COMUNICACION BREVE

ISSN 0025-7680

MECANISMOS DE MODULACION DE LA SENSIBILIDAD A GLUCOCORTICOIDES
POR LAS CITOQUINAS

MONICA A. COSTAS, DAMIAN KOVALOVSKY, EDUARDO ARZT

Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, Facultad de Medicina; Departamento de Biologia, Facultad

de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires

Resumen Hemos demostrado previamente que el TNF-« y la IL-1 aumentan la activi-

dad transcripcional del receptor de glucocorticoides (GR) inducida por gluco-
corticoides (GC) en distintas lineas celulares transfectadas con un plasmido reporter lle-
vando elementos respondedores a GC (GRE). En células blanco de TNF-« y GC deter-
minamos: 1) TNF-« aumentd el N° de GR en células L-929 y 2) por transfeccién de las
mismas con un plasmido reporter llevando el promotor de GR que este efecto es a nivel
transcripcional, 3) por ensayos de movilidad electroforética utilizando extractos nuclea-
res de celulas L-929 estimuladas con TNF-a 0,02 ng/ml, DEX 10 nM o TNF-« + DEX,
que las citoquinas aumentan la uniéon de GR a GRE (45 min, 1,8 x), mientras que la ex-
presion del factor NF,B inducido por TNF-a no fue afectada por GC, 4) como correlato
biologico de estos mecanismos, un priming de TNF-a (no citotéxico) aumentd la sensibili-
dad a la proteccion por GC de la apoptosis inducida por esta citoquina (p < 0.001). El
organismo se protege de una respuesta inmune exacerbada, no sélo por un aumento de
GC por citoquinas, sino también, aumentando la sensibilidad a los mismos: via un aumento
en el N° de GR, en el binding a GRE y de la transcripcion de sus genes blanco (ej. genes
protectores de la apoptosis inducida por TNF-¢t). Estos mecanismos contribuyen a aumentar
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la actividad antiinflamatoria e inmunosupresora de GC para mantener la homeostasis.

Palabras clave:

En respuesta a una infeccion o inflamacion, el
sistema inmune responde con la produccién de
citoquinas, cuya funcion inmunomoduladora resul-
ta crucial para una adecuada respuesta inmune.
Entre las citoquinas producidas, se encuentran las
llamadas citoquinas inflamatorias, como inter-
leuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6) y el fac-
tor de necrosis tumoral-a (TNF-ct), cuya sobre-
produccion, tiene efectos tan nocivos como el
patégeno responsable de su induccion’'. El orga-
nismo se protege de esto a través de la activa-
cion por las propias citoquinas, del eje hipota-
lamo-hipofisario-adrenal (HPA) y la liberacion de
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citoquinas, TNF-a-receptor de glucocorticoides, apoptosis

glucocorticoides (GC), los que, por su accién
antiinflamatoria e inmunosupresora, impiden una
respuesta inmune exacerbada?.

Abreviaturas

AP1: factor de transcripcion activado por ésteres de forbol.
B_,.: union maxima.
CAT: cloranfenicol transacetilasa.
DB-cAMP: dibutiril adenosina monofosfato ciclico.
DEX: dexametasona.
EMSA: ensayo de cambio de movilidad electroforética.
GC: glucocorticoides.
GR: receptor de glucocorticoides.
GRE: elementos respondedores a glucocorticoides.
HPA: eje hipotalamo hipdfiso adrenal.
IL: interleuquina.
LUC: luciferasa.
MTV: virus de tumor mamario de raton.
: NF, B: factor de transcripcion que activa la cadena kappa de
Inmunoglobulinas.
poli (dI-dC): dcido poli-deoxinosinico-deoxicitidilico.
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.
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Entre los mecanismos por los cuales los GC
ejercen estos efectos se encuentran la inhibicion
de la produccion de citoquinas y de su accion bio-
logica, como por ejemplo, la apoptosis inducida
por TNF-a, segun hemos demostrado previamen-
ted.

