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INTRODUCCION

Fl TGFR: es el inmunosupresor endoge-
no mas potente conocido, aventajando en
10.000 a 100.000 veces la potencia de la
ciclosporina. Es un producto endogeno,
tanto de linfocitos T y B como de monoci-
tos, células NK o LAK, comportandose
como una sefial negativa que actia de
freno para controlar una excesiva actividad
y proliferacién inducida por el antigeno'.

Fl estudio in vifro de la produccién de
TGFR: o de la expresion de su RNAm exige
unas condiciones experimentales muy
estrictas, que consisten fundamentalmen-
te en la eliminacién de los suplementos
séricos del medio de cultivo. Un anélisis
detallado de la bibliografia existente con
respecto a la produccién de TGFf: por
diversos tipos celulares revela unanimidad
en la eliminacion del suero y factores de
crecimiento de los cultivos, cuando se esta
cuantificando el TGFR: proteico producido
por las células. Sin embargo, existe una
asombrosa variabilidad en las condiciones
de cultivo desarrolladas por los diferentes
grupos para el estudio de la expresién del
RNAm de TGFR:. Esto quizad podria expli-
car las notables controversias y contradic-
ciones bibliograficas sobre la produccién
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del TGF31, que constituyen una constante
en la literatura referente a este tema.

La cinética de expresiéon del gen del
TGFR: parece variar en funcién del tipo
celular, con bastante independencia del
estimulo empleado. Se admite en general
que fibroblastos y células epiteliales pre-
sentan niveles maximos de RNAm de
TGFR: al cabo de 6 horas de estimulacion.
Las células hematopoyéticas parecen pre-
sentar una cinética tardia de expresién del
gen del TGFR:, normalmente en relacion
con la diferenciacion celular.

Los linfocitos T expresan constitutiva-
mente RNAm de TGFR: A pesar de dicha
expresion constitutiva, la liberacion de
TGFR: al medio de cultivo sélo ocurre tras
la activacion celular, caracterizdndose por
su estado latente y por su cinética de libe-
racion tardia, con niveles méximos alcan-
zados al cabo de 96 a 120 horas de estimu-
lacion celular®. Por lo que respecta a la
regulacién de la expresién del gen del
TGFR,, las contradicciones de la literatura
alcanzan aqui su maximo exponente.
Parece razonable suponer que tan impor-
tantes discrepancias podrian deberse a la
variabilidad de las condiciones metodolo-
gicas utilizadas por los diferentes grupos.
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Por otra parte, cabria pensar que ademas
de las precauciones metodoldgicas, el
estudio de la produccién de TGF: de ori-
gen linfocitario exige otra precaucion com-
plementaria, que consistiria en la elimina-
cién de las plaquetas que pueden contami-
nar la poblacion de linfocitos. Se ha des-
crito que la poblacién linfoide obtenida
por el método estandar de centrifugacion
sobre un gradiente de Ficoll-Paque esta
notablemente contaminada por plaquetas,
en una proporcion de hasta 20 plaquetas
por cada célula mononuclear'. Puesto que
las plaquetas representan la fuente mas
concentrada de TGFf: del organismo, que
liberan al exterior durante su desgranula-
cién®, cabria plantearse si tal presencia
plaquetar podria interferir el estudio de la
producciéon de TGFf: por los linfocitos o
de la expresién de su RNAm. Sin embargo,
ninguno de los grupos de trabajo anterior-
mente citados refiere ningin esfuerzo
especifico destinado a eliminar la posible
presencia de plaquetas en sus cultivos.
Dicha contaminacién introduciria, al
menos tedricamente, otra variable a la que
atribuir la discordancia de resultados des-
crita.

Puesto que el TGFf: es el inmunosu-
presor endégeno ‘mas potente conocido,
parece interesante estudiar su relacion
con los inmunosupresores exdgenos de
uso habitual en la practica clinica: corti-
coides, ciclosporina y azatioprina.

