I_a cadena kappa de

inmunoglobulinas (Lenardo & Baltimore, 1989). Es un heterodfmero de

subunidades de 50 kD (p50; NFxBf) y 65 kD (p65; ReIA).Estas subunidades,

junto con p52 (NFsz) y ReIB. recientemente clonadas. presentan gran

homologla con los productos del oncogen c-rel (Bours, et al. 1990; Ghosh, et

al, 1990). A través de experimentos in vivoe ¡n vitro. se ha demostrado que

las proteinas NFxB/Rel,pueden dimerizar para dar origen a distintos factores

NFKB-Iike (Scheinman. et al, 1995 a). Este factor, se encuentra en el

citoplasma. asociado a un factor inhibidor le. Una gran variedad de

estímulos, como mitógenos, LPS. infección viral, inducen la disociación,

fosforilación y degradación de IKB,permitiendo la translocación de NFKBal

núcleo (Baeuerle & Baltimore, 1991; Baldwin, et al. 1991; Beg, et al, 1993;

Brown. et al, 1993). para su interacción con secuencias especificas del DNA

(KB),induciendo la expresión génica de sus genes blanco, como por ejemplo

los que codifican para citoquinas.

Asi como existe una interacción fisica entre GR y AP-1. se ha demostrado

que NFKBtambién puede interaccionar fisicamente con otras familias de
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factores de transcripción, como AP-1, SP1, y CIEBPB (Perkins, et al. 1993;

Stein, et al, 1993 a; Stein, et al, 1993 b). La interacción entre NFKB y AP-1

resulta en una activación sinérgica de los elementos respondedores a AP-1

(TRE), como de KB, mientras que la interacción con C/EBPB, resulta en un

aumento de la actividad C/EBPBy una represión de la función KB. En el caso

de la represión de la expresión génica de citoquinas por GC, el acoplamiento

entre NFKBy GR, ha demostrado tener un rol muy importante (Scheinman, et

al, 1995 a; Ray & Pretontaine, 1994; Caldenhoven, et al, 1995), aunque no es

el único mecanismo, pues, los GC además. reducen los niveles de FielAen

el núcleo (Scheinman, et al, 1995 a). Asimismo, la acción represora de los

GC sobre la expresión de las moléculas de adhesión como lCAM-1 puede

explicarse a través de un acoplamiento entre GR y FlelA(Caldenhoven, et al,

1995). Al igual que lo que ocurre con los complejos GR/AP-1, la asociación

entre GR y FieIAconduce a una represión de la actividad transcripcional

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

4-RESUMEN

En respuesta a una infección ó inflamación, el sistema inmune responde con

la producción de citoquinas, cuya función inmunomoduladora resulta crucial

para una adecuada respuesta inmune. Entre las citoquinas producidas, se

encuentran las llamadas citoquinas inflamatorias, como lL-1, lL-6 y TNF-a,

cuya sobreproducción, tiene efectos tan nocivos como el patógeno

responsable de su inducción. La alteración de la homeostasis a nivel

periférico, tiene repercusión a nivel del SNC, el cual, libera sus mediadores:

hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos. los que también participan en

la modulación de la respuesta inmune. En este sentido. el organismo se

protege de la sobreproducción de citoquinas a través de la activación por las

mismas, del eje HPA y la liberación 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

citoquinas
inflamatorias

DIFERENCIACION Y
PRODUCCION DE
ANTICUERPOS

ACClON BIOLOGICA

TRAFICO DE CITOQUINAS
CELULAR

Figura 2. INTERACCIONES REGULATORIAS ENTRE LAS CITOQUINAS Y EL EJE HPA.
En respuesta a una infección, el sistema inmune produce citoquinas para la activación,
proliferación y diferenciación de las células inmunes. Las citoquinas activan el eje HPA, que
conduce a la liberación de GC, los que por retroalimentación negativa, inhiben su propia sintesis y
actúan sobre el sistema inmune inhibiendola sintesis de citoquinas y su acción biológica.
Via la modulación de la expresión de moléculas de adhesión. además, los GC modulan el tráiico
celular. En el timo. participan en la selección de los clones de células T por inducción de
apoptosls en las células ¡nmaduras. wz, Acciónnegativa de los GC 44



II-OBJ ETIVOS

1-OBJETIVO PRINCIPAL

De acuerdo con este modelo fisiológicode interacción entre citoquinas y GC,

en el cual las citoquinas inducen la sintesis de GC, los cuales inhiben a su

vez tanto la sintesis de citoquinas como su actividad biológica, surge el

siguiente interrogante: ¿Podrian las citoquinas. además de inducir la sintesis

de GC modular la sensibilidad a los mismos? Se planteó entonces como

objetivo principal de este trabajo establecer la posible existencia de una

interacción regulatoria a nivel de las células blanco de GC y de citoquinas.

La hipótesis de trabajo plantea que si los GC tienen la capacidad de modular

la sensibilidad a la acción biológica de una citoquina corno 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-OBJ ETIVOS PARCIALES

1-Establecer un modelo de interacción célula blanco-TNF-a, que permita

determinar Ia acción regulatoria de los GC. En particular; confirmar. sobre las

células L-929:

a-Si la citotoxicidad ejercida por TNF-o. 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 regulación de la

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

Determinando:

a-Etecto de TNF-a sobre la actividad transcripcional de GR via GRE en las

células L-929 transtectadas con una construcción plasmldica llevando GRE.

b-Requerimiento de la integridad de los GRE para el efecto de TNF-a sobre

la actividad transcripcional de GR.

c-Etecto de TNF-a sobre la expresión de GR en las mismas células.

d-Etecto de TNF-a sobre el promotor del gen coditicante para GR.

3-Determinar si el efecto de TNF-o.sobre la actividad transcripcional via GRE

depende de la presencia de GR y/o el aumento en el número de GR,

estudiando:

a-Etecto de TNF-a sobre la actividad transcripcional via GRE en células que

no expresan GR, como CV-1 y SK-N-MC.

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

células CV-t cotranstectadas con un vector de expresión constitutiva para

GR.

4-Estudiar el mecanismo de aumento de Ia actividad transcripcional de GR

por TNF-a, determinando:

a-Etecto de TNF-a sobre la unión de GR a GRE.

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

5-Determinar si la acción de TNF-a y de otra citoquina inflamatoria como lL­

1B sobre la actividad transcripcional de GR via GRE puede considerarse un

fenómeno pleiotrópico.estudiando este sistema en diferentes tipos celulares

y en respuesta a otra citoquina inflamatoria como lL-1Ben:

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

c-Células hipofisiarias de ratón 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 acción

regulatoria de los GC sobre los efectos de TNF-a.
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Ill-MATERIALES Y METODOS

Todos las drogas utilizadas en este trabajo fueron adquiridas en las firmas

Sigma ó 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 (librobiastos de ratón). HeLa (células

epiteliales de carcinoma humano), U-373 (glioblastoma humano), AtT-20

(células de pituitaria de ratón), CV-1 (células de riñón 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-giutamina y antibióticos. con dos

repiques semanales en una proporción 1/10 ó 1/8 según el tipo celular.

Para ei plaqueo y crecimiento de las células antes de realizarse ios

experimentos de transfección se utilizóel mismo medio de cultivo que se usó

para ei mantenimiento de las lineas celulares.

Para la realización de ios experimentos, las células fueron cultivadas en

medio libre de esteroides (stripped serum) para descartar las posibles

acciones de ios esteroides presentes en el suero constituyente del medio de

cultivo.

El suero libre de esteroides se obtuvo por tratamiento dei mismo con

charcoa/ activado en una proporción 1 mg/mi. incubándose durante una hora

con agitación a 37 °C. Posteriormente se centritugó a 3000 rpm para clarificar

la suspensión. El sobrenadante se esterilizó por filtracióna través de 0,2 p y
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se utilizó para la preparación de medio de cultivo D-Mem 10 % de FBS, 2 mM

de L-glutamina y antibióticos.

1-B-OBTENCION DE LAS CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS

PERIFEHICAS

Las células mononucleares humanas periféricas (CMHP)fueron obtenidas a

partir de sangre venosa periférica de individuosnormales con anticoagulante

CFD (citrato 1,99 g; sodio 0,62 g; fosfato monosódico monohidratado 0,22 g;

dextrosa monohidratada 2,55 g). Las células mononucleares se aislaron

por el método de centrifugación en gradiente de densidad (Bóyum, 1968).

Entre 30-50 ml de sangre se centrifugaron a 200xg por 20 minutos. La

banda ieucocitaria se diluyó en solución salina isotónica y se sembró sobre

la mezcla de FicoIl-Hipaque.En este gradiente discontinuo se centrifugaron

las células a 400 xg durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las

células mononucleares se lavaron tres veces con solución salina y se

resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)

conteniendo antibióticos, L-glutamina 2 mM y 5 % de FBS inactivado (30

minutos, 56 OC).

Las células con una densidad de4 x 105 cel/ml se sembraron en placa

de 6 cavidades a razón de 2 ml por cavidad. Se incubaron 3 hs a 37 oC, 5%

C02 en presencia del mitógeno titohemaglutinina (PHA) en una

concentración 10 pg/ml.
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2-PREPARACION DE PLASMlDOS

2-A-PLASMIDOS UTILIZADOS PARA LAS TRANSFECCIONES

Para estudiar el etecto de las citoquinas sobre los GRE se utilizaron los

plásmidos MTV-CAT, MTV-LUC(gentilmente cedidos por el Dr. R. Evans.

Howard Hughes Medical Institute, La Jolla, California) y AMTV-CAT. cuyas

construcciones tueron previamente descriptas (Hollemberg & Evans, 1988),

(Fig. 3). MTV-CAT,contiene el promotor viral del virus de tumor mamario de

ratón que lleva 4 GRE en randem. acoplado a un gen reporter bacteriano: el

de la enzima clorantenicol transacetilasa (CAT). El plásmido AMTV-CAT

contiene una secuencia modificada a través de la deleción de las bases

comprendidas entre -190 hasta -88, resultando en la pérdida de tres de los

cuatro GRE (Kühnel, 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 plásmido pRShGRa, que es un vector de expresión para GFi 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 GFi, las células L-929 tueron translectadas con el plásmido

HGRP-CAT, llevando el promotor de GFi humano acoplado al gen reporter

CAT (gentilmente cedido por el Dr. Fi. Rupprecht. Max Planck Institute,

Munich) (Zong. et al, 1990).

Como control de la eficiencia de transtección, se utilizó el plásmido pCH110,

que contiene al gen de la B-galactosidasa bajo el control del promotor SV4O

(Pharmacia, Alemania).

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

humana (Arzt. et al. 1994) fueron slntetlzadas partiendo de plásmidos

obtenidos de otros investigadores. Estos plásmidos fueron clonados en

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

El plásmido AMTV-CATfue construido en nuestro laboratorio por subclonado

del fragmento Bam Hl-Xho l conteniendo el fragmento AMTVen el vector

PBL-CAT 3 (Pharmacia) (Fig 3). El plásmido conteniendo AMTVy el vector

PBL-CAT fueron cortados con las enzimas de restricción y se realizó la

purificación de los fragmentos. Una vez preparado el vector, se trató con

fosfatasa alcalina (Stratagene, Alemania), en una proporción de 1U/100

pmoles de DNA. durante 30 minutos a 37 °C, para evitar la formación de

plásmidos sin inserto en la reacción de Iigacíón. La reacción se frenó por

incubación a 75 °C durante 10 minutos y una posterior extracción de la

enzima con un volumen de fenol-clorotormo 10:1. La fase acuosa se precipitó

por el agregado de un volumen de isopropanol, incubación a -20 °C durante

30 minutos y centritugación a 10000 rpm 15 minutos. El pellet de DNA se

Iavó con 800 ul de etanol 80 % y centrifugación a 10000 rpm por 10 minutos.

y finalmente se resuspendió en un volumen apropiado de agua.

Para la reacción de Iigacíón. se preparó la siguiente mezcla de incubación:

buffer de ligasa 10 x (BRL) 2 ul

ATP 5 mM (BRL) 2 ul

ligasa 0,1 U/pl (BRL) 1 ul

vector 30 ng/pl (BRL) 2 pl '

inserto 30 ng/pl (BRL) 2 ul

H20 11 ul

Se efectuaron controles sin ligasa y controles sin inserto.

Cada tubo, se incubó a 14 oC durante 20 hs y posteriormente, se efectuó la
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Figura 3. Los plásmidos MW-CAT y AMTV-CATcontienen el promotor del virus
de tumor mamario de ratón asociado al gen reponer bacteriana CAT.
La secuencia MTVcontiene 4 GRE en tandem. mientras que AMTVcontiene
una deleción que abarca 3 de estos elementos.
AMTV-CAT,fue preparado por subclonado de AMTVen los sitios Bam Hi-Xho I
del vector pBLCAT.
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transformación bacteriana. Las bacterias transformadas se plaquearon en

medio Luria Bertani (LB)con ampicilina. Se identificaron los clones positivos

por mapeo con enzimas de restricción.

2-C-TRANSFORMAClON 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 agitación fuerte. Con este cultivo saturado se

inocularon 200 ml de LBy se crecieron hasta llegar a la fase exponencial de

crecimiento. Una vez alcanzada una densidad óptica de 0.5 medida a 600

nm para estimar el crecimiento del cultivo bacteriano, éste se incubó por 10

minutos en hielo. Luego se centritugó a 3000 rpm por 10 minutos. El pel/et

bacteriano se resuspendió en 100 ml de cloruro de calcio 100 mM

preentriado en hielo. Esta suspensión 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 incubó en hielo por 30 minutos. La

preparación de bacterias competentes fue alicuotada colocando 200 pl en

tubos eppendort estériles agregando glicerol hasta alcanzar el 15 °/o.En este

estadio de preparación las bacterias competentes fueron guardadas a -80

°C.

Se transformaron bacterias Escherichia coli JM 105 competentes con los

plásmidos conteniendo el cDNA especifico y resistencia a ampicilina. A 200

pl de la suspensión de bacterias competentes se les agregó entre 50 y 100

ng de DNA plasmidico, se incubó 30 minutos en hielo para permitir la unión

del DNAplasmldico a las bacterias. Luego se realizó un shock de calor por 5

minutos a 42 °C para permitir la entrada de los plásmidos en las bacterias.

Posteriormente se agregaron 800 ul de medio LB sin antibiótico y se incubó

por 1 hora a 37 °C para permitir la expresión de la resistencia a antibióticos.
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Luego se sembró un volumen apropiado en placas con agar-LB y ampicilina

(100 pg/ml ). Las placas se cultivaron a 37 °C ON.

Se verificó el crecimiento de colonias aisladas que expresan resistencia a

ampicilina y, por lo tanto, incorporaron el plásmido. Se repicó una colonia y

se creció ON a 37 °C en 5 ml de LB con ampicilina para chequear la

transformación con el plásmido correcto. Una alícuota de esta preparación se

congeló a -80 °C con 15 °/ode 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 litrocon 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 ml con agua bidestilada y a pH 7 con NaOH

Se completa a 1 litrocon agua bidestilada y autoclavar. Se deja enfriar hasta

alcanzar una temperatura entre 50 y 60 °C y se agrega entonces el

antibiótico correspondiente:

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

obteniendo asi, una concentración final de 50 ¡Lg/ml.
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2-D-AISLAMIENTO DE PLASMIDOS

EI aislamiento de plásmidos se realizó mediante la lisis en medio alcalino de

las bacterias y la precipitación con acetato de sodio y etanol de los

plásmidos. El cultivo de 5 ml se centritugó a 5000 rpm durante 10 minutos. El

pel/et se resuspendió en solución de lisis conteniendo sacarosa 20 %, 25

mM de Tris-HCI y 10 mg/ ml de Iisozima. Se incubó 10 minutos en hielo. Se

agregaron dos volúmenes de solución conteniendo SDS 10 % 1 ml, NaOH 2

M 1 ml y 8 ml de agua. Luego se agregó 1 de volumen de acetato de sodio 3

M pH 4,8, se incubó 15 minutos en hielo y se centritugó 10 minutos a 15000

rpm. En este paso se eliminan los restos celulares y el DNAcromosómico. El

sobrenadante conteniendo el DNA plasmldico se precipitó con dos

volúmenes de etanol. 30 minutos a -20 °C. Se centritugó 15 minutos a 4 °C.