De acuerdo con este modelo fisiologico de
interaccion entre citoquinas y GC, se planted
como hipotesis de trabajo que a nivel de las cé-
lulas blanco de citoquinas y GC podrian existir
mecanismos moleculares de interaccion entre las
senales emitidas por ambos factores a traves de
las cuales las citoquinas podrian estar modulan-
do la sensibilidad a GC. En esta linea de pensa-
miento, utilizando las células L-929 (fibroblastos
de ratén), que son un blanco de accion citotoxica
para TNF-a, hemos demostrado previamente que
esta citoquina, en una dosis no citotoxica, puede
aumentar la actividad de GR sobre sus elemen-
tos respondedores en el DNA (GRE), presentes
en genes blanco de GC*. En células transfectadas
con un plasmido llevando un gen reporter, como
el de la cloranfenicol transacetilasa (CAT) o el de
la luciferasa (LUC), bajo el control de un promo-
tor viral (MTV) que contiene GRE, aumenta la
actividad de GR en respuesta a TNF-o. + dexa-
metasona (DEX) respecto de DEX. Este incremen-
to en la transcripcion via GRE por TNF-a, no fue
exclusivo de esta linea celular ni de esta citoqui-
na, sino que pudo observarse en otros tipos ce-
lulares como las células epiteliales de hepatoma
humano Hel a, células hipofisarias de raton AtT20
y de glioblastoma humano U373, asi como en
respuesta a IL-1. Al estudiar el efecto de TNF-a
sobre la transcripcion via GRE en dos lineas ce-
lulares que no expresan GR, como las células de
rinén de mono CV1 y de neuroblastoma humano
SK-N-MC, pero que segln comprobamos por
Northern blot, si expresan el mRNA para el recep-
tor de TNF-¢, no se observé una induccién de la
actividad transcripcional via GRE en respuesta a
GC ni GC + TNF-o. Sin embargo, cuando estas
células fueron cotransfectadas con un vector de
expresion constitutiva para GR, que segun deter-
minamos, su expresion no fue modulada por
TNF-a, el agregado de esta citoquina + GC pro-
dujo un aumento significativo de la transcripcion
via GRE, respecto de la estimulacion con GC, si-
milar a la observada en las células L-929, aun en
presencia de un numero constante de GR. Estos
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resultados plantearon la existencia de dos posi-
bles mecanismos por los cuales las citoquinas po-
drian estar modulando la actividad de GC: uno es
el aumento en el numero de GR, responsable en
parte del aumento en la actividad transcripcional
via GRE y otro es el aumento en la actividad
transcripcional de GR, por una accion directa de
las citoquinas, independiente del aumento en el
numero de GR.

El presente trabajo tiene como objetivo diluci-
dar los mecanismos moleculares por los cuales
las citoquinas aumentan la sensibilidad celular a
la accion contrarregulatoria de los GC. Para ello
realizamos todos los estudios en las células L-
929, en las mismas dosis no citotoxicas de TNF-
o que inducen un aumento en la actividad anti-
apoptotica de los GC, de forma de correlacionar
las evidencias moleculares con la evidencia fisio-
légica.

Para determinar si TNF-a podia estar inducien-
do un aumento en la actividad de GR sobre GRE,
las células L-929 fueron preincubadas durante 12
hs con la dosis no citotoxica de TNF-a (0,02 ng/
ml) y posteriormente se determiné el namero de
GR por Scatchard. Se observo que el tratamiento
con esta citoquina produjo un aumento significa-
tivo en el nimero de sitios, sin cambios de afini-
dad, respecto de células sin tratamiento (B
1.611 vs 2.173 fmol/mg) (no mostrado).

Para determinar el efecto de esta citoquina
sobre la transcripcion del gen codificante para GR,
las células L-929 fueron transfectadas con un
plasmido llevando el gen reporter CAT bajo el
control del promotor del gen codificante para GR®
y se midié la actividad CAT en respuesta a
TNF-a (0,02 ng/ml) (Research and Diagnostic
Systems, USA), utilizando dibutiril AMP ciclico
(DB-cAMP) (Sigma, USA) como un control positi-
vo de estimulacion o DEX como control negati-
vo®. Como puede observarse en la Fig. 1, la
citoguina produjo un aumento similar a DB-cAMP
en la transcripcion via el promotor de GR. Estos
resultados indican que TNF-a induce a nivel
transcrip-cional la expresion del gen de GR.

Con el objeto de determinar la posible induc-
cion por TNF-a de alguna nueva proteina o fac-
tor con la capacidad de interaccionar con GR,
aumentando su afinidad por GRE, o bien que
interaccione con GRE, se realizaron ensayos de
cambio de movilidad electroforética (EMSA)®. En
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Fig. 1.— Efecto de TNF-a sobre el promotor del recep-
tor de glucocorticoides en las células L-929.