Hoy en dia se considera que la expre-
si6n local de citoquinas y factores de cre-
cimiento desempefia un papel central en la
fisiopatologia de enfermedades que cursan
con fibrosis y aumento de sintesis de
matriz extracelular. De las diferentes cito-
quinas cuya expresion se ha encontrado
elevada en tejidos afectos por estas pato-
logias, el TGFR es la Gnica para la que se ha
demostrado correlacion entre sus niveles
elevados y el aumento de sintesis de cola-
geno y subsiguiente desarrollo de fibrosis®.
Los corticoides son farmacos antifibroti-
cos por excelencia, de conocida accion
inhibidora sobre la sintesis de colageno
por los fibroblastos, que de hecho suelen
emplearse en el tratamiento de las enfer-
medades anteriormente citadas. Por ello,
en una primera instancia podria tener sen-
tido biolégico el hecho de que los corticoi-
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des inhibieran la produccion de TGFf3. En
la curacion de las heridas, por ejemplo,
corticoides y TGF: ejercen efectos clara-
mente contrapuestos, hasta el punto de
que so6lo el TGFR: es capaz de revertir los
efectos nocivos de los corticoides’.

Los datos existentes al respecto en la
literatura son contradictorios, lo cual
podria contar con tres posibles explicacio-
nes: la primera consistiria en suponer que
el efecto de los corticoides sobre la expre-
sién y produccién de TGFR: fuera tipo
celular-dependiente. La segunda explica-
cion alude inevitablemente a cuestiones
metodologicas. En tercer lugar, las discre-
pancias descritas también podrian deber-
se al hecho de que los diversos autores uti-
lizan diferentes dosis de dexametasona, la
cual podria ejercer un efecto bifasico
sobre la produccion de TGFR..

El Gnico estudio existente en la litera-
tura acerca de la relacion entre la ciclos-
porina y la produccién de TGF3: describe
que dicho farmaco, a una dosis de 100 ng
por millén de células, provoca un aumento
en los niveles de RNAm de TGFR en linfo-
citos T humanos activados con diacilglice-
rol e ionomicina, detectdndose niveles
maximos al cabo de 1 hora de activacion
celular. Comprueban que dicho aumento
en los niveles de RNAm se traduce en un
aumento en la liberacién de TGF£ proteico
a las 48 horas de cultivo, y concluyen que
el TGFR podria estar mediando parte del
efecto inmunosupresor de la ciclosporina
in vivo®. Con respecto a este trabajo, se
podrian hacer dos consideraciones: en pri-
mer lugar, no especifican condiciones
experimentales de cultivo. En segundo
lugar, resulta inesperada la cinética de
expresion del gen del TGFB que describen
durante la activacién T. Segin estos auto-
res, un linfocito T activado por la combi-~
nacion de diacilglicerol e ionomicina
expresa niveles maximos de RNAm de
TGFR al cabo de 1 hora de la estimulacién,
antes incluso que de IL-2, cuyos niveles
méaximos de RNAm se detectan al cabo de
4 horas de activacion celular. El hecho de
que el gen del TGFR se active antes que el
de la IL-2 resulta sorprendente, dado el
caracter extremadamente tardio de la libe-
racion del TGFR proteico, con niveles
méaximos alcanzados tras 4 6 5 dias de acti-
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vacion celular. Ademas, este dato no coin-
cide con estudios de otros autores, que
describen una cinética tardia de expresion
del gen del TGFR: en células hematopoyé-
ticas, segin referfamos en el segundo
apartado.

No existen datos que relacionen direc-
tamente la azatioprina con la produccion
de TGFf. En la revisién bibliogréfica efec-
tuada hemos encontrado un solo estudio,
realizado en pacientes sometidos a trata-
miento con azatioprina a dosis convencio-
nales, en los que se determiné la produc-
cién de TGF por Células Mononucleares
(CMN) de sangre periférica, comparando-
se con la de controles sanos, sin que se
encontraran diferencias significativas
entre ambos grupos®.

La regulacion de la expresion de TGFf3
linfocitario con la activacién celular, asi
como su modulaciéon por farmacos inmu-
nosupresores, requiere estudios adiciona-
les, dado que las contradicciones de la
bibliografia impiden extraer conclusiones
definitivas. Nuestra hipdtesis se basa en
que tales contradicciones se deben, ade-
mas de a la realizacién de los ensayos en
presencia de cantidades variables de
suero u otros moduladores del crecimien-
to celular, a dos razones fundamentales:
por una parte, a la presencia de contami-
nacién plaquetar en los cultivos linfocita-
rios, y por otra, a la falta de estudios ciné-
ticos prolongados, lo que impide analizar
los niveles de RNAm en el momento cro-
nolégico mas adecuado.