Se efectuaron dos lavados con etanol 80 °/o.Se evaporó el resto de

sobrenadante en speedvac. Elpel/et resultante se resuspendió en agua.

El plásmido aislado se cuantificó por espectrototometria. Se midió la

absorbancia de una dilución 1/500 a 260 nm. Una unidad de densidad óptica

corresponde a una concentración de 50 ¡ig/mlde DNA.Luego la preparación

de plásmido fue diluÍda hasta una concentración de 1 pg/pl.

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

Una alícuota de esta preparación de 1 ¡ig/¡ulde DNAplasmldico tué cortada

con las enzimas de restricción apropiadas para liberar el inserto y con

ribonucleasa A (RNAsa) para eliminar el RNA contaminante. La

concentración enzimática utilizada tue de 1 - 10 U/pg de DNA . La reacción

fue llevada a cabo usando los bulters comerciales apropiados para cada

enzima durante 1 hora a 37 °C. La reacción fué detenida agregando 2 ul de
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EDTA 500 mM. El producto de la reacción de restrición fué analizado

mediante electroforesis en minigelde agarosa al 0.7- 1 % en buffer 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 Ia migración de marcadores de peso molecular.

Una vez chequeados los plásmidos de estas colonias, se repicó una colonia

del segundo repique para crecer en 500 ml de LB liquido conteniendo

ampicilina y realizar una preparación en gran escala de DNA plasmidico.

Este cultivo fue crecido ON a 37 °C con agitación hasta llegar a saturación.

Luego se incubó en hielo por 10 minutos y se centrifugó a 3000 rpm por 10

minutos a 4 °C. Luego las bacterias transformadas se procesaron de acuerdo

a las instrucciones para la preparación de plásmidos con el kit de Quiagen

(Alemania). Esta preparación consiste brevemente en la lisis alcalina y

enzimática de las bacterias y la posterior purificacióndel plásmido a partir del

lisado mediante una columna cromatográfica que une especificamente DNA

plasmidico. Como resultado de este procedimiento se obtuvieron grandes

cantidades de plásmido 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

lineas 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 Ia máxima eficiencia de transtección se obtiene

cuando las células se encuentran en crecimiento exponencial (70-80 °/ode

confluencia). Por lo tanto, para realizar las transtecciones de las distintas

lineas celulares. debieron ajustarse las condiciones óptimas de cultivo en

cuanto a densidad celular, asi como tiempo de incubación para alcanzar el

estado de semiconlluencia óptimo.

Las células en crecimiento exponencial fueron tratadas con tripsina (0,25 %

en medio F12). Las células en suspensión se lavaron dos veces con medio

de cultivo y el pel/et celular se resuspendió en volumen apropiado del medio

de cultivo utilizado para el mantenimiento en crecimiento.

Se determinó la concentración celular por conteo en cámara de Newbawer.

Se llevó a concentración adecuada (0.4-3 x 105 cel. lml) con medio de

mantenimiento. Se sembraron placas de cultivode 10 cm de diámetro con 10

ml de cada preparación celular y se incubaron a 37 0C, 5 °/ode C02 por

distintos tiempos, al cabo de los cuales, las células fueron despegadas por

tratamiento con tripsina. y por conteo se determinó el número de células por

placa. Se determinó el número de células totales por placa en aquellas que

observadas al microscopio mostraban una clara confluencia. Se determinó el

porcentaje de confluencia para cada tiempo de incubación y para cada

densidad celular en todas las placas que observadas al microscopio se

encontraban semiconlluentes. El número de células por placa, asi como el

tiempo óptimo de incubación de las placas para alcanzar un 70-80 % de

confluencia, fue ajustado en: 18 hs, para una densidad de 0,4-1.5 x 105cel.

lml (según el tipo celular).

Las lineas celulares L-929, HeLa. U-373, y AtT-20, lueron transtectadas por

el método de fosfato de calcio (Wigler, et al, 1979) y las lineas SK-N-MC y
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CV-1 tueron transiectadas por electroporación (Trapp. et al, 1994; Rupprecht,

et al. 1993). Con el objeto de corregir las variaciones en la eficiencia de

transtección lo diferentes tipos celulares, se realizó la cotransfección con 5

ug de pCH110 (Pharmacia, Alemania) que contiene el gen Iac Z, coditicante

para Ia B-galactosidasa, bajo el control transcripcional del promotor temprano

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

3-B-METODO DE FOSFATO DE CALCIO

Las distintas lineas celulares fueron sembradas en placas de 10 cm de

diámetro e incubadas durante 18 hs en presencia de medio de cultivo libre

de esteroides.

Se aspiró el medio de cultivo. Se agregó a cada placa 1 ml de la mezcla de

transtección conteniendo 500 ul de HEPES 2 X, 5 ul de DNA (4 ug/ ul MTV­

CAT), 5 pl de pCH110 (1 pg/ pl). 430 pl de agua y 60 pl de CaCl2 (que se

agregó agitando continuamente en vortex). Cada placa se incubó 30

minutos a 37 oC. Se agregó 9 mI de medio de cultivo con FBS libre de

esteroides. Luego de 6 hs de incubación en estufa, se aspiró el medio y se

agregó 1 ml de glicerol al 15 % en butter HEPES (shock para permeabilizar

las membranas celulares para la entrada del DNA).Se incubó durante 3

minutos a 37 °C. Se enjuagó 2 veces con medio y finalmente se agregó 10 ml

de medio por placa y DEX 10 nM ó hu TNF-a recombinante (rhuTNF-a) (R &

D Systems. Alemania) 0.02 ng/ml (dosis no citotóxica para las células L-929)

ó hu IL-1B 1000 Ul/ml ó di-butiriI-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 incubación 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 suspensión celular se transvasó a un tubo eppendori y se centritugó 2

minutos a 6000 rpm. El pel/et celular se resuspendió en 100 pl 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 centritugó 15

minutos a 10000 rpm. El sobrenadante se incubó 10 minutos a 60 °C (para

eliminar acetilasas endógenas).

3-B-2-ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CAT

De acuerdo con otros trabajos (Gorman. et al, 1982), se siguió el siguiente

protocolo:

50 ul del extracto se incubaron con 4 ul acetil-CoA 20 mM, 10 pl de

clorantenicol 14C (0,025 uCi/ pl), butfer Tris-HCI, EDTA pH 8 durante 2 hs

agregando acetil-CoA cada 30 minutos. Se realizó un control con CAT

purificada. Se realizaron 2 extracciones con acetato de etilo. La fase orgánica

conteniendo el clorantenicol acetilado y no acetilado se secó en speedvac y

se resuspendió en 20 ul de acetato de etilo. Las muestras se sembraron en

TLC (silicagel 60, Merck) y la cromatografía se desarrolló en cuba saturada

con clorotormo-metanol 95:5. Posteriormente se dejó secar la placa y se

expuso a película autorradiogrática durante 24 hs.

Las placas autorradiográficas resultantes de las transtecciones fueron

analizadas densitométricamente para cuantificar la acumulación d e

clorantenicol acetilado. El análisis se realizó en un densitómetro LKB

ultroscan (LKBInstruments Inc., Suecia).
59



__--v--------v-7vw-vvvwvvvvvv-IUUUUI'OOOOOOOOO..‘Í

3-C-ELECTHOPORACION

Las células CV-1 y SK-N-MClueron crecidas en medio D-Mem, 10 % de FBS

libre de esteroides y al alcanzar un 75 % de confluencia, fueron transtectadas

con 5 pg del plásmido MTV-LUC,5 pg de pCH110 y en ciertos casos fueron

cotranstectadas con 5 ug del vector de expresión de GR, pRShGRa,

utilizando un sistema de electroporación (Bíotechnologies and Experimental

Research lnc. San Diego. USA). Una vez realizada la electroporación, las

células fueron cultivadas en presencia de medio con FBS libre de esteroides,

GC (DEXó cortisol) y rhuTNF-a durante 24 hs. al cabo de las cuales, fueron

cosechadas. y los extractos fueron ensayados para la actividad luciterasa

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

4-ACTIVIDAD BlOLOGICA DE TNF-a

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

Para determinar el efecto de los GC sobre la actividad citotóxica de TNF-a,

se utilizó 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

células en suspensión se transvasaron a un tubo Falcon y se centritugaron

para eliminar la tripsina. El pellet celular se resuspendió en medio D-Mem 10

% de FBS libre de esteroides. 2 mM de glutamina y antibióticos. Se realizó un

conteo de las células y se llevó a una concentración de 3 x 105 cel/ml en el

mismo medio. Se sembraron placas de 96 cavidades a razón de 100 pl por

cavidad y se incubaron en estufa a 37 °C, 5 % de C02 durante 5 hs para

permitir la adherencia de las células. Pasado este tiempo, se agregó DEX,en
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un volumen de 10 pl por cavidad y en una concentración de 0,3-30 nM en la

placa. Para cada concentración de DEX,se agregó 100 ul de rhuTNF-a en

distintas concentraciones: 0,1-100 ng/ml. Se realizaron controles positivos de

citotoxicidad sin DEXy controles sin TNF-a. Se realizaron además controles

positivos de supervivencia celular, sin ningún estimulo, que solo recibieron

100 pl de medio. Cada condición se evaluó por triplicado. Las placas fueron

incubadas durante 24 hs a 37 oC, 5 % de C02.

Pasado este tiempo. se removieron las muestras (y las células muertas

despegadas) por inversión de la placa sobre compresa y se tiñeron las

monocapas con violeta de genciana 0.5 % en 70 °/ometanol. Las placas

fueron incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente en presencia

del colorante. El exceso de colorante se eliminó por lavados repetidos con

agua. Posteriormente, las células teñidas, se despegaron por el agregado de

100 ul de ácido acético 33 % y una leve agitación. Este paso es importante

para lograr una mayor homogeneidad de la muestra para su lectura

espectrototométrica.

Las placas tueron leidas a 570 nm en espectrototómetro.

4-B-EFECTO PRIMING DE TNF-a

El ensayo se realizó tal como se describió anteriormente para el ensayo de

citotoxicidad de TNF-a. solo que, ciertas placas recibieron un priming de 10

pl de rhuTNF-a en una concentración de 0,02 ng/ml en la placa (dosis no

citotóxica para las células L-929.tal como se demuestra en este trabajo) y las

placas sin priming, 10 pl de medio, 12 hs antes del agregado de DEX y/o

rhuTNF-a en dosis citotóxicas. Se determinó el porcentaje de aumento en la

supervivencia en presencia o 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) Drx 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-DETEFlM INACION DE APOPTOSIS

Para determinar si los efectos citotóxicos de rhuTNF-u sobre las células L­

929 son por inducción de apoptosis y el efecto de los GC en esta acción, se

determinó apoptosis por dos métodos:

a- Método del TUNEL (Terminal transferase mediated dUTP-biotin nick end

Iabeling) (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 parámetros que permite detectar la muerte celular programada ó

apoptosis es la degradación del DNA en fragmentos muy pequeños

(internucleosomales). Este método consiste básicamente, en la transferencia

terminal a los pequeños fragmentos de DNAde un nucleótido acoplado a un

marcador fluorescente.

Células L-929, en una concentración 4 x 105 cel/ml fueron sembradas en

cámaras portaobjetos (Nunc. Dinamarca), a razón de 2 mI por cámara y se

incubaron durante 4 hs a 37 0C, 5 % C02 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 °/o(dilución preparada en el momento) en PBS. Se

efectuó un lavado con PBS, y luego las células fueron permeabilizadas por

incubación durante 2 minutos a 4 °C con tritón X-100; 0,1 % y citrato de sodio

0,1 %. Se efectuaron dos lavados con PBS.

Sobre las células fijadas y permeabilizadas, se llevó a cabo la reacción

TUNEL:en cada cámara se agregó 0,5 nmoles de biotina-16-dUTP, 3 nmoles

de dATP, 2 ul de CoCl2 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 ul para cada condición. Las cámaras fueron incubadas durante 1

h a 37 oC. La reacción se frenó por el agregado de 2 pl de EDTA 0,5 M.

Posteriormente, las células fueron Iavadas con PBS e incubadas con una

dilución 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 lluorescencia Olympus IMT-2

(Tokio,Japón). Se efectuó el conteo de células fluorescentes analizando 10 ó

15 campos por preparado. Como control positivo se utilizaron células

tratadas con DNAsa.

4-C-2-FRAGM ENTACION 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 ó en

ausencia de rhuTNF-a en una concentración de 60 ng/ml y/o DEX 10 nM

durante 12 hs. Se realizó tratamiento con DNAsa como control positivo de

degradación. Posteriormente, las células fueron despegadas por tratamiento
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con tripsina. Cada suspensión celular (1,6 x 106 células) se Iavó 2 veces con

PBS por centritugación a 500 x g 5 minutos. El pellet celular se resuspendió

en 800 ul de buffer de lisis (0,2 % de Triton X-100; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 10

mM EDTA). Luego de 10 minutos de incubación en hielo, el lisado fue

centritugado (14000 rpm) por 10 minutos a 4 oC. Posteriormente, se realizó

una extracción con tenol-clorotormo/isoamllico (24:1) del sobrenadante

(conteniendo RNA y DNAtragmentado, pero no cromatina intacta). La fase

acuosa, fue precipitada con acetato de sodio 30 mM y 0.7 volúmenes de

isopropanol. El pellet, se lavó con etanol 80 %, se evaporó en speedvack y

se resuspendió en 100 til de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8). Luego,

las muestras tueron tratadas con RNAsa (0,5 mg/ml) por 1 h a 37 °C. Se

realizó una extracción con fenol-clorolormo/isoamÍlico y Ia fase acuosa se

precipitó con 2 volúmenes de etanol. El pellet de ácido nucleico se

resuspendió en 40 ul de butter TE. La electroforesis se realizó en gel de

agarosa al 2 % en buffer TBE. El DNA fue visualizado por tinción 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 determinó Ia presencia de mFtNApara el receptor de TNF p55 en las

lineas celulares CV-l y SK-N-MC.Se utilizaron CMHP estimuladas con PHA

como control positivo de expresión.

5-A-EXTRACCION DE RNA

La extracción de RNA se realizó por el método de tiocianato de guanidina y

tenol-clorotormo 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 retiró el medio de cultivo. En el caso de las lineas

celulares (por tratarse de células adherentes), el medio fue aspirado. Se

agregó 1 ml de solución D (tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25

mM. sarcosyl 0,5 %) a cada cavidad. Las células fueron homogeneizadas en

la solución D aspirando con pipeta. El homogenato fué transferido a tubos

eppendort conteniendo 500 ul cada uno. A cada eppendort. se le agregó 50

ul de acetato de sodio 2 M, pH 4. Luego se realizó una extracción con 500 pl

de fenol y 100 ul de clorotormo-isoamilico (49:1) y se agitó en vortex durante

15 segundos. Las muestras se dejaron en hielo durante 15 minutos y se

centritugaron durante 15 minutos a 15000 rpm a 4 °C. En este paso se

eliminaron las proteínas, lípidos y DNAen la fase orgánica. Se recuperó la

tase acuosa conteniendo el RNA y se precipitó con un volumen de

isopropanol durante una hora a -20 °C. Se centrifugó a 15000 rpm durante

15 minutos a 4 °C. El pel/et resultante se resuspendió en 150 ul de solución

D y se reprecipitó con un volumen de isopropanol como en el paso anterior a

-20 °C. Finalmente se realizó un lavado con 800 ul de etanol 75 % y se

centrilugó por 10 minutos a 15000 rpm, el pel/et de RNA se secó en

speedback y se resuspendió en agua con dietilpirocarbonato (DEPC), que es

un inhibidor de RNAsas.