Las células fueron transfectadas con el plasmido HGRP-
CAT y estimuladas con TNF-a 0,02 ng/ml, o DEX 10
nM o DB-cAMP 0,5 mM durante 24 hs. El diagrama
de barras corresponde a las unidades densitomeé-
tricas relativas (a la actividad 3-galactosidasa obteni-
da por cotransfeccion con un vector de expresion
constitutiva para esta enzima) para cada calle de la
autorradiografia del ensayo CAT. Resultados simila-
res fueron obtenidos en tres experimentos indepen-
dientes.

estos experimentos, las células L-929 fueron es-
timuladas con DEX 10 nM o con DEX + TNF-c
0,02 ng/ml, durante 15, 45 6 60 minutos. Masas
iguales de los extractos nucleares, conteniendo
los factores de transcripcion inducidos en ambas
condiciones, fueron incubados con un oligo-
nucleétido de 30 pb, llevando la secuencia GRE,
marcado con *P. Las muestras fueron corridas en
gel de poliacrilamida y los complejos DNA-protei-
na fueron determinados por autorradiografia. Se-
gun se observo por tratamiento de 45 minutos,
extractos provenientes de células tratadas con la
citoquina + DEX mostraron un aumento en la
union de GR a GRE respecto de los extractos
provenientes de las células tratadas con DEX
solamente (Fig. 2A). No se observé un desplaza-
miento de la banda correspondiente a los comple-
jos GR/GRE y tampoco se observo la aparicion de
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nuevas bandas por tratamiento con TNF-«, lo cual
indica que no hubo induccion de una nueva pro-
teina capaz de interaccionar con los complejos
GR/GRE o con GRE. La especificidad de los com-
plejos observados pudo confirmarse en ensayos
de competicion, en los cuales, un exceso de
oligonucledtido frio (50-100 x, respecto del
oligonucledtido marcado) fue incluido en la mez-
cla de reaccion. Un exceso del oligonucledtido
especifico produjo un desplazamiento total de la
senal, mientras que, un exceso de un oligonucleo-
tido no relacionado a GRE, correspondiente al
promotor del gen de la fibronectina humana
(gentilmente cedido por el Dr. A. Kornblihtt), lle-
vando otra secuencia para la unién de otros fac-
tores de transcripcion, no produjo desplazamien-
to (Fig. 2A). Como un control de que las masas
de extractos nucleares que se utilizaron en am-
bas condiciones (DEX o DEX + TNF-a) eran las
mismas, los mismos extractos utilizados en la Fig.
2A, fueron incubados con un oligonucledtido no
relacionado a GRE (y que por lo tanto une otros
factores de transcripcion), marcado con #P. No se
observaron diferencias en la intensidad de las
bandas correspondientes a los complejos DNA-
proteina (no mostrado). Los mismos resultados
fueron obtenidos con extractos provenientes de
células estimuladas por 45 6 bien 15 minutos,
donde no hay sintesis de nuevo GR’. Por lo tan-
to, de acuerdo con estas observaciones, TNF-a
aumenta la actividad transcripcional de GR, via un
aumento en la unién de GR a GRE. La interaccion
entre factores de transcripcion inducidos por dis-
tintas senales, puede llevar a la transactivacion o
transrepresion génica a través de distintos meca-
nismos que incluyen el acoplamiento fisico entre
factores, aumentando, o bloqueando su afinidad
por las secuencias especificas en el DNA®. Entre
los factores inducidos por las citoquinas, se en-
cuentran AP1 y NF B. La interaccién entre estos
factores y GR es compleja, en general conduce
a la represion de los genes que codifican para
citoquinas y de los genes blanco de citoquinas y
constituye la base molecular de la accién
inmunosupresora de los GC®. Por otro lado, tam-
bién existen evidencias de que estas interac-
ciones llevarian a la represion de la expresian de
los genes blanco de GC®. Con el objeto de deter-
minar la posible disminucién en los niveles de
NF B inducido por TNF-g, por tratamiento con GC
(debido al posible acoplamiento entre NF By GR),
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Fig. 2— Efectos de TNF-a y GC sobre la union de GR y NF,B a sus elementos respondedores en el DNA.
A. El EMSA vy las reacciones de competicion fueron realizadas utilizando el oligonucledtido GRE marcado y 16 g

de los extractos nucleares de las células L-929'¢, las cuales fueron estimuladas por 60 minutos con DEX 10
nM'? o DEX + TNF-a 0,02 ng/ml*®. Para los ensayos de competicién, en la mezcla de reaccion se incluyé un
exceso de GRE frio (2 y 6) o de un oligonucledtido competidor no especifico’ ¥ *. En el buffer de reaccion, se
utilizé 1 pg de poli (dI-dC). TNF-a solo no tuvo efecto. El diagrama de barras corresponde a las unidades
densitomeétricas estandarizadas con las unidades obtenidas con la misma cantidad de extracto nuclear en en-
sayos de EMSA con un oligonucledtido no especifico marcado. Resultados similares fueron obtenidos en 3
experimentos independientes en los cuales los extractos nucleares fueron obtenidos luego de 15, 45 6 120
minutos de estimulacion.