Los objetivos concretos de este estu-
dio son:

1. Cuantificar el grado de contamina-
cion plaquetar de CMN obtenidas con un
gradiente de Ficoll-Paque y determinar su
posible influencia sobre el estudio de la
produccién de TGFf linfocitario.

2. Realizar estudios cinéticos prolonga-
dos de expresion de RNAm y de produc-
cién de TGFf: en CMN estimuladas con
PHA.

3. Analizar el efecto de los farmacos
inmunosupresores, dexametasona, ciclos-
porina y azatioprina, sobre la expresion y
produccién de TGFR: por CMN estimula-
das con PHA.
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MATERIAL Y METODOS

Para el aislamiento de CMN se utiliz6 el
procedimiento estdndar de separacion
sobre un gradiente de Ficoll-Paque.

Para su eliminacién, se compararon
dos técnicas distintas: 1,5 x 10" CMN resus-
pendidas en 1 ml de ClNa 0,25 M se dispu-
sieron formando gradiente sobre 5 ml de
STF descomplementado o sobre 5 ml de
Percoll. La columna de STF se centrifugé a
175 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente, y la de Percoll a 400 g durante 5
minutos también a temperatura ambiente.
En ambos casos, las células, supuestamen-
te libres de plaquetas, se disponen en el
sedimento, que se recogié y lavo dos
veces.

Las CMN se cultivaron a una concen-
tracion de 1 x 10° cél/ml en AIM V, suple-
mentado con antibiéticos a 37¢C. El AIM V
es un medio de cultivo disenado especial-
mente para permitir el crecimiento linfoci-
tario en condiciones libres de suero, que
por no incluir en su composicion factores
de crecimiento se emplea en estudios de
produccién de TGFf. Nosotros lo emplea-
remos también para los estudios de expre-
sion del RNAm. La fitohemaglutinina se
anadié a una concentracion de 5 pg/ml.
Los cultivos realizados en presencia de far-
macos inmunosupresores recibieron
simultaneamente y por este orden, el far-
maco inmunosupresor y la PHA, ya que, al
menos para laIL-2, estd demostrado que la
ciclosporina inhibe su expresion linfocita-
ria sélo si se administra antes o simultane-
amente al estimulo mitogénico, pero no se
administra después. La dexametasona se
utilizé a una dosis de 4 a 40 ng/ml, la
ciclosporina de 50 a 200 ng/ml y la azatio-
prina de 5 a 10 pg/ml. Algunos cultivos
recibieron cicleheximida que fue afiadida a
razoén de 15 pg/ml, media hora antes que la
PHA. Los sobrenadantes de cultivo se
recogieron y almacenaron hasta su uso
posterior en tubos de polipropileno a
-20°C. La recogida celular para extraccion
de RNA se llevo a cabo con ayuda de ras-
padores celulares, con el fin de despegar
las células adheridas al frasco durante el
cultivo y asi no realizar ningtn tipo de
seleccién sobre la poblacion celular.
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Después de los diferentes cultivos, se
extrajo el RNA total de las células utilizan-
do un método modificado de las técnicas
tradicionales basadas en el uso del isotio-
cianato de guanidina y se cuantifico por
espectrofotometria.

Fl cDNA se sintetizo6 a partir de 1 pg de
RNA total, en un volumen de 10 pl de buf-
fer 1xHRT que contenia los 4 dNTP a una
concentracion de 250 pM cada uno, 100 U
de transcriptasa inversa del virus de la
leucemia murina Moloney, 10 U de
RNasin, 5mM ditiotreitol y 20 ng del ceba-
dor 3’ para TGFR: o 100 ng del cebador 3
para R-actina (ver mas ahajo). Se incub6 a
37°C durante 60 minutos para que se veri-
ficase la transcripcion inversa, y poste-
riormente a 95°C 5 minutos para inactivar
la enzima.

En la PCR se ha utilizado la R-actina
como control: puesto que su expresion no
se afecta ni con dexametasona, ni con
ciclosporina (aunque no hemos encontra-
do datos para la azatioprina), nos servira
en la tercera parte del trabajo para corre-
gir errores de carga de las muestiras. Sin
embargo, no podremos utilizarla con esta
finalidad en los estudios cinéticos, dado
que su expresion se estimula con la activa-
cion celular. Ello no impedira que también
aqui la utilicemos como control, ya que
como su cinética de expresién estd bien
documentada en la literatura, el hecho de
que se reproduzca en nuestras manos
corrobora de alguna manera los resultados
que obtengamos para el TGFR:.