5-B-CUANTIFICACION DE RNA

Se realizó una dilución 1/100 de cada muestra en agua con DEPC y se

determinó su concentración por absorbancia a 260 y 280 nm. Una unidad de

absorbancia indica una concentración de 40 ¡ig/ml de RNA. El rendimiento

de Ia extracción de RNA fue de alrededor de 10 mg de FlNAcada 2 x 107

células. La pureza de las muestras fué evaluada calculando el índice

Azeo/AZBO.Las muestras utilizadas para Northern blot tuvieron un indice entre

1,8y2.
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5-C-ELECTROFORESIS

Preparación de la muestra: Cada 8 pl de RNA se agregó 4 ul de glioxal

mezcla (127 ul de glioxal + 8 ul de buffer fosfato 1M) y 12 ul de DMSO. Se

incubó durante una hora a 50 °C. y luego se agregó el colorante (azul de

bromotenol y xilene cianol).

Las muestras fueron corridas en gel de agarosa al 1,2 %, en butter fosfato 10

mM pH 6,5. Hasta que los colorantes se separaron, la corrida se efectuó a 80

mA y luego a 150 mA.

5-D-NORTHERN BLOT

Una vez realizada la electroforesis, el RNAfué transferido a una membrana

de nylon. La transferencia se realizó 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 ácido acético por 15 minutos. Posteriormente se

realizó una tinción con azul de metileno por 10 minutos para visualizar el

RNAtotal fijado sobre las membranas (acetato de sodio 0.5 M con 0,04% de

azul de metileno). Se evaluó la integridad de las preparaciones de RNA

observando las bandas de RNA ribosomal. También se estimaron las

cantidades relativas de FlNAtotal 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 plásmidos, en una masa de 20 pg se cortaron con las enzimas de

restricción necesarias para liberar el inserto completo.

Los productos de la reacción de restricción y marcadores de peso molecular

del rango de 1 kb se sembraron en geles agarosa de bajo punto de fusión

al 1 ó 1.2 % en buffer TBE con bromuro de etidio. Las muestras fueron

sembradas con el agregado de butter de siembra. La electroforesis se realizó

a 80 mA hasta que el azul de bromolenol migró 2/3 de la longitud total del

gel.

Una vez obtenida la separación adecuada de las bandas correspondientes a

los fragmentos observándolas en transiluminador con luz UV, se cortaron del

gel y se pasaron a tubos eppendort. Los fragmentos de gel conteniendo los

fragmentos de DNA tueron incubados durante 15 minutos a 65 °C. Esta

incubación se realizó para disolver la agarosa. Se realizaron dos

extracciones con lenol-clorolormo. Para Ia separación del DNA de las

proteinas (nucleasas, enzimas), se agregó 1 volumen de fenol al tubo

eppendorl. se Io centritugó. se adicionó luego un volumen de

fenol/clorolormo/alcohol isoamilico (2522421),nuevamente se lo centrigugó.

para finalmente agregar 1 volúmen de clorotormo/alcohol isoamilico (24:1).

Para obtener la separación de lases se centrifugó en cada caso durante 5

minutos a 12000 rpm. La tase superior es removida y colocada en un nuevo

tuvo eppendorf. Luego de realizada la extracción se agregó 1/10 volúmenes

de acetato de sodio 3 M más 2,5 volúmenes de etanol absoluto. El tubo se

colocó por 15 a 60 minutos a -80°C. El pel/et fue luego recuperado por una
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centrifugación por 20 minutos a 12000 rpm. Se lo Iavó con etanol al 80 °/o

mantenido en -20 °C, se lo dejó evaporar y se Iodisolvió finalmente en buffer

TE autoclavado. La fase acuosa se precipitó con 1/ 10 de volumen de acetato

de sodio 3 M pH 4 y 1 volumen de isopropanol. Se efectuaron dos lavados

con etanol 80 % y el pel/et resultante se secó en speedvac y se resuspendió

en agua.

Una dilución 1/500 tué cuantificada por densidad óptica a 260 nm. Una

unidad de densidad óptica corresponde a una concentración de 50 mg/ml de

DNA.

5-E-2-MARCACION DE LAS SONDAS

Fue utilizado el método de marcación ("random oligonuc/eot/de priming")

(Feinberg & Vogelstein. 1983). Una mezcla de hexanucleótidos 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 nucleótidos radioactivos en

la secuencia. Los fragmentos se marcaron por ramdom-primer extension

utilizando un kit de Boehringer.

50 ng de DNAen 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 renaturalización. 25 ­

100 ng del fragmento de DNA(9 ul) fueron hervidos durante 5 minutos en un

baño de agua hirviendo e inmediatamente después puesto en un recipiente

conteniendo hielo. Se agregaron entonces: 2 pl de la mezcla de reacción

(hexanucleótidos disueltos en buffer-Klenow 10X). 3 ul de una solución de

dNTP (0,5 M de dATP, dGTP y dTTP) y 5 ul de a-32P-dCTP (10 uCi/ml, 3000

Ci/mol). La reacción se realizó por incubación 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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po|imerasa. Se agregó 1 ul de cada deoxinucleótido con excepción de dCTP,

2 ul de buffer conteniendo hexanucleótidos con secuencias al azar como

primers, 5 ul de dCTP marcado con 32P (50 uCi) y 1 pl de la enzima Klenow.

Se incubó 30 minutos a 37 °C.

El probe marcado se purificó por centritugación a 1500 rpm por 5 minutos en

columnas de sephadex G 50 utilizando como eluyente buter TES (10 mM

Tris. 1mM EDTA. 100 mM NaCl). Se determinaron las cpm incorporadas en 1

¡1| de la primera tracción (el fragmento marcado) y 1 ul de Ia segunda

(oligonucleótidos) en contador beta. La actividad específica del DNA

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

5-F-HIBRIDIZACION

Los liltros de nitrocelulosa se prehibridizaron durante una hora con buffer de

hibridización (SSPE 5 X, iormamida 50 °/o,Denhardt 5 X y DNA de esperma

de salmón) a la temperatura de hibridizaciónadecuada para cada sonda.

Mediante este procedimiento se bloquearon los sitios de unión inespecítica.

Luego se agregó el cDNA previamente desnaturalizado hirviéndolo por 10

minutos, marcado (10.000 cpm/ cm2 de superficie de nitrocelulosa) y se

hibridizó ON.

Posteriormente los tiltros se lavaron 2 veces 15 minutos a temperatura

ambiente con 2 X SSC y 0,1 °/oSDS, 2 veces 15 minutos a 37 °C con 0,2 X

SSC y 0.1 °/oSDS y una vez 30 minutos a la temperatura de hibridización con

0.1 X SSC y SDS 0,1 %. Los filtros se secaron y se expusieron en cuarto

oscuro a la película autorradiográfica. La exposición fué realizada a -80 °C

hasta obtener una señal apreciable.

Los tiltros luego de la exposición 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
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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 Ia radiografía, se estimó

el tamaño de las bandas por comparación con el FINAribosomal y se verificó

de este modo que las bandas de mRNA aparecido como señal en la

radiografía fueran las correspondientes a la sonda usada.

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

3,6 M NaCI

0.2 M buffer fosfato de sodio

20 mM EDTA

100 X Denhardt:

2 % Sero albúmina bovina (BSA)

2 % Ficoll 400

2 % Polivinilpirrolidona

Solución de prehibridización

50 °/o Formamida deionizada

5 X SSPE

5 X Denhardt 's

0,1 mg/ml DNAde esperma de salmón desnaturalizado

0,1 % Sodio dodecil sulfato (SDS)

Butler de rehibridización

5 ml 100 X Denhardt's

5 ml 1 M Tris pH 7,5

4 ml 0,5 M 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 determinación de GR, las células L-929fueron procesadas según se

ha descripto previamente (Reul. et al, 1994). Brevemente, luego de 12 hs de

incubación en presencia ó en ausencia de rhuTNF-a (0,02 ng/ml), las células

fueron colectadas por centrifugación, y el pel/et (2 pel/ets de 2 x 107células/2

ml), fue homogeneizado en bulfer Tris-HCI 5 mM, pH 7,4, conteniendo 0,5

mM de tenilmetilsultonilfluoruro (PMSF), 5 ¡LMde antipaina. 5 uM de

leupeptina, 5 °/ode glicerol, 10 mM de molibdato de sodio, 1 mM de EDTA y 2

mM de fl-mercaptoetanol. La homogeneización se realizó trabajando en frío,

en baño de hielo, realizando 10 pulsos de 900 rpm, utilizando un

homogeneizador de vidrio-tellón, clariticación 0,25 mm).

El homogenato fue centrilugado a 100000 x g por 60 minutos a 0-2 oC. 100 pl

del sobrenadante (tracción citosólica) 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 lue determinado por incubación

del citosol con 3H-DEX (85-106 Ci/mmol, Amersham, Alemania). El binding

no específico fue determinado en paralelo, por incubación de las fracciones

citosólicas con 1000 veces en exceso de DEXrespecto de 3H-DEX.

Luego de 20-24 hs de incubación a 0 0C, 100 nl de la mezcla citosol-3H­

esteroide fue sembrada en columnas de Sephadex LH-20 (Pharmacia,

Alemania) para Ia separación de 3H-DEXunida y libre. La concentración de

proteinas se determinó por el método de Lowry (Lowry, et al, 1951),

utilizando seroalbúmina bovina como estandar.

Los datos de binding fueron expresados como lentomoles por miligramo de

proteína y el binding específico se obtuvo restando el binding inespecitico.
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Los datos de máximo número de sitios de bindíng (Bmax)y la constante de

afinidad relativa (Kd), fueron determinados por análisis de regresión no­

lineal.

7-ENSAYO DE CAMBIO DE MOVILIDADELECTROFORETICA DE GRE

Para estudiar la acción estimulatoria directa de TNF-a sobre la actividad

transcripcional de GR, via la inducción de una proteína de unión a GR/GRE,

se aplicó la técnica de EMSA (electrophoretic mobil/ty shift assay), utilizando

extractos nucleares de células estimuladas con DEXo con DEX+ rhuTNF-a y

el oligonucleótido codificante de la secuencia GRE (Trapp. et al, 1994).

7-A-PREPARACION DE LOS EXTRACTOS NUCLEARES

Células L-929 en una concentración de 2 x 108 células/ml tueron

estimuladas con DEX 10 nM ó con DEX+ rhuTNF-a 0,02 ng/ml. Luego de 15.

45 ó 60 minutos de estimulación, las células tueron lavadas con PBS y se

procedió a la preparación de los extractos nucleares (Adcock. et al, 1995).

Brevemente. las células fueron Iisadas en 100 ul de butter A (HEPEStO mM;

MgCl21,5 mM; KCI 10 mM; DTT 0,5 mM y NP-40 0,1 %) y se centritugaron 10

minutos a 3000 rpm y a 4 °C. Luego. el pel/et nuclear se Iisó en 20 ul de

buffer B (HEPES 10 mM; MgCI21,5 mM; NaCI 0,42 mM; DTT 0,5 mM; PMSF

0,5 mM; glicerol 25 °/oy EDTA 0.2 mM). Se centritugó 30 minutos a 13000 rpm

y a 4 °C y la tracción soluble subsecuente se mezcló con 100 ul de butter C

(Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; KCI 80 mM; glicerol 10 °/o y DTT 1 mM). Los

extractos nucleares se guardaron a -70 °C y la concentración de proteínas se

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

El oligonucleótido doble cadena codificante para GRE

(5'AGCTTCGTAGCTAGAACATCATGTTCTGG-S'), fue marcado en 5' por

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

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

preparando la siguiente mezcla de reacción:

-1,5 pl del oligonucleótido GRE (50 ng/pl)

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

-2 ul del buffer Klenow (10 x) (Tris-HCI 0,5 M; MgCIg 0,1 M; DTE 1 mM)

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

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

-6,5 ul de agua.

Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente, se agregó 4 ul de

dCTP y se incubó durante 5 minutos más a temperatura ambiente. La

reacción se detuvo por el agregado de 5 ul de buffer de stop.

En ciertos experimentos, se utilizóademás un oligonucleótido doble cadena

no relacionado, CCAAT (S'GATCCCGGAGCCCGGGCCAATCGGCGCA-3'),

correspondiente al promotor de la tibronectina humana (gentilmente cedido

por el doctor Alberto Kornblihtt. INGEBI, Argentina). El oligonucleótido se

marcó en 5' utilizando y-32PdCTP y la enzima T4 polinucleótido kinasa (PNK)

(Boehringer Mannheim, Alemania) en Ia siguiente mezcla de reacción:

-4 ul del oligonucleótido

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

-2 ul de buffer PNK (10 x) (Tris-HCI 0,5 M; MgCl2 0,1 M; DTE 50 mM;

espermidinat mM;EDTA1 mM)

-1 ul de PNK (10 U/ul)

-11 ul de agua
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La mezcla de reacción se incubó durante 30 minutos a 37 °C y luego se

agregó 2 pl dela mezcla de deoxinucleótidos 2,5 mM y 1 pl de Ia enzima

Klenow y se incubó durante 10 minutos a 30 °C.

Ambos oligonucleótidos fueron purificados en un gel nativo de poliacrilamida

al 20 °/o,utilizando buffer TBE como buffer de corrida. La detección de los

oligonucleótidos marcados se realizó por exposición de los geles a película

autorradiográfica durante un minuto. Las bandas correspondientes a ambos

fragmentos fueron cortadas del gel y la elución del DNAse realizó en buffer

de elución (acetato de amonio 0,5 M; Tris-HCI pH 7,5 10 mM; EDTA 1 mM;

SDS 0,1 °/o)durante 48 hs a 42 °C. Los oligonucleótidos eluídos se

precipitaron por el agregado de 2 volúmenes de etanol y poli (dl-dC) como

carrier. incubación a -20 °C durante media hora y centrifugación a 12000 rpm

durante 60 minutos. El pellet se Iavó con etanol 80 % y se resuspendió en un

volumen apropiado de agua.

La actividad específica de cada fragmento se calculó por determinación de Ia

radioactividad total, presente en la banda de gel (conteniendo una masa

conocida de oligonucleótido): Ia banda se cortó en pequeños fragmentos y

se midieron en contador B. La recuperación en el elufdo fue del 90 %.

7-C-ENSAYO DE MOVILIDADELECTROFOREÏ'ICA

Cantidades iguales de extractos nucleares (10 ó 16 ug) provenientes de

cultivos estimulados con DEX ó con DEX + rhuTNF-a, fueron incubadas en

un volumen de 20 ul de buffer C con 600 ng ó 1 pg de poli (dl-dC). En

algunos puntos experimentales se agregó 50 a 100 veces de exceso de

oligonucleótido frío como competidor (GRE ó CCAAT) respecto de GRE

marcado. Luego de 10 minutos de incubación en hielo, se agregó 1 ng del

oligonucleótido GRE marcado (aproximadamente 17000 cpm) y se incubó a

25 °C durante 20 minutos. Los complejos DNA/proteína fueron resueltos en
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gel nativo de poliacrilamida al 4 °/ocon buffer de baja fuerza iónica 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 película autorradiográfica a -70 °C.

a-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 ANOVAen combinación con el test de Scheffé.
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lV-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 titulación de esta citoquina (Aggarwal & Kohr, 1985;

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

mínima citotoxicidad de rhuTNF-a sobre estas células, se realizó una curva

dosis-respuesta (Fig. 4) y se determinó la citotoxicidad,tal como se describe

en materiales y métodos.

