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El TGF-B: sintesis y mecanismo de accion
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En los daltimos anos, se han incrementado los estu-
dios orientados al analisis de los mecanismos impli-
cados en el desarrollo de la enfermedad renal pro-
gresiva. La mayoria de los estudios, en este campo,
han profundizado en la patogénesis de la glomerulo-
esclerosis, una de las lesiones mas caracteristicas'-3,
aunque también ha aumentado el interés por la fi-
brosis intersticial®. Independientemente de la natura-
leza de la enfermedad renal, tanto la glomeruloes-
clerosis como la fibrosis intersticial se consideran la
via final comin en el desarrollo de la lesion renal
progresiva'.

Entre los mecanismos implicados en la lesion renal,
se sabe que el factor de crecimiento transformante
B1 (TGF-p1) tiene una gran importancia en la regu-
lacion de este proceso? > . A nivel glomerular, la im-
portancia del TGF-B1 en la génesis de la glomerulo-
esclerosis se ha puesto de manifiesto en los ultimos
afios?. Desde la descripcién inicial por Border y cols.
(1990)7 de la importancia de este factor de creci-
miento en el desarrollo de la glomeruloesclerosis en
un modelo experimental de lesién glomerular inmu-
ne, otros trabajos han documentado la relevancia del
TGF-B1 en otros modelos de esclerosis glomerular
progresiva®'. Ademds, esta citoquina también pare-
ce tener un papel importante en la induccién y man-
tenimiento de la fibrosis intersticial®'2. La importan-
cia del TGF-B1 en la nefroesclerosis es facilmente
entendible a la vista del papel bien definido de este
péptido en la regulacién de la proliferacion celu-
lar® 13, asi como en la sintesis y degradacion de la
matriz 1417 Los efectos biolégicos del TGF-B1 han
sido objeto de numerosas revisiones'®2. Por ello, en
la presente nos vamos a centrar en su sintesis y en
el mecanismo de accion celular.
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La superfamilia del TGF-f esta formada por un
gran grupo de polipéptidos extracelulares con cier-
tas caracteristicas estructurales comunes, que parti-
cipan en procesos de crecimiento, desarrollo, dife-
renciacion y homeostasis a través de su interaccion
con receptores de la membrana celular?! 22,

El TGF-p1, prototipo de la superfamilia, fue ini-
cialmente identificado en el medio de cultivo de va-
rias lineas celulares, tanto transformadas como no
transformadas?*24. Mas tarde se logré la purificacion
del TGF-f1 en plaquetas, donde se encuentra en
grandes niveles?>2¢, y la subsiguiente clonaciéon de
su DNAc?. A partir de ese momento se fueron des-
cubriendo los casi 40 miembros de la superfamilia
que hasta el momento se conocen, los cuales se cla-
sificaron en diferentes subfamilias por similitud entre
ellos. Los diferentes miembros se han aislado en una
gran diversidad de organismos, desde mamiferos
hasta insectos, lo cual nos da una idea de la im-
portancia que tienen en los procesos que estan bajo
su control, y de ahi que su sefalizacion no se haya
perdido a lo largo de la evolucion.

Las moléculas que se engloban dentro de la su-
perfamilia del TGF-f son muy diferentes entre si, y
tienen un rango de actividades muy diversas, pero
todas ellas tienen un punto en comdn: el mecanis-
mo de senalizaciéon a través de receptores trans-
membrana serina-treonina kinasas?8. La union del li-
gando a estos receptores desencadena la cascada de
informacion hacia el nicleo celular a través de unos
sustratos de los receptores conocidos como protei-
nas Smad. Cuando esa informacion llega al nicleo
se forman complejos que interaccionan con genes
diana y producen cambios en la transcripcion, lo
cual desencadena proliferacion, diferenciacion, o
cualquier otra de las actividades desempenadas por
los miembros de la superfamilia?®-3°.