El PCR (Dualcycler Linus, Linus; Cultek,
Madrid) se realizé en un volumen total de
50 pl. Después de finalizada la Tl, a los 10
pl de cada tubo se les anadi6 40pl de buf-
fer de polimerasa Taq 1x que contenia 250
1M de cada dNTP, 40 ng del cebador 5y20
ng del cebador 3’ para TGFf31 6 200 ng del
5y 100 ng del 30 para B-actina, y 2 U de
polimerasa Taq. Se cubri6 con aceite mine-
ral y se sometio a 25 ciclos de amplifica-
ci6n a 94°C 1 minuto, 57°C 1 minuto y 72°C
1 minuto para el TGFR, y a 22 ciclos de
94°C 1 minuto 56°C 1 minuto y 72°C 2 minu-
tos para la 8-actina. En estas condiciones,
el PCR tiene valor semicuantitativo en
cada muestra, tanto para el TGFf como
para la B-actina, siendo proporcional el
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producto amplificado a la cantidad inicial
de c¢DNA, lo cual ocurre solamente en el
tramo lineal de la curva exponencial que
describe la amplificacion, perdiéndose al
alcanzar la meseta. Previamente se habian
asegurado las condiciones que permitie-
ran permanecer en la fase lineal, al some-
ter diferentes cantidades de RNA total a
distinto namero de ciclos de amplificacion.
Los cebadores utilizados para amplificar
TGF#3: fueron desenados de manera que no
amplificasen TGFR:, basandose en las
secuencias publicadas para el ¢cDNA de
ambos factores: TGGTGGAAACCCACAACG
AA (residuos 1179-1198 de la hebra sentido
del ¢DNA) y GGCCATGAGAAGCAGGA A
(residuos 1611-1630 de la hebra antisenti-
do del cDNA), amplificando por tanto un
fragmento de 452 pares de bases.
Analizando la secuencia del DNA gendémico
de TGFR"™ se pueden observar dos
hechos. Primero, que estos cebadores
reconocen secuencias localizadas en dife-
rentes exones, lo que asegura la posibili-
dad de distinguir por tamaio el fragmento
amplificado a partir del cDNA del amplifi-
cado a partir de DNA genémico. Y segun-
do, que estos mismos cebadores recono-
cen un fragmento localizado en el corazon
de la regién que se traduce, lo que garanti-
za la deteccioén de los diversos transcritos
de TGFR1, ya que éstos se diferencian entre
si por su region 5’ no traducida.

La secuencia de los cebadores para la
R-actina se obtuvo de la bibliograffa: TCCT
ACAATGAGCTGCGTGTG (residuos 1319-
1338 de la hebra sentido del DNA gendmi-
co y GGTGAGGATCTTCATGAGGT (resi-
duos 2054-2073 de la hebra antisentido),
que amplifican un fragmento de 314 pb.
Como se puede observar, también estos
cebadores se alinean a secuencias presen-
tes en diferentes exones, lo que nos permi-
tira en el PCR distingulr ¢cDNA de DNA
gendmico.

Los productos amplificados se visuali-
zaron mediante electroforesis horizontal
de agarosa por tincion con bromuro de eti-
dio identificandose por tamafio, en rela-
cién con un marcador comercial de peso
molecular.

Los geles tefiidos con bromuro de eti-
dio se visualizaron con luz UV en transilu-
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minador, analizindose posteriormente
por densitometria con el UVP Gel Docu-
mentation System (Software Package
SW2000).

La especificidad del PCR para TGFf3: se
confirm6 por digestion del producto
amplificado con dos enzimas de restric-
cion, Hae I y Hinf 1, teéricamente adecua-
das para la secuencia del TGF: supuesta-
mente amplificada.