°/oCITOTOXICIDAD

01o

O
q

6.2‘1.5— 3.1—

I

°°.o
001 0.02­ 0.03" 0.04­ 0.09­

01­ 0.4'­

TNF-a ng/ml

Figura 4. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE CITOTOXICIDADDE TNF-a. Las
células L-929 lueron ¡ncubadas durante 24 hs con distintas dosis de
rhuTNF-a. Se determinó la absorbancia (570 nm) de las monocapas teñidas
con violeta de genciana (células sobrevivientes) y se calculó el °/o de
citotoxicidad. Los resultados corresponden a la media :l:SD (n=3) de un
experimento representativo de 8 realizados.
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Dado que en esta determinación, las células blanco utilizadas son

fibroblastos de ratón, y el TNF-a es humano, de acuerdo con las evidencias

citadas en la introducción, los efectos citotóxicos observados, son mediados

por receptores de TNF tipo p55, los cuales tienen alta homologla con otros

receptores mediadores de apoptosis y además TNF-a induce apoptosis en

otros tipos celulares. De acuerdo con las evidencias presentadas en la

introducción de esta tesis. existe una gran controversia acerca de las

acciones de TNF-u sobre las células L-929. fundamentalmente, respecto de

los modelos utilizados (presencia ó ausencia de sustancias sensibilizadoras)

y en cuanto a la metodología empleada (citometrla de flujo, pattern de

degradación de DNA).

Para confirmar si estas acciones letales, podían ser debido a la inducción de

apoptosis en estas células, se realizó su determinación luego del tratamiento

con l'hUTNF-udurante 12 hs, en una concentración de 60 ng/ml. En la figura

5 pueden observarse los resultados obtenidos por la técnica de

incorporación de nucleótido fluorescente al DNAfragmentado (TUNEL). Las

monocapas tratadas con la citoquina (Fig. 5 c y e), presentaron un número

significativo de células claramente apoptóticas, con DNAfragmentado, asi

como el control positivo por tratamiento con DNAsa (Fig. 5 a) respecto de las

células sin tratamiento (Fig. 5 b). En cuanto al aspecto morfológico 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 determinó fragmentación del DNA. Las

células L-929 fueron tratadas en las mismas condiciones que para los

experimentos de fluorescencla y posteriormente se realizó la extracción y

corrida electroforética del DNAen gel de agarosa. Como puede observarse

(Fig. 5, inserto superior). el tratamiento con TNF-a (Fig. 5. inserto superior,

calle 2) indujo la fragmentación del DNA,dando el pattern característico de

las células apoptóticas, con bandas tan pequeñas como 180-200 pb que
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corresponderlan a fragmentos internucleosomales. De acuerdo con estos

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

células L-929. via receptores p55.

2-EFECTO DE LOS GC SOBRE LAACTIVIDADBIOLOGICA DE TNF-a.

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

TNF-a, las células L-929. fueron tratadas con diferentes dosis citotóxicas de

rhuTNF-u con o sin el agregado simultáneo de DEX y posteriormente se

determinó la citotoxicidad. En la figura 6, puede observarse, como fue

descripto previamente (Pagliacci, et al, 1993) que el agregado de DEX

resultó en una inhibición significativa de la citotoxicidad inducida por TNF-a.

Dado que la acción letal de TNF-a es debido a la inducción de apoptosis en

estas células. en otros experimentos. se determinó el efecto de DEXsobre el

número de células apoptóticas por tratamiento con una dosis alta, de 60

ng/ml de esta citoquina. DEX, en las dosis de 10 ó 100 nM, agregada a los

cultivos simultáneamente con rhuTNF-a, produjo una reducción significativa

en el número de células apoptóticas (Fig. 5 d y f) y en Ia degradación del

DNA (Fig. 5. inserto superior, calle 3). Por Io tanto, de acuerdo con lo

expuesto en la introducción y estos resultados, puede concluirse que los GC,

además de inhibir la sintesis de TNF-a, pueden además inhibir una de sus

acciones biológicas, como la apoptosis inducida en las células L-929, vía

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-l: rhuTNF-u 60 ng/ml, d: rhuTNF-a + DEX 10 nM, i: rhuTNF-a + DEX 100
nM. inserto en a: Análisis de fragmentación de DNA: M: marcador de peso molecular de
123 pb, 1: células como en b, 2: células como en c, 3: células como en f. lnserto en f:
diagrama de barras correspondiente a las células apoptóticas con tinción positiva.
Resultados similares fueron obtenidos en tres experimentos independientes. 'p < 0.001
(ANOVA con test de Schelte’. media t SEM).
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Figura 6. EFECTO lNHIBlTORIO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA
CITOTOXICIDADDE TNF-a

Las células L-929fueron incubadas en ausencia ó en presencia de rhuTNF-a durante 20
hs. con ó sin el agregado simultáneo de DEX.A- Cada punto representa la media 1
SEM (n=3) donde cada condición fue evaluada por triplicado. ' p < 0.05, “ p < 0.001
(ANOVAcon test de Scheiié). B- Efecto de distintas dosis de DEXsobre dosis bajas de
rhuTNF-u. Cada punto representa ia media de cuadruplicados de un experimento
representativo de cinco realizados.
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3-MODULACION DE LA ACTIVIDADTRANSCRIPCIONAL DE GR POR

TNF-(x

Dado que los GC inhiben la citotoxicidad inducida por TNF-a sobre las

células L-929, se utilizóeste 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 estudió 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 construcción MTV-CATque 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 ó sin rhuTNF-a en una dosis no

citotóxica de 0,02 ng/ml. La figura 7 muestra la autorradiogralía y el análisis

densitométrico correspondiente a la actividad CAT de un experimento

representativo. Podemos observar, que DEX estimuló Ia 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-u. La acción

estimulatoria de la citoquina en presencia de GC fue inhibida

significativamente por el agregado del antagonista de GR, FlU38486 (1 pM),

lo cual indica que esta acción de TNF-a fue mediada por el receptor de GC

(Fig. 7). Por otro lado, TNF-a no tuvo ningún electo sobre la actividad CAT en

ausencia de GC (no mostrado). Cuando las células fueron translectadas con

la construcción AMTV-CAT,no se observó Ia inducción por GC ni el efecto de

TNF-u (Fig. 7, inserto inferior). Resultados similares fueron obtenidos cuando

se utilizó conisol en dosis de 3-30 nM ó 3-30 ¡1Men vez de DEX.
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Figura 7. TNF-a AUMENTA LA ACTIVIDADTRANSCRIPCIONAL DE LOS RECEPTORES
DE GLUCOCORTICOIDES ACTIVADOS EN CELULAS L-929 TRANSFECTADAS CON
MTV-CAT. Las células lueron translectadas y estimuladas con DEX (10 nM), rhuTNF-a
(0,02 ng/ml) ó el antagonista de GR, RU 38486 (1pM) por 24 hs. El diagrama de barras
corresponde al análisis densitométrico de las 8 calles de la autorradiografla del ensayo
CAT, estandarizado con la correspondiente actividad 6-galactosidasa (Ia flecha indica la
posición del 3-acetilcloranfenicol). Resultados similares fueron obtenidos en 6
experimentos independientes. Resultados similares fueron obtenidos con cortisol (10 [LMó
3-10 nM) en vez DEX. Inserte: transfección con AMTV-CAT: a: sin tratamiento, b:
estimulación con DEX ó 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

transcripción de genes portadores de GRE.

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

Células L-929 fueron incubadas durante 12 hs en presencia ó en ausencia

de rhuTNF-a en la misma dosis que resultó efectiva en las transfecciones y

posteriormente. se determinó el número de GR. En presencia de la citoquina,

se observó un aumento significativo dei número de GR respecto de los

cultivos control sin tratamiento (Fig. 8).

Para analizar el electo sobre el promotor de GR, las células L-929 fueron

transiectadas con el plásmido HGRP-CAT.La expresión de este plásmido es

constitutiva. pero modulada por cAMP (Zong, et al, 1990), se observó que el

tratamiento con DB-cAMP, en la dosis 0,5 mM, indujo un aumento

significativo de Ia 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 vía el promotor de GR (Fig. 9). Por lo tanto, la acción

estimulatoria de TNF-a sobre el número de GFi. es a nivel transcripcional,

aunque no puede descartarse un efecto post-transcripcional.

De acuerdo con estas observaciones. el aumento en el número de GR por

TNF-u. seria 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 realizó la cuantificación de GR en las células L-929 luego
de 12 hs de estimulación con rhuTNF-a 0,02 ng/ml por ensayo de saturación. Resultados
similares fueron obtenidos en tres experimentos independientes. TNF-a produjo un
aumento significativo en el número de GR. Bmax: 2.173 fmoI/mg (TNF-a) vs. 1.611
fmol/mg (sin tratamiento), sin cambios de afinidad: Kd: 1,2 nM (TNF-u) vs. 1,0 nM (sin
tratamiento).

84



'U'...’..............................Ó...’......Í

160

ACTlVIDADCATRELATIVA

N

oo l_l_l_lJlllllllllllllllllllllllllll]

sin tratamiento DB-cAMP TNF-a DEX

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

Las células fueron transfectadas con el plásmido HGRP-CATy estimuladas con rhuTNF-a
0,02 ng/ml, ó DEX 10 nM ó DB-cAMP 0,5 mM durante 24 hs. El diagrama de barras
corresponde a las unidades densitométricas relativas (a la actividadB-galactosidasa) para
cada calle de la autorradiografla del ensayo CAT. Resultados similares fueron obtenidos
en tres experimentos independientes.
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5-EFECTO DE TNF-u SOBRE LA ACTIVIDADTRANSCRIPCIONAL VIAGRE

EN CELULAS QUE NO EXPRESAN GR

De acuerdo con los resultados presentados en la tigura 7, el aumento de la

actividad transcripcional por rhuTNF-a via GRE. fue bloqueado por el

agregado del antagonista de GC RU38486, lo que demostró que estas

acciones eran mediadas por GR. Estos resultados fueron corroborados

evaluando Ia actividad transcripcional vía GRE en las lineas celulares CV-1 y

SK-N-MCque 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 transtectadas con la construcción MTV-LUC,similar a

MTV-CAT,pero conteniendo el gen de Ia luciierasa como reporter. AI igual

que las células L-929, fueron estimuladas durante 24 hs con DEX 10 nM, ó

bien, cortisol en Ia dosis 3 nM, en presencia ó en ausencia de 0.02 ng/ml de

rhuTNF-a. No se observó una inducción de Ia actividad LUC con ninguno de

estos tratamientos (Fig. 10 A, interior).

Por otra parte, cuando estas células tueron cotranstectadas con un vector de

expresión constitutiva para GR y MTV-LUC (Fig. 10 B) y se determinó

actividad LUC en respuesta a cortisol 3 nM, con ó sin rhuTNF-u 0,02 ng/ml,

pudo observarse, que al igual que en las células L-929, el rhuTNF-u produjo

un aumento significativo de la transcripción vía GRE en respuesta a GC.

aunque en menor escala respecto de Io observado en las células L-929.

Estos resultados. demuestran claramente el requerimiento de GR para la

modulación de la actividad transcripcional vía GRE y por otro lado, que el

TNF-a además del aumento en el número de GR, responsable en parte del

aumento de Ia actividad transcripcional vía GRE; tiene una acción 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 celulas tueron translectadas con MTV-LUCy estimuladas por 24
hs con cortisol 3 nM, DEX 10 nM ó rhuTNF-a 0,02 ng/ml. Los resultados corresponden a
la media de las unidades de actividad LUC (relativas a la actividad B-galactosidasa) de
triplicados, con una variación menor del 10 %. Resultados similares tueron obtenidos en
tres experimentos independientes para cada linea celular. Inserto: expresión del mRNA
del receptor p55 de TNF (2.4 kb) en SK-N-MC (calle 2) y CV-t (calle 3). Calle 1: CMHP
estimuladas con PHA, como control positivo. Cada calle contiene una masa similar de
RNA (17 pg), tal como se observó en Ia hibridización 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 tueron cotranslectadas 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-galactosidasa (variación respecto
de la media < 10 %). Resultados similares tueron obtenidos en 4 experimentos
independientes para cada llnea celular. rhuTNF-a solo no tiene electo sobre la actividad
LUC.

El vector de expresión de GR contiene la secuencia coditicante para GR bajo

el control del promotor viral RSV. En células transtectadas con una

construcción plasmldica llevando el promotor RSV acoplado al gen repon‘er

CAT, no se observó una inducción de la expresión de CAT en respuesta a

rhuTNF-u (no mostrado).

6-EFECTO DE TNF-u SOBRE LA UNION DE GR A GFiE

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 ó con DEX + rhuTNF-u 0,02 ng/ml,

durante 15, 45 ó 60 minutos, tueron incubados con el oligonucleótido

marcado GRE y se analizó la movilidad electrolorética de los complejos.

rhuTNF-a en presencia de DEX, aumentó la unión de los GR activados a

GRE. a todos Iostiempos analizados. aún a los 15 minutos, donde quedaría
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prácticamente descartado un aumento en el número de GR (Cidlowski &

Cidlowski. 1982) (Fig. 11 A, calles 4 y 5 y Fig. 11 B, calles 1 y 2). La

especificidad de los complejos observados. fue demostrada por ensayos de

competición en los cuales se utilizaron oligonucleótidos tríos. Un exceso de

50-100 veces del oligonucleótido GRE lrlo, desplazó eficientemente la unión

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 oligonucleótido no especifico, resultó no

competitivo (Fig. 11 A, calles 1 y 2 y Fig. 11 B, calle 3). En respuesta a

rhuTNF-u. no se observó la aparición de nuevas bandas, correspondientes a

otros factores inducidos por esta citoquina y que fueran capaces de

interaccionar con GRE. Además, no se observó un desplazamiento de la

banda correspondiente a los complejos GR/GRE, indicando que en

respuesta a rhuTNF-u, tampoco se inducen otros factores ó proteínas que

interaccionen con los complejos GR/GRE.

Por otro lado, cuando los extractos nucleares, provenientes de cultivos

estimulados con DEX ó con DEX + rhuTNF-a. lueron incubados con el

oligonucleótido CCAAT(codificante para una secuencia del gen promotor de

la fibronectina humana) marcado. en lugar de GRE y se analizó la movilidad

electrolorética. 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 1 y 2), indicando

que las cantidades de proteinas que son comparadas (DEX vs. DEX +

rhuTNF-a) en las figuras 11 A y 11 B son similares y que el aumento de unión

inducido por rhuTNF-a, es especifico para GRE.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de

transtección, utilizando el vector AMTV-CAT(Fig. 7, inserto interior) y con los

resultados obtenidos en estos experimentos, utilizando el oligonucleótido

GRE, puede concluirse, que el aumento en la actividad transcripcional de

GR por rhuTNF-a, independiente del aumento en el número de GR. es vía un
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Figura 11. EFECTO DE TNF-o. SOBRE LA UNION DEL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES A GRE INDUCIDAPOR GLUCOCORTlCOIDES.