La subfamilia del TGF-f engloba las cinco isofor-
mas conocidas. Las tres primeras, TGF-$1, TGF-p2,
y TGF-p3, son altamente homologas entre si y se
han encontrado en todos los mamiferos, mientras
que el TGF-B4 se ha aislado en pollo®' y el TGF-B5
en Xenopus.
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Los TGF-fs estan implicados en procesos de desa-
rrollo y diferenciacion, inhiben el crecimiento de cé-
lulas epiteliales y endoteliales asi como las funciones
inmune y hematopoyética, promueven el crecimien-
to del tejido conectivo, favorecen la quimiotaxis de
fibroblastos, macrofagos, linfocitos y estimulan la re-
paracion de tejidos. También se los ha relacionado
con procesos patolégicos, como son la produccion
excesiva de matriz extracelular, que desencadena fi-
brosis tisular, y la sintesis de otros factores de cre-
cimiento??.

Ademas de la del TGF-B, se han descrito varias
subfamilias dentro de la superfamilia, por similitud
estructural y funcional entre los miembros de cada
una.

La que mas miembros agrupa es la familia de las
proteinas morfogénicas del hueso (BMPs), en la que
se incluyen las diferentes isoformas de BMP (BMP2,
BMP5, BMP7) asi como algunos factores de creci-
miento y diferenciacion como el factor de creci-
miento y desarrollo 3 (GDF3)33. También pertenecen
a este grupo algunos miembros solamente aislados
en Drosophila, como son el Drosophila decapenta-
plegic (dpp), el cual es un homélogo de BMP2 y
BMP43%, 0 el 60A, homblogo de BMP5%. Todos ellos
tienen funciones especificas en la embriogénesis, es-
timulando el desarrollo de algunos 6rganos y huesos.
Ademas, juegan un papel importante en el individuo
adulto, ya que participan en el mantenimiento y re-
paracion de huesos vy tejidos.

Otra subfamilia la componen la proteina Nodal3®
y sus derivados, entre los que se encuentran la Dor-
salina®’, y algunos factores de crecimiento y dife-
renciacion, como son GDF8 y GDF9. Estas molé-
culas complementan la funcién de las BMPs en la
embriogénesis.

Las activinas (Activina-pA y Activina-pB) forman
otra subfamilia de moléculas cuya funcién se centra
en el desarrollo sexual, ya que activan la produccién
de la hormona foliculo estimulante. Las activinas tie-
nen efectos biolégicos opuestos a las inhibinas en
muchos sistemas?®.

También se han aislado otros factores, que ni por
estructura ni funciéon se asemejan a ningln otro
miembro conocido de la superfamilia, por lo que no
se las incluye en ninguna subfamilia. Entre estas mo-
léculas se encuentra la sustancia inhibidora mule-
riana (MIS)?', el factor neurotrépico derivado de las
células gliales (GDNF)* y la inhibina a?'.

SINTESIS DEL TGF-p1

La gran variedad de respuestas especificas a TGF-f§
(crecimiento celular, desarrollo, diferenciacion, fun-
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cion, enfermedades patogénicas) son reguladas a nu-
merosos niveles. En primer lugar se controla la pro-
duccion de TGF-B a nivel transcripcional, donde hay
diversos mecanismos reguladores que gobiernan la
expresion tanto de las diferentes isoformas del TGF-
B como de sus receptores. Por otra parte, existen
mecanismos a nivel postranscripcional que contro-
lan la disponibilidad del TGF-f activo, el acceso a
los receptores, la actividad de esos receptores, asi
como la funcién nuclear de los complejos trans-
cripcionales que se generan por esta via*®4!.

Aunque hay una gran similitud estructural entre las
diferentes isoformas de TGF-f en mamiferos (isofor-
mas 1, 2, 3) los genes que las codifican estan loca-
lizados en tres cromosomas diferentes (cromosomas
humanos 19q13, 14q1 y 1424 respectivamente).