Antes de la realizacién de los bioensa-
yos, para cuantificar el TGFf: se acidifica-
ron transitoriamente los sobrenadantes
para activar el TGFB latente. Se realizaron
tres bioensayos: ensayo de inhibicién de la
proliferacion de CMN dependiente de IL-2,
ensayo de estimulacion del crecimiento de
células Swiss-3T3 y ensayo de inhibicion
del crecimiento de células MvlLu. Con
objeto de comprobar la especificidad de
los tres bioensayos anteriormente descri-
tos, 50 pl de cada muestra fueron incuba-
dos con 8,75 ug de anti- TGFf} durante 2
horas a 22°C, y posteriormente fueron afia-
didos a las 3 dianas celulares.

Se utiliz6 un radioinmunoensayo
comercial (Du Pont, Boston, USA), previa
acidificacién transitoria de las muestras
segiin se ha descrito anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Influencia de la contaminacion pla-
quetar en CMN obtenidas por Ficoll sobre
el estudio de la produccion de TGFf3: lin-
focitado

En la poblacion linfomononuclear de 6
controles sanos obtenida por el procedi-
miento estandar de separacién sobre un
gradiente de densidad de Ficoll-Paque,
hemos cuantificado las plaquetas presen-
tes estableciendo la relacién plaque-
tas/CMN en cada caso. Los resultados
demuestran que la relaciéon plaque-
tas/CMN, que en sangre periférica es apro-
ximadamente de 140, desciende a 17 cuan-
do se analiza la poblacién mononuclear
purificada.

Para eliminar en lo posible las plaque-
tas todavia presentes en la poblacion lin-
fomononuclear, hemos comparado en los
6 casos anteriores dos técnicas diferentes
detalladas en material y métodos. Los
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resultados son muy similares por lo que
respecta a la relacion plaqueta/CMN: con
el gradiente de STF conseguimos una rela-
cion media plaqueta/CMN de 1,89, mien-
tras que con el Percoll fue de 2,04. Sin
embargo, en lo referente a la recuperacion
en términos totales de CMN, el STF se mos-
tré superior, recuperando de un 24 a un
30% mas células mononucleares que el
Percoll. Por esta razén decidimos utilizar
la técnica del STF para el resto del trabajo,
ademas del hecho de que su manejo es
mas comodo que el del Percoll, para el que
hay que ser muy cuidadoso en términos de
osmolaridad y densidad a la hora de pre-
parar los gradientes. Por otra parte, el STF
es totalmente inocuo para las células,
mientras que el Percoll no deja de ser un
producto artificial a pesar de que su
ausencia de toxicidad esté probada.

En 12 controles sanos se compararon
los niveles de TGFf2 en sobrenadantes de
cultivo de CMN activadas, aisladas en con-
diciones estandar, frente a CMN activadas
significativamente libres de plaquetas.
Centrandonos en las diferencias observa-
das en funcién de la presencia o ausencia
de plaquetas, resulta evidente que los
resultados varian dependiendo del bioen-
sayo:

Ensayo de inhibicién de la proliferacion
de CMN dependiente de IL-2

Ocho casos presentan niveles mas ele-
vados de TGFf3 en los sobrenadantes de
cultivo de CMN contaminadas con plaque-
tas (Media = 153 U) frente a los sobrena-
dantes de cultivos libres de plaquetas
(Media = 82,5 U).

En tres casos, la presencia de plaque-
tas en los cultivos no afect6 a los niveles
de TGFR detectados en los sobrenadantes,
y en un caso se detectd paradojicamente
mas TGFR en ausencia de plaquetas que
en su presencia.

Ensayo de proliferacion de células Swiss
373

En los cinco casos analizados, los nive-
les de TGFB fueron més altos en las mues-
tras procedentes de cultivos contamina-
dos con plaquetas (Media = 378,8 U, frente
a 176,8 U en ausencia de plaquetas).
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Ensayo de inhibicién de la proliferacion
de las células MvILu

En los siete casos analizados, los nive-
les de TGF eran paraddjicamente mucho
mas altos en ausencia de plaquetas (Media
= 1406,28 U) que en su presencia (Media =
553,71 U). En cada uno de los siete casos,
la curva obtenida en presencia de plaque-
tas se encontraba desplazada hacia la zona
de las diluciones mas bajas, en relaciéon
con la curva obtenida en ausencia de pla-
quetas, lo que sugiere la presencia simul-
tanea al TGFZ de otro factor de efecto
opuesto sobre las células MvlLu. Asi, las
curvas obtenidas en presencia de plaque-
tas serian el resultado de la dilucién simul-
tanea de dos actividades de efecto opues-
to sobre la mitogénesis de las células
Mvl1Lu. Efectivamente, la incubaciéon con
anti-TGFR puso de manifiesto la actividad
mitogénica a la que nos estamos refiriendo
en las muestras procedentes de cultivos
contaminados con plaquetas.