A. El EMSA y las reacciones de competición lueron realizadas utilizando el oligonucleótido
GRE marcado y 16 pg de los extractos nucleares de las células L-929 (calles 1-6). las
cuales lueron estimuladas por 45 minutos con DEX 10 nM (calles 1-4) ó DEX + rhuTNF-a
0.02 ng/ml (calles 5-6). Para los ensayos de competición, en la mezcla de reacción se
incluyó un exceso de GRE trlo (calles 3 y 6) ó de un oligonucleótido competidor no
especltico (calles 1-2). En el buller de reacción. se utilizó 1 pg de poli (dl-dC). Relación de
las lecturas densitométricas: DEX + rhuTNF-a (calle 5)/DEX (calle 4): 1.82 (las unidades
densitométricas lueron estandarizadas con las unidades obtenidas con la misma cantidad
de extracto nuclear en la ligura 11 C). rhuTNF-u solo no tuvo electo. Resultados similares
lueron obtenidos en 3 experimentos independientes en los cuales los extractos nucleares
lueron obtenidos luego de 15. 45 ó 60 minutos de estimulación.
B. El EMSA y los ensayos de competición lueron realizados utilizando el oligonucleótido
GRE marcado y 10 ug de los extractos nucleares de las celulas L-929 (calles 1-4). las que
lueron estimuladas como en la ligura 11 A. En el buller de incubación se utilizaron 600 ng
de poli (dl-dC). Relación de las lecturas densitométricas: DEX + rhuTNF-a (calle 2)/DEX
(calle 1): 1.38 (unidades relativas a las unidades obtenidas con la misma cantidad de
extracto y el oligonucleótido CCAAT). Resultados similares lueron obtenidos en 2
experimentos independientes.
C. El EMSA fue relizado utilizando la misma masa (16 pg) y los mismos extractos
utilizados en la ligura 11 A y el oligonucleótido CCAAT marcado (correspondiente a otros
complejos DNA-protelna, no relacionados a GR/GRE), conlirmando, que los extractos
provenientes de las células estimuladas con DEX ó con DEX + rhuTNF-a, contienen
iguales cantidades de proteinas. El ensayo se realizó utilizando 1 pg de poli (dl-dC) en el
buller de reacción. Resultados similares lueron obtenidos con todos los extractos
utilizados en experimentos como en las tiguras 11 A y 11 B.

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

necesariamente de otras secuencias de DNA u otros factores de

transcripción.

7-EFECTO DE TNF-a SOBRE LA ACTIVIDADTRANSCRIPCIONAL DE GR

EN OTRAS LINEAS CELULARES

Para determinar si el electo de TNF-a sobre la actividad transcripcional de

GR es específico de las líneas celulares observadas, ó puede considerarse

un fenómeno pleiotrópico, 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 hipotisiarias de ratón AtT-20, fueron

transtectadas con MTV-CAT. estimuladas con DEX 10 nM, con ó sin el

agregado de citoquinas y se determinó Ia actividad CAT. rhuTNF-u 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-1fs100 U/ml, tuvo un etecto similar en las células U-373

(Fig. 12 A) y en las células AtT-2O (Fig. 12 C). De acuerdo con estos

resultados. Ia modulación de la actividad transcripcional de GR por

citoquinas inflamatorias como IL-1[i,además de TNF-u, puede considerarse

un fenómeno pleiotrópico, no dependiente del tipo celular. pero si. de Ia

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

8-AUMENTO DE LA SENSIBILIDAD A LA ACCION MODULADORA DE GC

POFl TNF-a

De acuerdo con los resultados presentados, los GC tuvieron un efecto

inhibitorio sobre la apoptosis inducida por rhuTNF-u en las células L-929

(Figs. 5 y 6). Además, hemos demostrado que esta citoquina aumentó la

actividad transcripcional de GR. Se quiso ver entonces. si estos efectos se

correlacionan, efectivamente, con un aumento en la sensibilidad a la acción

inhibitoria de apoptosis de los GC.

Para analizar esta posibilidad, las células L-929 fueron incubadas durante 12

hs en presencia ó en ausencia de un priming de rhuTNF-u, en la dosis no

citotóxica de 0.02 ng/ml, Ia cual indujo el aumento de la actividad

transcripcional. Posteriormente, se las enfrentó a distintas dosis citotóxicas

de rhuTNF-a, en presencia ó en ausencia de DEX,en dosis de 0.3-30 nM y a

las 24 hs post-tratamiento se determinó el porcentaje de aumento en Ia

supervivencia por tratamiento con DEX.para las células que recibieron ó no

priming de rhuTNF-u, tal como se describe en materiales y métodos. Según

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 citotóxica

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 ¡ncubadas durante 12 hs en ausencia ó en presencia de
rhuTNF-a 0,02 ng/mI (la supervivencia celular fue del 100 °/o),luego, el medio fue
reemplazado y las células fueron estimuladas con 60 ng/mI de la citoquina, en
presencia ó en ausencia de DEX. EIA % de aumento en Ia supervivencia celular
fue obtenido por substracción del % de células sobrevivientes luego del
tratamiento con rhuTNF-a 60 ng/ml sin DEX (sin priming: 21,09 :t:0,44 %, con
priming: 14,83 :t:0,74 %) del correspondiente % de células sobrevivientes luego
del tratamiento con rhuTNF-a + DEX.Las barras corresponden ala media :t:SEM
(n=4). ‘p<0,05; “p<0,001 (ANOVAcon test de Schetfe), respecto de cada
concentración de DEXsin priming.

La figura 14, muestra los resultados obtenidos en similares condiciones

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

ng/ml.

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 Ia acción protectora de los GC en la apoptosis

inducida por esta citoquina sobre las células L-929.
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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 número de células
sobrevivientes en respuesta a DEXfue calculado ta| como de describe en la figura 13. Los
resultados corresponden a la media :t:SEM (n=4) donde cada punto experimental se estudió
por triplicado, para cada dosis de TNF-a. ‘ p < 0.001 (ANOVA,test de Schefté).
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V-DISCUSION

Variaciones en el número y expresión de GR, podrían 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). Además, se ha demostrado que variaciones en el número

de GR durante el ciclo celular ó en respuesta a una estimulación mitogénica.

que conducen a un aumento del doble ó 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; Neiteld, 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 8. Duval, 1987) y no se han encontrado

diferencias en el número de GR entre las células B ó T, sin embargo, los

monocitos contienen 2-5 veces más sitios de unión (Lippman & Barr, 1977).

Existen evidencias de que el LPS y/o las citoquinas inflamatorias pueden

aumentar el número de GR en macróiagos de ratón (Salkowski a Vogel,

1992) y en líneas celulares Iinlocitarias.monociticas y de hepatoma humanas

(Rákász, et al, 1993). Por otro lado, también existen evidencias de que la

sensibilidad a los GC no presenta correlaciones significativas con el número

de GFi ni con la afinidad de los mismos en distintos tejidos Iintocitarios (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 número de GR, aunque sl de su presencia, ya que, células que no

expresan GR resultan insensibles a la acción de GC (Bourgeois & Gasson,

1985; Gehring, 1980), sugiriendo que otros mecanismos tales como cambios

de su actividad transcripcional, podrian 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 observó en las células CV-1 y SK-N-MC,que no expresan GR,

pero que si expresan receptores de TNF-a, no se detectó actividad

transcripcional via GRE. Sin embargo, cuando estas células fueron

cotranstectadas con un vector de expresión constitutiva para GR, el TNF-a

aumentó Ia actividad transcripcional de estos receptores en respuesta a GC

aún en presencia de un número 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

número de GFl que conduce a un aumento de la actividad transcripcional vía

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

De acuerdo con lo expuesto en la introducción de esta tesis. entre los

mecanismos responsables de Ia regulación de la expresión génica. tanto

para los genes blanco de citoquinas y factores de crecimiento cuya

transcripción es regulada fundamentalmente por los factores de transcripción

NFKB y AP-1, asl como para los blanco de GC, regulados por GR, las

interacciones entre los receptores de esteroides y los factores de

transcripción, constituyen la via principal de regulación de la expresión

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, ó con NFKB,conducen a una represión de la expresión génica de los

genes modulados por estos factores. tales como las citoquinas ó 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 biológica de las mismas. Este seria el principal

mecanismo molecular por el cual los GC ejercen inmunosupresión.
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Interesantemente, la relación entre GR y los factores NFKB y AP-t es

complicada, dado que existe una habilidad sinergística de los complejos AP­

1/NFKBpara revertir la inhibición por GC (Scheinman, et al, 1995 a).

Por otro lado. la interacción de GFtcon cada uno de estos factores, también

conduce a una represión de Ia expresión génica de los genes blanco de GC

vía GRE (Ray & Pretontaine, 1994; Scheinman, et al, 1995 a; Caldenhoven,

et al, 1995). De acuerdo con estas evidencias, y los resultados aquí

presentados, podría interpretarse que el efecto inhibitoriode GC sobre la

actividad biológica de TNF-u, se debe a una inhibición de la actividad

transcripcional de NFKB(por la formación de complejos entre el GR activado

y NFxB), cuya activación es inducida por esta citoquina (Sheinman, et al,

1995 b; Talley, et al. 1995). Mas aún, el acoplamiento de GR/NFKB no es el

único mecanismo por el cual los GC pueden inhibir la actividad NFKB

inducida por TNF-u. De acuerdo con trabajos muy recientes. se demostró,

que además los GC pueden inducir la sintesis del factor inhibidor IKB

(Sheinman, et al, 1995 b; Auphan. et al. 1995), aumentando de este modo la

proporción de NFKB citoplasmático acoplado al factor inhibidor (Fig. 15).

Todos estos mecanismos explicarian muy bien los efectos de transrepresión

génica, como Ia acción de GC sobre la síntesis y acción biológica de

citoquinas. Los resultados aqui obtenidos demuestran. que existe además

una acción estimulatoria directa (independiente del aumento en el número

de GR) de TNF-a sobre la actividad transcripcional de GFi en presencia de

GC. Estas evidencias sugieren que las interacciones modulatorias entre

TNF-a y GC resultan complejas, pues. si bien el factor de transcripción NFKB,

inducido por TNF-u. puede inhibir la actividad transcripcional de GR vía la

formación de complejos GFl/NFKB,otras señales inducidas por esta citoquina

provocarfan, precisamente el efecto opuesto: un aumento de la actividad

transcripcional de GR (Fig. 16). Más aún. como estas interacciones ocurren

en forma simultánea, NFKB inducido por TNF-u, vía la formación de
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complejos GFi/NFKB, podria estar ocultando (down titration) la acción

estimulatoria de TNF-a. Sin embargo. la inducción de IxB, por TNF-a y por

GC (Scheinman. et al, 1995b), competirla con GR por la formación de

complejos NFKB/IKB,dejando GR libre para la transcripción génica. El

aumento en el número de GR y de su actividad transcripcional por TNF-a

llevaría a un aumento de la expresión de los genes blanco de GC, ésto es,

un aumento en la sintesis de IKBy por lo tanto de los compleios NFKB/IKB

(Fig. 16). El resultado neto de estas interacciones es un bloqueo de la

transcripción de los genes blanco de NFKBy un aumento de la expresión de

los genes blanco de GC.

De acuerdo con nuestros resultados, TNF-o. no tiene ningún efecto sobre Ia

actividad transcripcional vla GRE en ausencia de GC. por Io cual, puede

interpretarse que la acción de las citoquinas es sobre GR activados y entre

los mecanismos probables, que pueden favorecer la actividad transcripcional

podrían considerarse: un aumento en la estabilidad de los complejos GR­

Iigando; un aumento en su afinidad por GRE a través de algún cambio

conformacional de estos complejos, por fosforilación por ejemplo; un

aumento del transporte al núcleo; ó bien. la participación de otros factores u

otras proteínas 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. aumentó la unión de GR a

GRE, sin Ia inducción de nuevos factores que interaccionen directamente

con los complejos GR/GFiE, ó con GRE, dado que no se observó un cambio

en la movilidad electroforética de los mismos. ni la aparición de nuevas

bandas. Más aún, el TNF-a induce un aumento de la unión de GR a GRE.

El resultado concreto de estos mecanismos, es que la preincubación de

células sensibles a TNF-a con una dosis no citotóxica de esta citoquina,

conduce a un aumento de la sensibilidad a la acción moduladora de GC, via

un aumento en el número 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 activación de NFkB,que se disocia de su
factor inhibidor, se transloca al núcleo e induce ia transcripción de sus genes blanco,
entre ellos, el factor inhibidor lkB. Los GC bloquean esta via por dos mecanismos:
formación de complejos entre GR/NFkB, y por la inducción de la transcripción del iactor
inhibidor. a mayor escala que en ausencia de GC.
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Figura 16. En respuesta a la estimulación con TNF-a se produce la activación del factor de
transcripción NFKBy baio estimulo de GC se activa su receptor. Ambos factores inducen la
transcripción de sus respectivos genes blanco. La coestimulación con TNF-a y GC produce
simultáneamente una señal contraregulatoria de la transcripción de los genes blanco de GC y de
NFKB.Para los genes blanco de NFxB,su expresión se bloquea tanto por acoplamiento de NFKB
con GR corno por acoplamiento con IKB.cuya expresión es inducida tanto por TNF-a, asl como
por GC. La formación de los complejos GRÍNFKBbloquearla la transcripción de los genes blanco
de GC, sin embargo, IKB,estaría compitiendo con GR por la formación de complejos NFKB/IKB.
La formación de estos complejos, resultaría en un aumento de GR activado libre para la
transcripción génica. TNF-a, aumenta la actividad transcripcional de GR, vla un aumento en el
número de GR y un aumento de su unión a GRE. El resultado neto de estas interacciones es un
bloqueo de los genes blanco de citoqulnas y un aumento de la expresión de los genes blanco de
GC.
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resulta en una mayor inhibición 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 familia de Fas (Clement & Stamenkovic,

1994), ó 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 ratón (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 ratón y el TNF utilizado es humano. En cuanto a los efectos de

aumento de la actividad transcripcional via GRE sobre otras lineas celulares

no se puede descartar la participaciónde 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 ia muerte celular a través de distintos mecanismos

como la necrosis ó 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), ó ¡n vivo, D­

galactosamina (Brouckaert. et al. 1993). En este trabajo. se confirma.

mediante el uso de la técnica de TUNELque 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 introducción de este trabajo. los GC tambien

inducen apoptosis en diversos tlpos celulares (Duke, et al, 1983; lwata. et al,
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1991; Cohen, 1992; Zubiaga, et al, 1992; Cohen a Duke, 1984; Fernández­

Fiuiz, et al, 1989; Armant. et al, 1995; Dancescu. et al, 1992; Helmberg. et al;

1995; Rebollo, et al. 1995) y también existen evidencias de que las

citoquinas pueden tener un efecto protector en la muerte celular inducida por

GC (Fernández-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 inhibición de la

apoptosis en células mieloides leucémicas (Lotem & Sachs, 1995) y en

neutrófilos 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 ó apoptosis es un mecanismo que requiere de

la expresión 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 inhibiciónde este programa suicida, como por

ejemplo: los de la familia bol-2,cuya sobreexpresión protege de la apoptosis

(Nuñez. et al. 1990; Deng & Podack. 1993; Talley, et al. 1995; Steller, 1995;

Thompson, 1995); ó 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 proteina que

interacciona con el receptor p55 de TNF e induce apoptosis y cuya acción es

antagonizada por CrmA (Hsu, et al, 1995). Sin embargo, resulta importante

destacar que en esta acción, si bien. se inhibe la muerte celular programada.

no se observa una inhibición de la actividad NFKB, lo que indicarla, que la

activación de este factor de transcripción por TNF-a. no está involucrada en

la activación de los genes lnductores de apoptosis, ó bien, que su activación

es necesaria, pero se requiere de una actividad TRADDintacta. De acuerdo

con ésto. los mecanismos moleculares de transrepresión génica por GC a
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través de complejos NFKB/GRe inducciónde le. no serian esenciales en la

inhibición por GC de la apoptosis inducida por TNF-a.

De acuerdo con estudios recientes, los GC pueden aumentar los niveles de

expresión de los genes de la familia bel-2 (Rebollo, et al, 1995; Lotem &

Sachs. 1995). y como se mencionó anteriormente. la sobreexpresión de

estos genes inhibe la apoptosis, por Io cual, este podria ser uno de los

mecanismos responsables del aumento en la sensibilidad al efecto

inhibitorio de GC en la inducción de apoptosis por TNF-a en las células L­

929: el pretratamiento de las células con una dosis no citotóxica de TNF-a,

induciendo un aumento en el número de GR y de su actividad transcripcional

podria conducir a una sobreproducción de bol-2, aumentando de este modo

la protección de apoptosis por GC.