La regulacion transcripcional es la responsable de
que sea la isoforma 1 del TGF-f la que se expresa en
respuesta a dafio y enfermedad, y las isoformas 2 y 3
en procesos fisiologicos regulados por TGF-f, como
pueden ser el control hormonal y el desarrollo??42,

Los promotores de TGF-p2 y TGF-f3 tienen una
secuencia de bases tipica conocida como caja
TATAA, que parece ser un punto de regulacién im-
portante para la transcripcion de estas isoformas. Sin
embargo, el promotor del TGF-f1 carece de la caja
TATAA. A su vez, el promotor de TGF-1 tiene nu-
merosos puntos de regulaciéon, como AP-1, Egr-1,
RCE y Sp-1 que no tienen los promotores de TGF-
B2 y TGF-B3 y que pueden ser activados por genes
(c-jun, c-box, egr-1), oncogenes, (abl, fos, jun, ras,
scr)*34 y protefnas transactivadoras de virus (HTLV1
tax, proteina HBV-x, proteina CMV [E2)#>46. Tam-
bién es posible la autorregulacion, gracias a la ha-
bilidad del TGF-p1 de estimular su propio promotor
a través de AP-1%.

Estas diferencias en el promotor de TGF-B1 res-
pecto a TGF-p2 y TGF-3 parecen ser las responsa-
bles de la expresion selectiva de TGF-f1 en proce-
sos patoldgicos, como la reparacion de tejidos, stress,
carcinogénesis. La caja TATAA y otros puntos de re-
gulacion comunes en los promotores de TGF-B2 vy
TGF-B3 desencadenan la expresion de estas isofor-
mas en procesos fisiolégicos, como el control hor-
monal y del desarrollo*°.

Los TGF-Bs 1, 2 y 3, se sintetizan como una mo-
|écula precursora inactiva de 390-412 aminoécidos.
La porcion del extremo carboxi-terminal, de 112
aminoacidos, constituye el péptido maduro, y el
resto, el extremo amino-terminal, un pro-dominio de
longitud variable. Dentro de la célula, esta molécu-
la precursora se rompe, generalmente por proteoli-
sis, dando lugar al pro-dominio y al péptido ma-
duro?'. La proteolisis de la molécula precursora
inactiva es un punto de regulacion fisiologica impor-



tante de la actividad del TGF-B. En mamiferos, por
ejemplo, la ruptura se lleva a cabo por una endo-
proteasa conocida como furina, la cual incrementa
su expresion a causa del stress y en presencia de
TGF-B. Este proceso representa un mecanismo im-
portante de disrregulacion de la bioactividad del
TGF-B en algunas patologias*”48.

A diferencia del péptido maduro, el pro-dominio
esta poco conservando en las diferentes isoformas,
aunque si se conserva en la misma isoforma aisla-
da en diferentes organismos. Ademas, es necesario
para la sintesis y secrecién normal de la molécula
activa®’. El pro-dominio puede permanecer unido al
péptido maduro formandose asi un complejo inacti-
vo que controla la actividad del TGF-3°°.

La molécula activa, a diferencia de la mayoria de
hormonas e incluso de otros miembros de la super-
familia del TGF-B, forma dentro de la célula un com-
plejo latente por unién no covalente entre el dime-
ro y el péptido asociado de latencia (LAP), que no
es mas que el pro-dominio de la molécula precur-
sora de TGF-f. A la molécula resultante se la co-
noce como complejo latente pequefio®'. Aunque los
LAP de TGF-B1, 2 y 3 difieren significativamente
entre si, el LAP de TGF-f1 puede formar complejos
con la molécula activa de TGF-2 y 3, con igual e
incluso mas potencia que con la de TGF-f1, con-
tribuyendo a la regulacién cruzada de la actividad
de las diferentes isoformas>2.

En algunas ocasiones, al complejo latente peque-
fio, se une otra molécula conocida como proteina de
union al TGF-B latente (LTBP). Al complejo resultan-
te se le conoce como complejo latente largo. LTBP-1
se une mediante un puente disulfuro al LAP>%54,

El LTBP no es estrictamente necesario para la la-
tencia del TGF-B, pero se le ha implicado en otras
funciones importantes como la secrecién al exterior
de la célula®, el almacenamiento en la matriz ex-
tracelular®® y la activacion del complejo latente®”.
No obstante, la mayoria de LTBP no esta unido a
TGF-f y probablemente desempeiie un papel es-
tructural en la matriz extracelular.

Sélo es posible la secrecion del TGF-p por parte
de la célula productora cuando estd formando un
complejo latente. Mutaciones en el LAP producen
retencion intracelular de TGF-B, lo cual demuestra
que es necesaria la asociacion del TGF-f con su LAP
para la secrecion celular de la molécula®®.