B. El EMSA y los ensayos de competicion fueron realizados utilizando un oligonucledtido especifico para la union

de NF B marcado y 16 g de extractos nucleares provenientes de las células L-929'7, las cuales fueron esti-
muladas por 60 minutos con 0,02 ng/ml de TNF-a + DEX 10 nM'¥? o TNF-a?. En las reacciones de competicion,
un exceso de oligonucledtido frio, especifico para la uniéon de NF B fue incluido en la mezcla de reaccion®. El en-
sayo fue realizado utilizando 1 g de poly (dI-dC) en el buffer de reaccion. Resultados similares fueron obtenidos

en tres experimentos independientes, en los cuales los extractos fueron obtenidos a 15, 45 y 120 minutos.

se realizaron experimentos de EMSA utilizando
extractos nucleares de células L-929 estimuladas
con TNF-o (0,02 ng/ml) o con TNF-c. + DEX 10
nM por distintos tiempos y el oligo-nucleétido lle-
vando la secuencia especifica para el reconoci-
miento de NF B, marcado con *P. No se obser-
varon diferencias en los niveles de NF B por tra-
tamiento con GC a los 45 minutos (Fig 2 B). Los
mismos resultados fueron obtenidos con extrac-
tos provenientes de células tratadas por 15, 45
6 120 minutos. Estos resultados indicarian que a
los tiempos estudiados, en los cuales puede ob-
servarse un aumento en la unién de GR a GRE
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por tratamiento con TNF-o. + DEX, la posible for-
macion de complejos NF B/GR, no seria suficien-
te para bloquear la unién de estos factores a sus
respectivas secuencias en el DNA, ni para con-
trarrestar la accion estimulatoria de las citogquinas
sobre la transcripcion de los genes blanco de GC.
Nuestros resultados demuestran que en células
blanco de GC y TNF-c, esta citoquina aumenta la
expresién de GR y su union a los GRE. Estos
resultados explican el aumento de la sensibilidad
a la actividad antiapoptética de GC, cuya eviden-
cia funcional se pone de manifiesto en experimen-
tos en los cuales las células L-929 fueron pretra-



tadas durante 12 hs con un priming de TNF-a de
0,02 ng/ml. Estos experimentos mostraron un au-
mento en la sensibilidad a la accion protectora de
DEX (0,3, 3, 30 nM) de la muerte celular induci-
da por una dosis citotéxica de TNF-o (60 ng/ml)
segun se determind por ensayo de citotoxicidad™.
Para DEX 3 nM, el A% de aumento en la super-
vivencia, sin priming fue 15 + 0,8, con priming 34
+ 0,78 (p < 0,001, ANOVA con test de Scheffe).
De acuerdo con estas observaciones, el aumen-
to en la transcripcion de los genes blanco de GC
por TNF-« tiene un correlato con un aumento en
la sensibilidad a la accién biolégica de GC, en
este modelo en particular, anti-apoptotica.

Ha sido demostrado, que un aumento en la ex-
presion de los genes de la familia bcl-2 inhibe la
apoptosis inducida por TNF-a.. De acuerdo con
estudios recientes, los GC pueden aumentar los
niveles de expresion de los genes de la familia
bcl-2, y como se menciond anteriormente, la
sobreexpresion de estos genes inhibe la apop-
tosis, por lo cual, este podria ser uno de los me-
canismos responsables del aumento en la sensi-
bilidad al efecto inhibitorio de GC en la induccion
de apoptosis por TNF-o en las células L-929: el
pretratamiento de las células con una dosis no
citotéxica de TNF-a, induciendo un aumento en
el nimero de GR y de su actividad transcripcional
podria conducir a una sobreproduccion de bcl-2,
aumentando de este modo la protecciéon de
apoptosis por GC.