Existen numerosas evidencias que demuestran que en el desarrollo de

patologías inflamatorias agudas como el shock endotóxico existe una

hipersensibilidad al efecto letal de endotoxinas y pequeñas 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 pequeñas dosis de LPS, conduce a un estado de hiposensibiiidad

denominado tolerancia a endotoxina (Matsuura, et al, 1994; Szabó. et al,

1994; Evans a Zuckerman, 1991) en el cual se observa una disminución en

el titulo de TNF-a plasmático (el principal mediador de los efectos letales del

LPS) y una disminución de la mortalidad. Aparentemente, los GC están

involucrados en torma directa en el desarrollo de la tolerancia a endotoxina,

pues, de acuerdo con ciertos trabajos, se observó que animales

adrenalectomizados no desarrollan tolerancia, sin embargo, el tratamiento

con DEX conduce al desarrollo de tolerancia por la administración de

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

adrenalectomizados son más sensibles a los efectos letales de TNF-o.(Evans

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

ineiectiva (Evans & Zuckerman, 1991). Estas observaciones, podrian

interpretarse asumiendo que el pretratamiento con pequeñas dosis de LPS,

conduce a la producción de citoquinas en muy bajo titulo, pero suficiente

para activar el eje HPA, y los GC producidos estarian involucrados en el

desarrollo de tolerancia al inhibir la posterior producción de TNF-a en alto

titulo y evitando de este modo sus efectos letales. Sin embargo, el

mecanismo no es tan sencillo y aún no ha sido del todo esclarecido. Tal

como se mencionó anteriormente, los animales adrenalectomizados, tratados

con DEXdesarrollan 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 administración de endotoxina, si bien desarrollan

tolerancia, mostrando una supervivencia similar a la de los animales control,

producen altos titulos de TNF-a (Evans &Zuckerman, 1991). Por Io 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 etecto de los GC circulantes en baja concentración, los que

actuarian inhibiendo las acciones letales de TNF-a, aunque la producción de

esta citoquina permanezca en alto titulo.

De acuerdo con observaciones clinicas, se sabe que la ausencia de GC

endógenos, agrava el sindrome de respuesta inflamatoriasistémica. pero, sin

embargo, Ia administración de GC exógenos no mejora la supervivencia.

Esta paradoja, puede ser explicada, si se acepta que el grado de

supervivencia en respuesta a esta patología. o cualquier otra que involucre
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una producción de citoquinas, depende, mas bien del grado de resistencia o

sensibilidad a los efectos de GC, más que a sus niveles hormonales. En este

sentido, resulta importante destacar que en numerosas patologías

inflamatorias como la artritis reumatoidea y otras enfermedades

autoinmunes, asma esteroide-resistente o la osteoartritis degenerativa, se

manifiesta, como síntoma común una resistencia de los tejidos blanco a la

acción de GC (Chrousos. 1995). Por otro lado, es sabido que el tratamiento

con GC lleva a una reducción en la expresión de GR. De acuerdo con ésto,

los resultados obtenidos en este trabajo podrlan tener importantes

implicancias terapéuticas, pues se ha demostrado que las citoquinas pueden

aumentar la sensibilidad a GC, vfa un aumento de la actividad transcripcional

de GR y un aumento en el número de GFi. En este sentido, existen

evidencias de que lL-1Bpuede aumentar el efecto inhibitorio de los GC

sobre la produción de enzimas degradativas en fibroblastos sinoviaies 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 fenómeno puede considerarse pleiotrópico,

dado que fue observado en distintos tipos celulares. de origen nervioso,

epitelial. fibroblástico, hipofisiario, por lo que, podríamos pensar, que

cualquier tipo celular que presente receptores para citoquinas y para GC.

puede considerarse un blanco de acción para la regulación de los genes

portadores de GRE en su promotor.

El correcto funcionamiento del sistema inmune, resulta fundamental para la

supervivencia del individuo.sin embargo, una respuesta inmune exacervada

y una sobreproducción de citoquinas inflamatorias, puede resultar letal. Por

otro lado. de acuerdo con los antecedentes presentados en la introducción

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

neuroendócrino. Una de las vias neuroinmunoendócrinas por las cuales el

organismo se protege de los efectos nocivos de una hiperinmunidad es la

activación del eje HPA que conduce a la producción de GC que ejercen

inmunosupresión (Munck, et al, 1984; Munck & Guyre, 1986). De acuerdo

con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir, que las

citoquinas, además de inducir la producción de GC, pueden modular la

sensibilidad a los mismos a nivel molecular, aumentando la actividad

transcripcional de los GR en sus células blanco, aumentando de este modo

su acción contrareguladora.
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Vl-CONCLUSIONES

1- Se confirma que la citotoxicidad ejercida por TNF-a sobre las células L­

929 es via apoptosis, la 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 Ia presencia de GFiactivados y de la integridad de

los GRE en tandem.

4-EI aumento de la actividad transcripcional de GR por TNF-a ocurre a través

de dos mecanismos:

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

b- Por acción directa, via un aumento de la unión de GFl a GRE.

5- La acción de TNF-a es un efecto pleiotrópico que ocurre en otros tipos

celulares como las células tumorales epiteliales humanas HeLa,

glioblastoma humano U-373 y células hipotísiarias de ratón 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 acción 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 acción contraregulatoria de los GC.

109



u.¡vu-'v-o'.o'oo'cooovbüoodtido'ióóditiítiïódóiii

VII-BIBLIOGRAFIA

Abernathy R. S., Halberg F. y Spink W. W. 1957. J. Lab. Clin. Med. 49: 708.

Adcock l. M., BroWnC. R, Gelder C. M., Shirasaki H., Peters M. J. y Barnes P.

J. 1995. Am. J. Physiol. 268 (Cell Physiol. 37): 331.

Aggarwal B. B. y Eessalu T. E. 1987. J. Biol. Chem. 262: 16450.

Aggarwal B. B., Eessalu T. E. y Hass P. E. 1985. Nature. 318: 665.

Aggawval B. B. y Kohr W. J. 1985. Methods Enzymol. 116: 448.

Akahoshi T., Oppenheim J. J. y Matsushima K. 1988. J. Exp. Med. 167: 924.

Akira S.. Isshiki H.. Sugita T., Tanabe 0., Kinoshita S., Nishio Y., Nakajima T.,

Hirano T. y Kishimoto T. 1990. EMBOJ. 9: 1897.

Araujo D., Lapchack P. A., Collier B. y Quírion R. 1989. Brain Res. 498: 257.

Arend W. P. y Massoni R. J. 1986. Clin. Exp. Immunol. 64: 656.

Armant M., Delespesse G. y Sartati M. 1995. Immunol. 85: 331.

Armitage R. J. 1994. Current Biology. 6: 407.

Arriza J. L., Simerly R. B., Swanson L. W. y Evans R. M. 1988. Neuron. 1: 887.

110



coo.coace0¡ettbo¡coetübóocooïióbiióciidóïiióóóiïn

Arriza J. L.. Weimberger G., Cerelli T. M.. Glaser B. L., Handelin B. L.,

Houseman D. E. y Evans R. M. 1987. Science. 237: 268.

Arya S.K., Wong-Stall F. y Gallo R.C. 1984. J. Immunol. 133: 273.

Arzt E., Buric H, Stelzer G.. Stalia J., Sauer J., Fienner U. y Stalla G. 1993.

Endocrinology. 132: 459.

Arzt E., Sauer J., Pollmacher T., Labeur M., Holsboer F., Reul J. M. H. M. y

Stalla G. K. 1994. Endocrinology. 134: 672.

Arzt E., Stelzer G., Fienner V., Lange M., Muller A. y Stalla G. 1992. J. Clin.

Invest. 90: 1944.

Audhya T., Jain Fi. y Hollander C.S. 1991. Cell. Immunol. 134: 77.

Auphan N., DiDonato J. A., Rosette C., Helmberg A. y Karin M.. 1995.

Science. 270: 286.

Baeuerle P. A. y Baltimore D. 1991. Mol. Aspects Cell. Hegul. 6: 409.

Bagby G. J., Plessala K. J., Wilson L. A., Thompson K. J. y Nelson S. 1991. J.

Infect. Dis. 163: 83.

Bailey P. T., Abeles F. B., Hauver E. C. y Mapes C. A. 1976. Proc. Soc. Exp.

Biol. Med. 153: 419.

Baldwin A. 8., Azizkhan J. C., Jensen D. E., Beg A. A. y Coodly L. R. 1991.

Mol. Cell. Biol. 11: 4993.

111



¡0.0.0.000.‘OI'O'OOOUOOO'Ó‘O6...0.db".j6'."g.“'."' '

Ballard P. L., Baxter J. D., Higgins S. J., Rousseau G. C. y Tomkins G. M.

1974. Endocrinology. 94: 998.

Ban E., Miloan G., Prudhome N., FillionG. y Haour F. 1991. Neurosci. 43: 21.

Bateman A., Singh A., Kral T. y Solomon S. 1989. Endocrine Rev. 10: 92.

Baumann H. y Gauldie J. 1984. Immunol. Today. 15: 74.

Baumann H., Onorato V., Gauldie J. y Jahreis G. P. 1986. J. Biol. Chem. 262:

9756.

Baybutt H.N. y Holsboer F. 1990. Endocrinol. 127: 476.

Beato M. 1989. Cell. 56: 335.

Beg A. A., Finco T. S., Nantermet P. V. y Baldwin A. S. 1993. Mol. Cell. Biol.

13: 3301.

Bernardini Fi., Kamilaris T. C.. Calogero A. E.. Johnson E. D., Gomez M. T.,

Gold P. W. y Chrousos G. P. 1990. Endocrinol. 126: 2876.

Bernhagen J., Calandra T., Mitchell R. A., Martin S. B., Tracey K. J., Voelter

W., Manogue K. FL,Cerami A. y Bucala Fi. 1993. Nature. 365: 756.

Berry L. J. y Smyihe D. S. 1964. J. Exp. Med. 120: 721.

Besedovsky H., Del Fiey A., Sorkin E. y Dinarello C. A. 1986. Science. 233:

652.

112



UIUUUUUUUDUOIOUOOCOOUO.OOOOOIGOUGCOCÓÜO¡¡¡ÓÓÓÓÏÜ1

Beutler, B., Krochin, N.. Milsark, l. W., Leudke, C. y Cerami, A. 1986. Science.

232: 977.

Bissonnette R. P., Escheverri F., Mahboubi A. y Green D. R. 1992. Nature.

359: 552.

Blalock J. E. 1984. J. Immunol. 132: 1067.

Blatteis C. M. 1990. Yale J. Biol. Med. 63: 133.

Blatteis C. M., Dinarello C. A., Shibata M., Llanos Q, Quan N. y Busija D. W.

1989. En: Thermal Physiology. Merced J. B. (ed): New York, Elsevier. p. 385.

Bodnar Fl. J., Pasternak G. W., Mann P. E., Paul D., Warren R. y Donner D. B.

1989. Cancer Res 49: 6280.

Boise L. H.. González-García M., Postema C. E., Ding L., Lindsten T., Turka L.

A., Mao X., Nuñez G. y Thompson C. B. 1993. Cell. 74: 597.

Bondreau N., Sympson C. J., Werb Z. y Bissell M. J. 1995. Science. 267: 891.

Boumpas D. T., Anastassiou E. D., Older S. A., Tsokos G. C., Nelson D. L. y

Balow J. E. 1991. J. Clin. Invest. 87: 1739.

Bourgeois S. y Gasson J. C. 1985. Bíochemical Actions of Hormones. 12:

311.

Bours V.. Villalobos J.. Burd P. R., Kelly K. y Siebenlist U. 1990. Nature. 348:

76.

113



.-‘-._...--.-_.-.-_—,..-._..I_ A__.¿lmxY._

Bóyum A. 1968. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 21: 77.

Bradford, M. M. 1976. Anal. Biochem. 72: 248.

Breder C. D., Dinarello C. A. y Saper C. B. 1988. Science. 240: 321.

Brennan F. M., Gibbons D. L., Cope A. P., Katsikis P., Maini R. N. y Feldmann

M. 1995. Scand. J. lmmunol. 42: 158.

Brenneman D. E., McCune S. K. y Gozes l. 1993. Int. Rev. Neurobiol. 32: 305.

Brouckaert P., Libert C., Everaerdt B., Takahashi N.. Cawels A. y Fiers W.

1993. Immunobiol. 187: 317.

Brown K., Park S., Kanno T.. Franzoso G. y Siebenlist U. 1993. Proc. Nati.

Acad. Sci. USA. 90: 2532.

Burke F., Stuart Naylor M.. Davies B. y Balkill F. 1993. lmmunol. Today. 14:

165.

Caldenhoven, E., Liden J., Wissink S.. Van de Stolpe A., Raaijmakers J.,

Koenderman L.. Okret S., Gustafsson J-A. y Van der Saag P. T. 1995. Mol.

Endocrinol. 9: 401.

Chang R. J. y Lee S. H. 1986. J. lmmunol. 137: 2853.

Chang D. J., Ringold G. M. y Heller R. A.1992. Biochem. Biophys. Res.

Commun. 188: 538.

114



ooocooooooooooooooooooooooocooooooooioo¡oido

Charlton B. G., Ferrier I. N. y Perry, Fl. H. 1987. Neuropeptides. 10: 329.

Chen FL, Lewis K. A., Perrin M. H. y Vale W. W. 1993. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA. 90: 8967.

Chomczynski P. y Sacchi N. 1987. Anal. Bíochem. 162: 156.

Chrousos, G. P. 1995. New England J. Med. 332: 1351.

Cidlowski J. A. y Cidlowski N. B. 1982. Endocrinology. 110: 1653.

Clarke B. L. y Bost K. L. 1989. J. Immunol. 143: 464.

Clement M-V. y Stamenkovic l. 1994. J. Exp. Med. 180: 557.

Cohen J. J. 1992. Immunol. 4: 363.

Cohen J. J. y Duke Fl. C. 1984. J. Immunol. 132: 38.

Collins T.. Lapierre L. A., Fiers N., Slrominger J. L. y Pober J. S. 1986. Proc.

Nail. Acad. Sci. USA. 83: 446.

Cordingley M. G., Riegel A. T. y Hager G. L. 1987. Cell. 48: 261.

Costas M., Mella D., Criscuolo M., Dlaz A., Finkielman S., Nahmod V. E. y Arzt

E. 1993. J. Interferon Res. 13: 407.

Cox G. 1995. J. Immunol. 154: 4719.

115



.. _..4._.A._.«.1._.l.._-...,v_x. . l._.

Crabtree G. FL, Munck A. y Smith K. A. 1980. J. Immunol. 125: 13.

Cronstein B. N., Kimmel S. C. Levine R. l., Maniniuk F. y Weissman, G. 1992.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89: 9991.

Cunningham E. T.. Wada E., Carter D., Tracey D.. Battey J. y De Souza E. B.

1991. Endocrinology. 128: 2666.

Cupps T. R. y Fauci A. S. 1982. Immunol. Rev. 65: 133.

Cuturi M. C., Murphy M., Costa Giomi M. P., Weinman R. Perussia B. y

Trinchieri G. 1987. J. Exp. Med. 165: 1581.

Dallman M. F., Akana S. F., Cascio C. S., Darlington D. N., Jacobson L. y

Levin N. 1987. Recent Prog. Horm. Res. 43: 113.

Dancescu M., Rubio-Trujillo M., Biron G., Bron D.. Delespesse G. y Sarfati M.

1992. J. Exp. Med. 176: 1319.

Dayer J. M., Beutler B. y Cerami A. 1985. J. Exp. Med. 162: 2163.