El complejo latente no tiene acceso a los re-
ceptores sefalizantes porque el LAP encubre la
unién de la molécula activa de TGF-f con sus re-
ceptores.

Una vez secretado, el complejo latente puede se-
guir varios caminos: En primer lugar se puede acti-
var, lo que implica la separacion de la molécula ac-
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tiva y, siguiendo un mecanismo de accién autocri-
no o paracrino, desencadenar una respuesta por
unién a receptores sefalizantes. En otras ocasiones,
el complejo latente puede pasar a la circulacion para
desempefiar su papel en otro tejido diferente al de
sus células productoras. Como la vida media del
TGF-B activo es solamente de 2-3 minutos, general-
mente el TGF-pf1 se encuentra en el plasma en su
forma latente pequena o larga, y en algunas oca-
siones unido a otras proteinas, como trombospondi-
na, inmunoglobulinas (IgG) o macroglobulinas®®. Por
altimo, el complejo latente se puede depositar en la
matriz extracelular donde se genera un reservorio de
TGF-p. En la union a la matriz extracelular estan im-
plicados los LTBP, por su capacidad de union a pro-
teinas®®. Segln las necesidades fisiologicas o fisio-
patolégicas, el TGF-p se va liberando de la matriz
y, o bien se activa y genera una respuesta, o bien
pasa a la circulacién sistémica. La movilizacion de
los reservorios de TGF-B de la matriz extracelular re-
presenta otro punto importante de regulacion de su
actividad, ya que es aqui donde se controlan las con-
centraciones locales de TGF-f activo, es decir, con
acceso a los receptores sefalizantes®% 61,

Los mecanismos de accién autocrino y paracrino
se han relacionado con actividades del TGF- como
la organogénesis, morfogénesis y la reparacion de
tejidos. En cambio, la accién endocrina contribuye
mayoritariamente a la produccion de fibrosis y a las
enfermedades autoinmunes*. Sin embargo, la pre-
sencia de niveles significativos de TGF-B1 en plas-
ma de sujetos normales sugiere que la funcién en-
docrina puede tener también un papel fisiolégico
importante®. La desrregulacion de los niveles basa-
les de TGF-f1 en plasma es un indicativo de pato-
logias®*®°. Los niveles plasmaticos de TGF-$2 y 3
son indetectables, por lo que probablemente estas
isoformas tengan tnicamente un mecanismo de ac-
cion en el entorno donde son sintetizadas.

La variedad de mecanismos disponibles para en-
mascarar la actividad del TGF-f, formando reservo-
rios en la matriz extracelular, y desencadenando pos-
teriormente la activacion de las formas latentes en
respuesta a estimulos fisiologicos y fisiopatolégicos,
nos dan idea de la importancia en este punto de la
regulacion de la actividad de TGF-f.

RECEPTORES SENALIZANTES DE TGF-f
(TIPOS 1Y 1)

Los receptores de TGF-B, asi como los de los
demas miembros de la superfamilia, forman una fa-
milia de receptores a través de los cuales se produ-
ce la sefalizacion. Se trata de glicoproteinas trans-
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membrana con un dominio serina-treonina kinasa en
la parte intracelular, un dominio transmenbrana y un
dominio extracelular més corto, rico en cisteina y
N-glicésido?8.

En base a las propiedades estructurales y funcio-
nales se distinguen dos subfamilias: receptores de
tipo | y tipo Il, siendo ambos necesarios para la se-
fializacion, previa formaciéon de un complejo hete-
romérico®®.

La subfamilia de receptores tipo Il incluye el re-
ceptor tipo Il de TGF-f (TGF-BR-II), el receptor tipo I
de BMP (BMPR-II), el receptor de la hormona anti-
muleriana (AMHR), los receptores tipo Il y tipo 1IB de
activina (ActR-Il y 11B)3°.