De acuerdo con observaciones clinicas, se
sabe que la ausencia de GC endogenos, agrava
el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica,
pero, sin embargo, la administracion de GC exo-
genos no mejora la supervivencia. Esta parado-
ja, puede ser explicada, si se acepta que el gra-
do de supervivencia en respuesta a esta patolo-
gia, o cualquier otra que involucre una produc-
cién de citoquinas, depende, mas bien del grado
de resistencia o sensibilidad a los efectos de GC,
que a sus niveles hormonales. En este sentido,
resulta importante destacar que en numerosas
patologias inflamatorias como Ia artritis
reumatoidea y otras enfermedades autoinmunes,
asma esteroide-resistente o la osteoartritis dege-
nerativa, se manifiesta, como sintoma comun una
resistencia de los tejidos blanco a la accion de
GC!". Por otro lado, es sabido que el tratamiento
con GC lleva a una reduccién en la expresion de
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GR. De acuerdo con esto, los resultados obteni-
dos en este trabajo podrian tener importantes
implicancias terapelticas, pues se ha demostra-
do que las citoguinas pueden aumentar la sensi-
bilidad a GC, via un aumento de la actividad
transcripcional de GR y un aumento en el nume-
ro de GR. En este sentido, existen evidencias de
que IL-1PB puede aumentar el efecto inhibitorio de

los GC sobre la produccion de enzimas

degradativas en fibroblastos sinoviales de cone-

jo'2, constituyendo un buen ejemplo de las posi-

bles aplicaciones terapeuticas de esta citoquina

en el tratamiento de la artritis reumatoidea.

En base a estos resultados puede concluirse,
que el organismo se protege de una respuesta
inmune exacerbada, no solo via la induccién del
eje HPA y un aumento de GC por citoquinas, sino
también, aumentando la sensibilidad a los mis-
mos: via un aumento en el nimero de GR, en el
binding de GR a GRE y de la transcripcion de los
genes blanco de GC (por ej. genes protectores de
la apoptosis inducida por TNF-y). Estos mecanis-
mos contribuyen a aumentar la actividad antiinfla-
matoria e inmunosupresora de los GC y para res-
taurar la homeostasis en situaciones patolégicas
con aumento de citoguinas.

Summary

Mechanisms of glucocorticoid sensitivity
modulation by cytokines

We have previously shown that TNF-a and IL-
1 may enhance the glucocorticoid (GC)-induced
transcriptional activity of glucocorticoid receptor
(GR) in different cell lines transfected with a re-
porter plasmid carrying GC response elements
(GRE). In TNF-a and GC target cell lines, it was
found that: 1) TNF-a. enhanced GR number in L-
929 cells, and 2) by transfection of these cells with
a reporter plasmid carrying the GR promoter, that
TNF-a-induced increase in GR is at the transcrip-
tional level, 3) by electrophoretic mobility shift
assay, using nuclear extracts of TNF-a (0.02 ng/
ml) or TNF-a plus DEX (10 nM) stimulated L-929
cells, that cytokines can increase the binding of
GR to GRE (45 min, 1.8 x), while the TNF-c-in-
duced NF B factor expression was not affected by
GC. 4) As a biological correlate of this mechanism,
priming of L-929 cells with TNF-« significantly in-
creased (p < 0.001) the sensitivity to GC inhibi-
tion of TNF-a-induced apoptosis. The organism
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protects itself from an immune overreaction, not
only via the HPA axis induction and an increase
in GC by cytokines, but also enhancing the sen-
sitivity to GC: by an increase in GR number, the
binding to GRE and the transcription of GC tar-
get genes (e.g. TNF-a-induced apoptosis inhibi-
tory genes). These mechanisms contribute to en-
hance the immunosuppressive and antiinflam-
matory GC activity, in order to maintain homeos-
tasis.
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I have long maintained that this globe of ours is inhabited by two distinct species of
humans, the developed and the developing, the rich and the poor. What distinguishes one
type of human from the other is the ambition, the power, the elan which basically stem
from their differing mastery and utilization of present-day science and technology.

Hace mucho que sostengo que en este globo nuestro viven dos especies diferentes de
seres humanos, los desarrollados y no desarrollados, los ricos y los pobres. Lo que dis-
tingue un tipo de ser humano del otro es la ambicion, el poder, el impulso que surge ba-
sicamente de su diferente dominio y aprovechamiento de la ciencia y la tecnologia de hoy.

Abdus Salam (1926-1996)
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