Debets J. M. H., Ruers T. J. M., Van Der Linden M. P. M. H., Van Der Linden

C. J. y Buurman W. A. 1989. Clin. Exp. Immunol. 78: 224.

Deng G. y Podack G. R. 1993. Natl. Proc. Acad. Sci. USA. 90: 2189.

Denicoff K. D., Durkin T. M., Lotze M. T., Quinlan P. E, Davis C. L., Listwak S.

J., Rosemberg S. A. y Rubinow D. R. 1989. J. Clin. Endocrinol. Metab. 69:

401.
116



Denis M, Poellinger L.. WIIstróm A-C. y Gustaisson J. A. 1988. Nature. 333:

686.

De Souza E. B., Insel T. H., Perrin M. H., RivierJ.. Vale W. W. y KuHar M. J.

1985. J. Neurosci. 5: 3189.

Diamond M. I., Miner J. N., Yoshinaga S. K. y Yamamoto K. R. 1990. Science.

249: 1266.

Dohanics J. E. H. G. y Verbalis J. G. 1991. Endocrinology. 128: 331.

Donnelly R. J., Friedhofl A. J., Ber B., Blume A. J. y Viiek M. P. 1990. Cell. Mol.

Neurobiol. 10: 485.

Dracott B. N. y Smith C. E. T. 1979. Immunology. 38: 429.

Duke R. C., Chevernak R. y Cohen J. J. 1983. Proc. Nail. Acad. Sci. USA. 80:

6361.

Duval D., Dardenne M, Dausse J. P. y Homo F. 1977. Biochim. Biophysi. Acta.

496: 312.

Duval D., Dausse J. P. y Dardenne M. 1976. Biochim. Biophysi. Acta. 451: 82.

Evans R. M. 1988. Science. 240: 889.

Evans G. E. y Zuckerman S. H. 1991. Eur. J. Immunol. 21: 1973.

117



UOOGWÜOGOOCOUIOOOOCCGOÓÜbCitiïódidogi¡¡d¡¡¡¡¡¡¡¡g

Faessler FL,Dietrich H., Kroemer G.. Schwarz 8., Bresinschek H. P. y Vch G.

1988. J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 30: 1.

Faggioni R., Fantuzzi G., Wla P. y Ghezzi P. 1994. Eur. Cytokine Netw. 5:

189.

Fantuzzi G. y Ghezzi P. 1993. Mediators of Inflamation. 2: 263.

Feinberg A. P. y Vogelstein B. 1983. Anal. Biochem. 132: 6.

Fernández-Ruiz E.. Rebollo A., Nieto M. A., Sanz E., Somoza C.. Ramirez F..

Lopez-Rivas A. y Silva A. 1989. J. lmmunol. 143: 4146.

Figari l., Palladino M. A. Jr. y O‘Conner J. V. 1986. J. Exp. Med. 163: 1433.

Freedman L. P., Luisi B. F., Korszun Z. FL, Basavapa FL, Sigler P. B. y

Yamamoto K. Fl. 1988. Nature. 334: 543.

Frei K., Bodmer S.. Schwerdel C. y Fontana A. 1985. J. lmmunol. 135: 4044.

Friedman W. J., AltiokN., Fredholm B. B. y Persson H. 1993. J. Neuroscí. Res.

33: 37.

Gadina M., Bertini H., Mengozzi M., Zandalasini M., Mantovani A. y Ghezzi P.

1991. J. Exp. Med. 173: 1305.

Gaillard T. FL,Turnill D., Sapino P. y Muller A. F. 1990. Endocrinology. 127:

101.

118



.“

vv'v'vuu-uuvuvvoo-ooooocooooooooodooodoooio660oi

Gavrieli Y., Sherman Y. y Benn-Sannson S. A. 1992. J. Cell. Biol. 119: 493.

Gehríng U. 1980. Mol. Cell. Endocrinol. 20: 261.

Ghosh S., Giflord A. M., Riviere L. FL, Tempst P., Nolan G. P. y Baltimore D.

1990. Cell. 62: 1019.

Gillis S., Crabtree G. R. y Smith K. A. 1979. J. Imunol. 123: 1624.

Gorman C. M., Moflat L. F. y Howard B. H. 1982. Mol. Cell. Biol. 2: 1044.

Gottschall P. E.. Koves K., Mizuno K., Tatsuno I. y Arimura A. 1991. Am. J.

Physiol. 261: E362.

Grau G.. Fajardo L. F., Piguet P. F., Allet B., Lambert P. H. y Vassalli P. 1987.

Science. 237: 210.

Griffin W. S., Stanley L. C., Ling C., White L.. MacLeod V., Perrot L. J., White

C. L. y Araoz C. 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86: 7611.

Halberg F., Johnson E. A., Brown B. W. y Bittner J. J. 1960. Proc. Soc. Exp.

Biol. 103: 142.

Hama T.. Miyamoto M.. Tsukui H.. Nishio C. y Hatanaka H. 1989. Neurosci.

Letr. 104: 340.

Harel G., Shameun D. S., Kane J. P., Magner J. A. y Szabo M. 1995. Peptides.

16: 641.

119



vw--Utnlvoiul!'0000QIQDÜDQOOOCchdgg¡¡¡.¡¡¡.¡.¡i¡

Hart P. H., Whitty G. A., Burggess D. R., Croatto M. y Hamilton J. A. 1990

Lymphokine Res. 9: 147.

Hawes A. S., Rock S. C., Keogh C. V., Lowry S. F. y Calvano S. E. 1992. Infect.

Immun. 60: 2641.

Heller H. A. y Kronke M. 1994. J. Cell. Biol. 126: 5.

Heller R. A., Song K. y Fan N. 1993. Cell. 73: 216.

Heller R. A., Song K., Fan N. y Chang J. 1992. Cell. 70: 47.

Helmberg A., Auphan N., Caelles C. y Karin M. 1995. EMBO J. 14: 452.

Herbomel P., Bourachot B. y Yaniv M. 1984. Cell. 39: 653.

Hermus A. y Sweep C. 1990. J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 37: 867.

Higuchi M., Singh S., Chan H. y Aggarwal B. B. 1995. Blood. 86: 2248.

Hinshaw L. 8.. Beller-Todd B. K. y Archer L. T. 1982. Ciro. Shock. 9: 545.

Hollemberg S. M., Ciguere V., Segui P. y Evans R. E. 1987. Cell. 49:39.

Hollemberg S. M. y Evans R. M. 1988. Cell. 55: 899.

Hollemberg S. M.. Weinberger C., Ong E. S., Cerelli G., Oro A., Lebo R.,

Thomson E. B., Roseníeld M. G. y Evans R. M, 1985. Nature. 318: 635.

120



__vvvv

Holtman H. y Wallach D. 1987. J. Immunol. 139: 1161.

Homo-Delarche F. y Duval D. 1987. En: Hormonas and ¡mmunity. Berczi l.,

Kovacs K. (eds). MTP Press. Lancaster, 1-19.

Homo-Delarche F., Fitzpatrick F.. Christett N., Nuñez E. A., Bach J. F. y

Dardenne M. 1991. J. Steroid Biochem. Molec. Biol.40: 619.

Hoshino J., Beckmann G.. Huser J. y Króger H. 1994. J. Rheumatol. 21: 616.

Hsu H., Xiong J. y Goeddel D. V. 1995. Cell. 81: 495.

Hutchison K. A., Scherrer L. C., Czar M. J.. Ning Y., Sanchez E. FL, Leach K.

L., Deibel M. Fi. y Pratt W. B. 1993. Biochemistry. 32: 3953.

Irwin M. 1994. Adv. Neuroimmunol. 4: 29.

lwata M., Hanaoka S. y Sato K. 1991. Eur. J. lmmunol. 21: 643.

Jirillo E., Pellegrino N. M. y Antonaci S. 1995. Med. Sci. Res. 23: 75.

Joab I., Radanyi C., Renoir M., Buchou T., Catelli M-G.. Binan M., Mester J. y

Baulieu E-E. 1984. Nature. 308: 850.

Johnson H. M., Smith E. M., Torres B. A. y Blalock J. E. 1982. Proc. Nati. Acad.

Sci. USA. 79: 4171.

Johnson H. M., Torres B. A., Smith E. M., Dion L. D. y Blalock J. E. 1984. J.

Immunol. 139: 246.

1 21



¡vu-UUUUUUUIIUUIOIIIOOO....O'OOOO‘OOOCOO'..‘O'O'O'ÓCOQÚ

Jonat G.. Rahmsdon H. J.. Park K-K.,Cato A. C. B., Gebel 8., Ponta H. y

Herrlich P. 1990. Cell. 62: 1189.

Kamegai M.. Kunishita T., Tokuchi F.. Nishizawa M. y Tabira T. 1989. Proc.

Jpn. Acad. 65: 17.

Karalis K., Sano H., Redwine J., Listwak S.. Wilder Fl. L. y Chrousos G. P.

1991. Science. 254: 421.

Karanth S. y McCann S. M. 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88: 2961.

Kent S., Bluthé FL, Kelley K. y Dantzer R. 1992. TiPS. 13: 24.

Knudsen P. J., Dinarello C. A. y Strom T. B. 1987. J. lmmunol. 139: 4129.

Koenig J., Snow K., Clark B. D., Toni H, Cannon J.. Shaw A. R., Dinarello A.,

Rechlin S., Lee S. L. y Lechan S. L. 1990. Endocrinology. 126: 3053.

Kofi W. C. y Dunegan M. A. 1985. J. lmmunol. 135: 350.

Koike K., Masumoto N., Kasahara K., Yamaguchi M., Tasura K., Hirota K.,

Miyake A. y Tanizawa O. 1991. Endocrinology. 128: 2785.

Kramer, S. M., Aggarwal B. B., Eessalu T. E., McCabe S. M., Ferraiolo B. L..

Figari l. S. y Palladino M. A. 1988. Cancer Res. 48: 920.

Kroemer G., Neu N., Kuehr T., Dietrich H., Faessler R., Hala K. y VlfickG.

1989. Clin. lmmunol. Immunopathol. 52: 202.



uv-uvv'u-ovu¡tv-o0000!.¡oo.codv0vóóci6id¡iióód¡ii

Kühnel B., Buetti E. y Diggelmann H. 1986. J. Mol. Biol. 190: 367.

Kuijpers T. W., Raleigh M. y Kavanagh T. 1994. J. Immunol. 152: 5060.

Kull F. C. Jr. 1994. Biochem. Biophys. Res. Comm. 153: 402.

Kunkel S. L., Spengler M., May M. A., Spengler R., Larrick J. Remick D. 1988.

J. Biol. Chem. 263: 5380.

Kunkel S. L., Wiggins R. C., Chensue S. W. y Larrick J. 1986. Biochem.

Biophys. Fles. Commun. 137: 404.

Langevin T., Young J., Walker K., Roemeling R.,Nygaard S. y Hrunhesky W.

J. M. 1987. Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 28: 398.

Larrick J. W. y Wright S. C. 1990. FASEB J. 4: 3215.

Laster S. M., Wood J. G. y Gooding L. R. 1988. J. Immunol. 141: 2629.

Lazar G. y Agarwal M. K. 1986. Biochem. Med. Metabol. 36: 70.

Ledebur H. C. y Parks T. P. 1995. J. Biol. Chem. 270: 933.

Lee S. W., Tsou A. P., Chan H., Thomas J., Petrie K., Eugui E. M. y Allison A.

C. 1988. Proc. Nati. Acad. Sci. USA. 85: 1204.

Leist M., Gantner F., Jilg S. y Wendel A. 1995. J. Immunol. 154: 1307.

Lenardo M. J. y Baltimore D. 1989. Cell. 58: 227.
123



vuvuvv-vvuv'vueoeooo¡endecocaíeteiocedeeiiidde¡ii

Levy Y. y Brouet J-C. 1994. J. Clin. Invest. 93: 424.

Lew S. J. y Singh V. K., 1992. Cell. lmmunol. 143: 220..

Lewis M., Tanaglia L. A., Lee A., Bennett L., Rice G. C., Wong G. H. W., Chen

E. Y. y Goeddel V. 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88: 2830.

Lieberman A. P., Pitha P., Shin H. y Shin M. 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.

86: 6348.

Liew R. Y., Li Y. y Millot S. 1990. J. lmmunol. 145: 4306.

Lippman M. y Barr R. 1977. J. lmmunol. 118: 1977.

Lotem J. y Sachs L. 1995. Cell Growth Difler. 6: 647.

Lotze M. T., Frana L. W., Sharrow S. 0., Robb R. J. y Rosenberg S. A. 1985. J.

lmmunol. 134: 157.

Lowry O. H., Rosebrough N. J., Farr A. L., y Randall N. J. 1951. .J. Biol. Chem.

193: 265.

Lucibello F. C.. Slater E. P.. Jooss K. U.. Beato M. y Müller R. 1990. EMBO J. 9:

2827.

Luedke C. E. y Cerami A. 1990. J. Clin. Invest. 86: 1234.

Mackay C. R. e lmhoí B. A. 1993. lmmunol. Today. 14: 99.

124



vv..'.'*"-Uvvzvv=vv."-'U-U-IUU".1.IO0-..C'Ó'Ï..Ï.‘ÓÓÜÓ'Ó‘CU.‘Ó-‘Óï..-..‘Ü-‘Í

Maini R. N., Elliott M. J.. Brennan F. M. y Feldmann M. 1995. Clin. Exp.

Immunol. 101: 207.

Masterrer J. L.. Zweifel B. S., Seibert K. y Needleman P. 1990. J. Clin. Invest.

86: 1375.

Mathison J. C., Wolfson E. y Ulevitch R. J. 1988. J. Clin. Invest. 81: 1925.

Matsuura M, Kiso M., Hasegawa A. y Nakano M. 1994. Eur. J. Biochem. 221:

335.

Merrill J. E. 1987. Immunol. Today. 8: 146.

Merrill J. E. 1990. Ann. NY Acad. Sci. 594: 188.

Merrill J. E., Kutsunai S., Mohlstrom C., Hofman F.. Groopman J. y Golde D.

W. 1984. Science. 224: 1428.

Miesfeld R. Godowski P. J.. Maler B. A. y Yamamoto K. R. 1987. Science.

236: 423.

Milenkovic L., Rettori V., Snyder G. D., Beuttler B. y McCann S. M. 1989. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA. 86: 2418.

Miura M., Zhu H.. Rotello R., Hanwíeg E. A. y Yuan J. 1993. Cell. 75: 653.

Morganti-Kossmann M. C., Kossmann T. y Wahl S. M. 1992. TIPS. 13: 286.

Muglia L., Jacobson L., Dikkes P. y Majzoub J.A. 1995. Nature. 373: 427.
125



'vvv'v‘=v'v=<v'-'-vUUUU"II"UI-I‘.UI’.0-.O.Ó0'O”.ÜÓ0.1.“..Ó'Ó’ÓÏ'.’Ó...

Muller M. y Renkawitz R. 1991. Biochim. Biophys. Acta. 1088: 171.

Munck A. y Guyre P. M. 1986. NIPS. 1: 69.

Munck A., Guyre P. M. y Holbrook N. J. 1984. Endocrine Reviews 5: 25.

Navarra P., Tsagarakis S., Faria M. S., Rees L. H., Besser G. M. y Grossman

A. B. 1991. Endocrinology. 128: 37.

Neifeld J. P., Lippman M. E. yTormey D. C. 1977. J. Biol. Chem. 252: 2972.

Neta R, Perlstein R., Vogel S.. Ledney D. y Abrams J. 1992. J. Exp. Med. 175:

689.

Ning Y. M. y Sánchez E. Fi. 1993. J. Biol. Chem. 268: 6073.

Nuñez G., London L., Hockenbery D.. Alexander M., Mc Kearn J. P. y

Korsmeyer S. J. 1990. J. Immunol. 144: 3602.