Los receptores tipo | se distinguen por una se-
cuencia altamente conservada conocida como «do-
minio GS», el cual se encuentra entre el dominio
transmembrana y el dominio kinasa y se caracteri-
za por tener residuos de glicina y serina repetidos.
En este dominio se produce la fosforilacion ligando-
dependiente del receptor tipo | en residuos de seri-
na y treonina, la cual es necesaria para la activacion
de la senalizacion®. Esta fosforilacion es llevada a
cabo por el receptor quinasa tipo Il. El receptor tipo
| de TGF-B (TGF-B-I) puede catalizar su propia fos-
forilacion in vitro, pero no hay evidencia clara de
que esto ocurra in vivo®®. El dominio GS también
tiene una secuencia de dos residuos de leucina y
prolina que sirven como sitio de unién para el fac-
tor FKappaBP12%. FKappaBP12 es una proteina ci-
tosélica que puede actuar como regulador negativo
de la sefalizacion a través de estos receptores por
su capacidad de union al dominio GS del receptor
tipo I, bloqueando asi la fosforilacién de dicho re-
ceptor. En definitiva, el dominio GS es una llave de
regulacion que controla tanto la actividad catalitica
del receptor quinasa tipo | como su interaccién con
sustratos.

Los dominios quinasas de los diferentes recepto-
res tipo | estan mas conservados que los de los re-
ceptores tipo Il. Por lo general los receptores tipo |
no pueden unir eficientemente el ligando si no esta
presente el receptor tipo I, el cual se une forman-
do un complejo heteromérico con el receptor tipo |
a través de los dominios extracelulares.

En los vertebrados se han descrito tres grupos de
receptores tipo |, de tal manera que los miembros
de cada grupo tienen dominios quinasa similares y
ademas la sefalizacion a través de ellos produce la
misma actividad. El primer grupo incluye el recep-
tor tipo | de TGF-$ (TGFBR-I), receptor tipo IB de
activina (ActR-IB) y ALK (activin receptor like kina-
sa) 7, el segundo grupo incluye los receptores tipo
IA y IB de BMP (BMPR-IA y IB), y el tercero inclu-
ye ALK 1 y ALK 230,
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La habilidad de los receptores tipo | de interac-
cionar con los receptores tipo Il y el papel de los
receptores tipo Il de determinar la especificidad de
unién con el ligando permite modular en este punto
la respuesta a TGF-p7°.

Aunque cada miembro de la superfamilia tiene sus
propios receptores sefalizantes de tipo | y Il es po-
sible la unién cruzada. De esta manera el TGF-p
puede interaccionar con ciertos receptores de la ac-
tina, BMPs, etc.”.

En la ausencia de ligando los receptores se encuen-
tran en la membrana como homémeros independien-
tes”2. Cuando el TGF-B se une al receptor tipo Il, que
esta fosforilado en su estado basal, se produce el reclu-
tamiento del receptor tipo | formandose asi un comple-
jo entre el ligando y los receptores tipo | y tipo Il. En
este complejo, el receptor tipo I, que es una quinasa
constitutivamente activa, fosforila al receptor | en resi-
duos de serina y treonina del dominio GS¥. Una vez
fosforilado, el receptor tipo | desencadena la cascada de
fosforilaciones sucesivas de proteinas Smad intracelula-
res, que al final producen la respuesta al TGF-f.

RECEPTORES NO SENALIZANTES DE TGF- (TIPO IlI)

El betaglicano y la endoglina, conocidos como re-
ceptores de tipo Ill, son también proteinas transmem-
brana que unen TGF-B, pero que no tienen una se-
cuencia sefalizante en su corto dominio intracelular’3.

El betaglicano es un proteoglicano que se en-
cuentra en la membrana de muchos tipos celulares
y que tiene la capacidad de unir las diferentes iso-
formas de TGF-f, pero sin desencadenar una res-
puesta. Por eso se le conoce como receptor no se-
falizante de TGF-B. Es el mas abundante de los
receptores de TGF-f y tiene la capacidad de pre-
sentar la molécula de TGF-p a los receptores sefia-
lizantes’*. De esta manera, en ausencia de betagli-
cano los receptores tipo Il tienen alta afinidad por
TGF-p1 y TGF-B3, muy baja para TGF-p2. Sin em-
bargo, en presencia de betaglicano los receptores
tipo Il tienen gran afinidad por TGF-f2 y se unen
por igual a las 3 isoformas.

El dominio citoplasmatico de betaglicano es rico
en residuos de serina y treonina que pueden ser fos-
forilados por la proteina quinasa C7°.

En algunas ocasiones una proteasa rompe la parte
extracelular del betaglicano con lo que se libera al
espacio extracelular lo que conocemos como beta-
glicano soluble. Gracias a su habilidad de unirse a
TGF-B, el betaglicano soluble puede inhibir la unién
del TGF-B con los receptores sefalizantes”®.

La endoglina es una glicoproteina de membrana
que se expresa en el endotelio vascular y en algu-



nas células hematopoyéticas’”. Se ha demostrado que
actia como un receptor tipo Ill de TGF-B, al igual
que el betaglicano. Sin embargo, su papel en la se-
falizacion del TGF-B es menos claro. La endoglina
es el gen diana en la telangiectasia hemorragica he-
reditaria (HTT)’8, pero la reduccién de los niveles de
endoglina en la superficie celular de pacientes con
HHT no parece afectar a la respuesta a TGF-f de
esas células’. La endoglina une con alta afinidad
TGF-B1 y TGF-B3, y sin embargo el betaglicano sélo
tiene alta afinidad por TGF-p2%°.

Existen dos variantes de endoglina: L-endoglina, la
cual tiene un dominio citoplasmatico mas largo, y
S-endoglina que tiene este dominio mucho mas corto®'.
El dominio citoplasmatico de endoglina se fosforila
constitutivamente en residuos de serina. Esta fosforila-
cion no depende de la union del ligando, y es proba-
ble que se lleve a cabo por la proteina quinasa C%2.

Algunos autores han demostrado que la endogli-
na esta sobreexpresada en biopsias de pacientes con
enfermedad renal progresiva crénica® y que se en-
cuentra en las células mesangiales humanas y de
rata pudiendo tener un papel modulador de los efec-
tos del TGF-B sobre el mesangio glomerular®. No-
sotros hemos demostrado que la endoglina esta so-
breexpresada en dos modelos de fibrosis, el modelo
de reducciéon de masa renal y el modelo de obs-
truccion ureteral. El aumento en la expresion de en-
doglina coincide con el periodo de mayor lesion y
disfuncion renal. Estos resultados nos sugieren que
el aumento de endoglina puede estar relacionado
con un potencial efecto protector del rifién frente a
los efectos fibrogénicos del TGF-p1%.

MECANISMO DE ACCION

La senal se inicia con la union del ligando al re-
ceptor tipo I, entonces el receptor Il recluta al recep-
tor | 'y lo fosforila (en residuos serina y treonina) en «el
dominio GS» activandolo, y pudiendo asi propagar la
sefal. Los sustratos de estos receptores son las Smads
(familia de moléculas senalizantes intracelulares que
actGian a continuacion de los receptores para los miem-
bros de la familia del TGF-B)%. Al activarse se trasla-
dan desde el citoplasma hasta el nicleo donde acttan
como factores transcripcionales controlando la expre-
sién génica. Para funcionar como mediadores intrace-
lulares del TGF-B, las Smads deben tener acceso a los
receptores, deben de activarse (por fosforilacion) y acu-
mularse en el nicleo. Una vez en el nicleo las Smads
regulan la transcripcion de los genes diana por®’:

— unién directa a secuencias de DNA (se requiere
para algunos, pero no para todos los genes que res-
ponden a TGF-f)%.
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— interaccion con otras proteinas unidas al DNA
(factores transcripcionales, aumentan la afinidad de
unién al DNA) y que aumentan la especificidad:
FAST1, FAST2, AP-1(c-Jun/c-Fos), TFE-3, ATF-2, AML,
receptor de la vitamina D, receptor de glucocorticoi-
des, PEBP2/CBF, Evi-1, SIP1, Hoxc-8%. Seguin el fac-
tor de unioén la respuesta es distinta. FAST es incapaz
de activar la transcripcion por si sélo (las Smads ac-
tdan como reguladores primarios de la sefal), en cam-
bio la mayoria de los restantes factores pueden fun-
cionar independientemente de las Smads y a menudo
reciben la entrada de otras rutas senalizantes (aqui las
Smads dan una sefal secundaria que modifica una
sefal primaria de otras rutas)®.