O’Donnell V. B., Spycher S. y Azzi A. 1995. Biochem. J. 310: 133.

Ohlsson K., Bjork P.. Bergenfeldt M., Hageman R. y Thomson R. C. 1990.

Nature. 348: 550.

Ohmichi M.. Hirota K.. Koike K., Kurachi K., Ohtsuka S., Matsusaki N.,

Yamaguchi M.. Miyake A. y Tanizawa O. 1992. Neuroendocrinol. 55: 199.

Okamoto Y.. Minamoto S.. Shimizu K., Mogami H. y Taniguchi T. 1990. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA. 87: 6584.

126



-vvvvvvvvuuvuuuuouu-tuu-000000000decidisibíOCoóii

Okusawa S., Gelfland J. A., lkejima T., Connolly R. J. y Dinarello C. A. 1988.

J. Clin. Invest. 81: 1162.

Oltvai Z. N., Milliman C. L. y Josmeyer S. J. 1993. Cell. 74: 609.

Oflh D.N. 1992. Endocrine Rev. 13: 164.

Páez Pereda M., Sauer J.. Perez Castro C., Finkielman S., Stalla G. K.,

Holsboer F. y Arzt E. 1995. Endocrinology. 136: 5504.

Pagliacci M. C., Migliorati G.. Smacchia M.. Grignani F., Riccardi C. y Nicoletti

l. 1993. J. Endocrinol. Invest. 16: 591.

Palazzolo D. L. y Quadri K. 1990. Life Sci. 47: 2105.

Paliogianni F., Raptis A., Ahuja S. S., Najjar S. M. y Boumpas D. T. 1993. J.

Clin. Invest. 91: 1481.

Parant M.. Le Contel C., Parant F. y Chedid L. 1991. Lymphokine Cytokine

Res. 10: 265.

Pedersen P., Hasselgren P. 0., LiS. J., Hiyama D. T. y Fischer J. E. 1988. J.

Surg. Res. 45: 333.

Perkins N. D., Edwards N. L., Dukett C. S., Agranotf A. B., Schmid R. M. y

Nabel G. J. 1993. EMBO J. 12: 3551.

Perretti M. y Flower R. J. 1993. J. lmmunol. 150: 992.

127



""""""""""ÍUGQUIQDDGQtlUthQQiOcocoOíoiï

Ptefler K., Matsuyama T., Kündig T. M., Wakeham A., Kishihara K., Shahinian

A., \Megmann K., Ohashi P. S.. Krónke M. y Mak T. W. 1993. Cell. 73: 457.

Pteilschifter .J. y Schwarzenbach H. 1990. FEBS Lett. 273: 185.

Picard D., Khursheed 8., Garabedian M. J., Fortín M. G., Lindquist S. y

Yamamoto K. R. 1990. Nature. 348: 166.

Picard D. y Yamamoto K. R. 1987. EMBOJ. 6: 3333.

Plaetinck G., Declercq W., Tavernier J., Nabholz M. y Fiers W. 1987. Eur. J.

lmmunol. 17: 1835.

Plata-Salaman C. R. 1991. Brain Res. Bull.27: 737.

Plotzky P. M. y Sawchenko P. E. 1987. Endocrinology. 120: 1361.

Potter E., Sutton S.. Donaldson C., Chen R, Perrin M., Lewis K., Sawchenko

P. y Vale W. W. 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91: 8777.

Radomski M. W., Palmer R. M. y Moncada S. 1990. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA. 87: 10043.

Rákász E.. Gal A., Biró J., Balas G. y Falus A. 1993. Scand. J. Immunol. 37:

684

Ranges G. E., Bombara M. P., Aiyer R. A., Rice G. y Palladino M. A. Jr. 1989.

J. lmmunol. 142: 1203.

128



Ranges G. E., Zlotnik A., Espevik T.. Dinarello C. A., Cerami A. y Palladino M.

A. Jr. 1988. J. Exp. Med. 167: 1472.

Ray C. A.. Black R. A., Kronheím S. R., Greenstreet T. A., Sleath P. R,

Salvesen G. S. y Pickup D. J. 1992. Cell. 69: 597.

Ray A. y Prefontaine K. E. 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91'. 752.

Haz A., Wyche A., Siegel N. y Needleman P. 1988. J. Biol. Chem. 263: 3022.

Rebollo A., Pitton C., García A., Gómez J. y Silva A. 1995. Immunol. 84: 338.

Reed J. C., Abidi A. H., Alpers A. H., Hoover R. G., Robb R. J. y Nowell P. C.

1986. J. Immunol. 137: 150.

Reid T., Louie P. y Heller R. A. 1995. Circ. Shock. 44: 84.

Reul J. M. H. M. y de Kloet E. R. 1985. Endocrinology. 121: 2505.

Reul J. M. H. M., Stec L, Wlegers J.. Labeur M. S., Linthorst A. C. E., Arzt E. y

Holsboer F. 1994. J. Clin. Invest. 93: 2600.

Riveiro R. A., Flores C. A., Cunha F. Q. y Ferreira S. H. 1991. Immuno/ogy. 73:

472. 1991.

Roebuck K. A.. Rahman A., Lakshminarayanan V.. Janakidevi K. y MalikA. B.

1995. J. Biol. Chem. 270: 18.966.

129



Ruddle N. H.. Bergman C. M., McGrath K. M., Lingenheld E. G., Grunnet M. L.

y Padula S. J. 1990. J. Exp. Med. 172: 1193.

Rupprecht R., Arriza J. L., Spengler D., Reul J. M. H. M., Evans R. M.,

Holsboer F. y Damm K. 1993. Mol. Endo. 7: 597.

Sakatuala J. 1986. Nature. 322: 547.

Salkowski C. A. y Vogel S. N. 1992. J. Immunol. 149: 4041.

Saukkonen K., Sande S., Ciolfe C.. Wolpe S.. Sherry B., Cerami A. y

Tuomanen E. 1990. J. Exp. Med. 171: 439.

Scarborough D. E., Lee S. L., Dinarello C. A. y Reichlin S. 1989.

Endocrinology. 124: 549.

Scheinman R. l., Gualberto A.. Jewell C. M., Cidlowski J. A. y Baldwin A. S.

1995 a. Mol. Cell. Biol. 15: 943.

Scheinman R. l., Cogswell P. C., Lolquist A. K. y Baldwin Jr. A. S. 1995 b.

Science. 270: 283.

Schirmer W. J., Schirmer J. M. y Fry D. E. 1989. Arch. Surg. 124: 445.

Schutze S., Patthofl K., Machleidt T., Bercovic D., Wiegmann K. y Kronke M.

1992. Cell. 71: 1.

Sgonc FL, Boeck G., Dietrich H., Gruber J.. Recbeis H. y chk G. 1994. Tig.

10: 41.



Singh V. K. 1989. J. Neuroimmunol. 23: 257.

Singh V. K., Warren R. P., White E. D. y Leu S. J. 1990. Ann. NY. Acad. Sci.

594: 416.

Smith C. A. , Gruss H-J., Davis T., Anderson D., Farrah T., Baker E.,

Sutherland G. Ft, Brannan C. I._Copeland N. G., Jenkins N. A.. Grabstein K.

H., Gliniak B., McAIIister I. B., Fanslow W., Alderson M._ Falk B., Gimpel S.,

Gillis S., Din W. S., Goodwin R. G. y Armitage R. J. 1993. Cell. 73: 1349.

Smith E. M., Brosnan P., Meyer Ill W. J. y Blalock J. E. 1987. N. Engl. J. Med.

12: 1266.

Smith K. A., Crabtree G. R, Kennedy S. J. y Munck A. U. 1977. Nature. 267:

523.

Smith L. R, Brown S. L. y Blalock J. E. 1989. J. Neuroimmunol. 21: 249.

Snyers L.. De Wit L. y Content J. 1990. Proc. Nail. Acad. Sci. USA. 87: 2838.

Spangelo B. L., Judd A. M., Isakson P. C. y MacLeod R. M. 1991.

Endocrinology. 128: 2685.

Spangelo B. L., Judd A. M., MacLeod R. M, Goodman D. W. e Isakson PC.

1990 a. Endocrinology. 127: 1779.

Spangelo B. L., MacLeod R. M. e Isakson P. C. 1990 b. Endocrinology. 126:

582.

131



Stein B., Baldwin Jr. A. S., Ballard D. W., Greene W. C., Angel P. y Herrlich P.

1993 a. EMBO J. 12: 3879.

Stein B.. Cogswell P. C. y Baldwin Jr. A. S. 1993 b. Mol. Cell. Biol. 13: 3964.

Steller H. 1995.Sc¡ence. 267: 1445.

Stenzel P., Kesterson R, Yeung W., Cone Fl. D., Rittenberg M. B. y Stenzel­

Poore M. P. 1995. Mol. Endo. 9: 637.

Stenzel-Poore M. P., Cameron V. A., Vaughan J., Sawchenko P. E. y Vale W.

1992. Endocrinology. 130: 3378.

Sternberg E. 1989. Psychoneuroendocrinimmunology 2: 102.

Sternberg E.. Scott Young W., Bernardini R, Calogero A.. Chrousos G., Gold

P. y Wilder R. 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 4771.

Sultston J. E. y Horvitz H. R. 1977. Dev. Biol. 82: 110.

Swingle W. W. y Remington J. W. 1944. Physiol. Rev. 24: 89.

Szabó C._ Thiemermann C., Wu C-C.. Perretti M. y Vane J. R. 1994. Proc.

Nail. Acad. Sci. USA. 91: 271.

Tai P. K. K., Albers M. W., Chang H., Faber L. E. y Schreiber S. L. 1992.

Science. 256: 1315.

132



Tai P-K. K., Maeda Y., Nakao K, WaKim N. G., Duhring J. L. y Faber L. E.

1986. Biochemistry. 25: 5269.

Talley A. K., Dewhurst 8., Perry S. W., Dollard S. C., Gummuluru S.. Fine S. M.,

New D., Epstein L. G., Gendelman H. E.. y Gelbard H. A. 1995. Mol. Cell. Biol.

15: 2359.

Tanaglia L. A., Ayres T. M., Wong G. H. W. y Goeddel D. V. 1993. Cell. 74:

845.

Tartaglia L. A. y Goeddel D. V. 1992. Immunol. Today. 13: 151.

Tartaglia L. A., Weber R. F., Figari I. S.. Reynolds C.. Palladino M. A. y

Goeddel D. V. 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88: 9292.

Tewari M. y Dixit V. M. 1995. J. Biol. Chem. 270: 3255.

Thompson C. B. 1995. Science. 267: 1456.

Tobler A., Meier R. Seitz M., Dewald B., Baggiolini M. y Fey M. F. 1992.

Blood. 79: 45.

Tracey. K. J., Beutler B., Lowry S. F., Merryweather J., Wolpe 8., Milsark I. W.,

Hariri R. J., Fahey T. J., III.Zentella A.,Alber1 J. D., Shires G. T._ y Cerami A.

1986. Science. 234: 470

Tracey K. J., Fong Y.. Hesse D. G, Manogue K. R, Lee A. T., Kuo G. C., Lowry

S. F. y Cerami A. 1987. Nature. 330: 662.

133



Trapp T., Rupprecht R, Castrén M., Reul J. M. H. M. y Holsboer F. 1994.

Neuron. 13: 1457.

Truss M. y Beato M. 1993. Endocrine Rev. 14: 459.

Turchik J. B. y Bornstein D. L. 1980. Infect. lmmun. 30: 439.

Vacca A., FeIIi M. P., Farina A. R. Martinotti S., Maroder M., Screpanti |., Meco

D.. Petrangeli E, Frati L., y Gulino A. 1992. J. Exp. Med. 175: 637.

Vamvakopoulos N. O. 1993. Mol. Cell. Endocrinol. 98: 49.

Vamvakopoulos N. C. y Chrousos G. P. 1994. Endocríne Rev. 15: 409.

Vamvakopoulos N. C., Fukuhara K., Patchev V. y Chrousos G. P. 1993.

Neuroendocrino/ogy. 57: 1057.

Vandenabeele P._ Declercq W.. Vanhaesebroeck B., Grooten J. y Fiers W.

1995. J. lmmunol. 154: 2904.

Vandenabeele P.. Declercq W., Vecammen D., Van De Craen M._Grooten J.,

Loetscher H., Brockhaus M., Lesslauer W. y Fiers W. 1992. J. Exp. Med 176:

1015.

Vandenabeele P. y Fiers W. 1991. lmmunol. Today. 12: 217.

Van Der Poll T. y Sauerwein H. P. 1993. Clinical Science. 84: 247.

Vaux D. L. 1993 a.Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90: 786.

134



Vaux D. L. 1993 b. Current Biology. 3: 877.

Vaux D. L., Aguila H. L. y Weissman l. L. 1992. Int. Immunol. 40: 821.

Velasco S., Tarlow M._Olsen K._Shay J., McCracken G. y Nisen P. 1991. J.

Clin. Invest. 87: 1674.

Veldhuis H.D., van Koppen C., van Ittersum M. y de Kloet ER. 1982.

Endocrinology. 110: 2044.

Velkeniers B., D'Haens G., Smets G.. Vergani P., Vanhaelst L. y Hooghe­

Peters E. L. 1991. J. Endocrinol. Invest. 14: 31.

Villiger P. M., Terkeltaub R. y Lotz M. 1990. J. Clin. Invest. 90: 488.

VoelkeI-Johnsos C., Entingh A. J., Wold W. S. M.. Gooding L. R. y Laster S. M.

1995. J. Immunol. 154: 1707.

Waage A. y Bakke O. 1988. Immunol. 63: 299.

Waage A., Slupphaug G. y Shalaby R. 1990. Eur. J. Immnol. 20: 2439.

Webster E. L., Battaglia G. y De Souza E. B. 1989. Peptides. 10: 395.

Webster N. J. G.. Green S., Jin J. R. y Chambon P. 1988. Cell. 54: 199.

Wick G., Brezinschek H. P., Hala K., Dietrich H. Wolf H. y Kroemer G. 1989.

Adv. Immunol. 47: 433.

135



1

Wick G._ Schwarz S. y Kroemer G. 1993. Endocrine Rev. 14: 539.

Wigler M.. Sweet R, Sim G. K., Wold B._ Pellicer A., Lazy E, Maniatis T.,

Silverstein S. y Axel R. 1979. Cell. 16: 777.

Wirth J. J. y Kierszembaum R. 1988. J. Immunol. 141: 2829.

Woodrufl J. y Gesner B. M. 1981. Science. 161: 176.

Wride M. A. y Sanders E. J. 1995. Anal. Embryol. 191: 1.

Yamaguchi M., Matsuzaki N., Hirota K., Miyake A. y Tanizawa O. 1990. Acta

Endocrinol. (Copenh)122: 201.

Yamamoto K. R. 1985. Annu. Rev. Gener. 19: 209.

Yang-Yen H. F., Chambard J. C., Sun Y. L., Smeal T., Schimdt T. J., Drouin J. y

Karin M. 1990. Cell. 62: 1205.

Yokota S., Geppert T. D. y Lipsky P. E. 1988. J. Immunol. 140: 531.

Yuan J. y Horvitz H. R. 1990. Dev. Biol. 138: 33.

Yuan J.. Shaham 8., Ledoux S., Ellis H. M. y Horvitz H. R. 1993. Cell. 75: 641.

Zacharchuk C. M. y Ashwell J. D. 1992. Current Biology. 2: 246.

Zakeri Z. A., Quaglino D., Latham T. y Lockshin R. A. 1993. FASEB J. 7: 470.

136



UIIIIIDIIIIII...OOOOOOOOOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOÓOCCG

Zong J._ Ashraf J. y Thompson E. B. 1990. Mol. Cel. Biol. 10: 5580.

Zubiaga A. M., Muñoz E. y Huber B. T. 1992. J. Immunol. 149: 107.

137