— reclutamiento de co-activadores: p300/CBF, se
une directamente a varios factores transcripciona-
les, con lo cual dos estimulos extracelulares dife-
rentes convergen en el nicleo a través de su inte-
raccion con p300, o co-represores transcripcionales:
TGIF, c-Ski, SnoN. En el primero la interaccién con
las Smad 2 y 3 es inducida por la estimulacion de
TGF-B, y en los otros la interaccién aparece en con-
diciones basales y desaparece en las primeras horas
tras la estimulacion con TGF-B. La respuesta trans-
cripcional puede estar determinada por los niveles
relativos de co-activadores y co-represores, pero
esos co-activadores y co-represores tienen también
papeles en otras rutas y la actividad de esas rutas
puede influenciar el resultado de la respuesta del
TGF-B en una célula determinada en un momento
determinado®®.

Se pueden esperar variaciones en el esquema ac-
tual de las Smads como reguladores transcripciona-
les, por ejemplo es posible que las R-Smads medien
respuestas génicas en unién con Co-Smads distintas
a Smad 4 o sin la intervencion de Co-Smad?'. Mas
aln, aunque la funcion de las Smads se ha visto que
es esencial para muchas de las acciones fisiolégicas
del TGF-B y otros factores relacionados, es posible
que algunas respuestas transcripcionales no impli-
quen la actuacién de las Smads. Aparte debemos
considerar que seria muy peculiar que una UGnica
clase de sustratos mediara todo el conjunto de efec-
tos producidos por los receptores del TGF-f3, por lo
que parece obvio que el control transcripcional debe
ser mucho mas complejo.

Las Smads tienen un completo conjunto de interac-
ciones moleculares y funcionales con otros sistemas de
sefalizacion, con lo cual pueden modular positiva o
negativamente la sefializacion del TGF-f, dependien-
do del contexto celular. Al carecer de actividad en-
zimética, su senalizacion no puede ampliarse. Las
respuestas celulares inducidas en los genes diana
deben ser, por lo tanto, sensibles a pequefios cam-
bios en su concentracién, asi como a su comparti-
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mentalizacién subcelular y espacial y a su interac-
cioén con otras rutas®?.

Estructura de las Smads

Existen dos zonas altamente conservadas, que son
los dominios amino (MH1) y carboxi (MH2) termi-
nales y una zona central pobremente conservada (re-
gion de union). Estos dominios carecen de actividad
enzimatica intrinseca, pero controlan las interaccio-
nes proteina-proteina y proteina-DNA8®.

Dominio MH1

Controla la actividad de unién al DNA asi como
las interacciones proteina-proteina con proteinas
unidas al DNA vy las interacciones con los factores
de transcripcion como ATF2, jun y TFE3%. Consta
de aproximadamente 130 aminoacidos y esta alta-
mente conservado en R-Smads y en Co-Smads, pero
no en |-Smads. En estado basal inhibe la transcrip-
cion vy las actividades biolégicas del dominio MH2
(esta inhibicién se debe probablemente a la inte-
raccion entre los dos dominios), pero no tiene una
funcion puramente inhibitoria ya que en el estado
activado tiene actividad de uniéon al DNA, cuya afi-
nidad y especificidad depende del gen blanco?°.

Dominio MH2

Tiene actividad transcripcional pero no se une al
DNA. Parece que media la unién con ciertas protei-
nas entre las que se incluyen: receptores tipo I, SARA,
y varias proteinas nucleares (FAST, CBP, TGIF y Ski)®®.
Contiene el sitio de fosforilacion (en las R-Smads),
tiene funcion efectora y esta implicado en varias inte-
racciones proteina-proteina importantes. Contiene unos
200 aminoécidos. Las interacciones entre los dominios
MH2 mantienen la estructura del complejo homo-oli-
gomérico en el estado basal, también media la aso-
ciacion de las R-Smads con los receptores tipo I, con
Smad4 y con los factores de union al DNA. En el
caso de la Smad4 se precisa la presencia de este do-
minio para que las Smads1 y 2 activen la transcrip-
cion; en el caso de las I-Smads, este dominio es su-
ficiente para su efecto inhibitorio®.

Region de union

Estd mal conservada. Es muy variable tanto en las
secuencias como en el tamano (rico en serinas y
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prolinas), contribuye a la formaciéon del complejo
homo-oligomérico3®. En las R-Smads contiene sitios
de fosforilacion de MAP-quinasas, su fosforilacion en
respuesta a la activacion de MAP-quinasas inhibe la
translocacion al nicleo de las Smads?3.

Clases de Smads

Smads reguladas por el receptor (R-Smads), son
blanco directo de los receptores | y se fosforilan en
la secuencia SSXS carboxi terminal. Son funda-
mentales en la especificidad de la respuesta biolo-
gica. Las Smads 2 y 3 son activadas por los recep-
tores de TGF-f y de activinas y las Smads 1, 5y
8 por los receptores de BMP y OP. Esta especifici-
dad viene dada por loop-L3 del dominio MH2%.
Para que estas sean reclutadas hacia la membrana,
para su posterior fosforilacion, se precisa la actua-
cion de otra proteina que modula la actividad de
las Smads: SARA o moléculas similares en el caso
de BMP?6,

Smads mediadoras comunes (Co-Smads), forman
complejos hetero-oligoméricos con las R-Smads ac-
tivadas que luego se translocan al nicleo y parece
que son fundamentales para la actividad de las an-
teriores. Incluye la Smad 492. Su principal funcién
es regular la transcripcion mas que transmitir la
sefial®. Al igual que Smad 2 y 3 tiene su funcion
transcripcional localizada en MH2 y como la dlti-
ma tiene en MHT1 una orquilla-p con la que se une
directamente al DNA. Para las interacciones Smad-
Smad se requiere que ambas posean los dominios
MH292,

Smads inhibidoras (I-Smads), incluyen la Smad 6
que inhibe principalmente la seializacién por BMP
y parcialmente la del TGF-f cuando esta sobreex-
presada ya que puede mimetizar la accién de Smad
7. Compite con Smad 4 en la unién con Smad 1,
originando un complejo Smad 1-6 inactivo. La Smad
7 inhibe la sefnalizacién por TGF-f/activinas y cuan-
do esta sobreexpresada también la de BMP. Antago-
nizan la sefalizacién por interacciéon con el com-
plejo de receptores ocupando los receptores tipo |,
evitando asi la fosforilacion de las R-Smad*'. Pare-
ce que en su estado basal se encuentra en el na-
cleo y se transloca al citoplasma por la estimulacion
con TGF-p°°.

Interaccion con otras rutas
Uno de los muchos ejemplos de la integracion de

sefiales, es la regulacion negativa que ejerce la fos-
forilacion de la region de union de las R-Smad tras



la activacion de la ruta de Erk (MAPK)®? por el fac-
tor de crecimiento hepatico (HGF), por el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), o por Ras (proteina
G que activa Erk1 y 2, y que tiene un efecto dual
ya que puede ser antagbnica o cooperativa), lo que
origina la inhibicién de la translocacion al ndcleo
del complejo de Smads??, aunque la fosforilacion de-
pendiente de Erk, de ciertas R-Smad (1, 2 y 3) en
motivos diferentes provoca un incremento de la
translocacion nuclear y la senalizacion?.

Otro ejemplo de integracion es el sinergismo con
las rutas INK y p 38 quinasa. TGF-f y BMP pueden
activar varias rutas sefalizantes MAPK, principal-
mente las rutas MKK4-JNK y MMK3-p38. En la co-
nexion entre estas rutas parece que esta implicada
la proteina quinasa TAKT (quinasa 1 activada por
TGF-B), la cual actta directamente sobre las enzi-
mas MKK que activan tanto JNK como p38%, lo que
puede ocasionar la generacion de senales separadas
que convergen con las Smads en la activacion de
promotores diana comunes. Ademas se ha visto que
las Smads pueden sufrir fosforilaciones activadoras
por JNK en un lugar desconocido de la region de
unién®.
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