Finalmente, hay que hacer notar que
existe una correlacién significativa entre
los niveles de TGFf3 detectados en el ensa-
yo de inhibicién del crecimiento de CMN
por IL-2 y cada uno de los otros dos bio-
ensayos (r = 0,90, p<0,05 para el de las
células Swis 3T3; r = 0,94, p<0,05 para el de
las Mv1Lu), pero solamente para las mues-
tras procedentes de cultivos libres de pla-
quetas.

Teniendo en cuenta todo lo anterior-
mente expuesto, resulta evidente que la
presencia de plaquetas afecta a la cuantifi-
cacién del TGFR linfocitario, por lo que
para el resto del trabajo sélo utilizaremos
CMN significativamente libres de plaquetas.

2. Cinética de expresion y produccion
de TGFf3: por CMN estimuladas con PHA

Cinética de expresion de RNAm de
TGF3: en CMN estimuladas con PHA

Se cultivaron CMN de donantes sanos
con PHA, en condiciones libres de suero y
plaguetas durante 96 horas, extrayendo a
intervalos regulares su RNA celular total
para estudio de la expresion de TGFf3: por
PCR. Encontramos en primer lugar que su
expresion es constitutiva en CMN. En
segundo lugar, observamos que los niveles
de RNAm detectados en condiciones basa-
les empiezan a aumentar tras s6lo 2 horas
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de estimulacién con PHA, alcanzando valo-
res maximos al cabo de 48 horas de activi-
dad celular para descender progresiva-
mente después. Estos datos se repitieron
en los cinco controles sanos estudiados,
salvo que en uno de ellos el valor maximo
se alcanzo6 a las 72 horas de cultivo, en vez
de alas 48 horas. Por tanto, y a laluz de los
datos anteriores, los estudios de la modu-
lacién del TGFfs: por farmacos inmunosu-
presores, que conformaran la tercera parte
de este estudio, seran realizados en culti-
vos de 48 horas de duracién.

Efecto de la cicloheximida sobre la
expresion de TGFS: inducida por PHA en
CMN

Al inicio del cultivo de las CMN con
PHA se anadi6é CHX, un inhibidor de la sin-
tesis proteica, a razén de 15 pg/ml. Al cabo
de 48 horas de cultivo, se extrajo el RNA,
observando que la induccion de la expre-
sion de TGF{3: debida a la PHA no se habia
producido, detectidndose Gnicamente los
niveles de RNAm que expresan las células
en condiciones basales.

Cinética de produccion de TGFS: por
CMN estimuladas con PHA

Se realizaron cultivos de CMN estimula-
das con PHA de 6 horas de duracién, tam-
bién en condiciones libres de plaquetas y
suero, obteniéndose a intervalos regulares
el sobrenadante para cuantificar su conte-
nido en TGF#3: por medio de un RIA comer-
cial. Ademas de observar nuevamente una
considerable variacién en los niveles pro-
ducidos por los diferentes donantes, se
advierte para cada caso que la tasa de libe-
racion de TGF3: aumenta progresivamente
con el tiempo de actividad celular, alcan-
zéndose niveles maximos al cabo de 6 dias
de estimulacién.

Por tanto, el estudio de la produccién
de TGF®: linfocitario requiere la realiza-
cién de cultivos prolongados, de al menos
varios dias de duracion. Asi, en la tercera
parte de este trabajo realizaremos culti-
vos de 96 a 120 horas de duraciéon, por
considerarlo un tiempo suficiente para
que se produzcan niveles de TGF3: per-
fectamente detectables, a la luz de los
datos obtenidos.
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3. Modulaciéon de la expresion y pro-
duccion de TGFf3: linfocitario por farma-
cos inmunosupresores

Se cultivaron CMN de 10 donantes
sanos con PHA en presencia de dexameta-
sona, ciclosporina o azatioprina, en condi-
ciones que incluian la ausencia de plaque-
tas y de suero. Tras 48 h de cultivo, se
extrajo el RNA celular total y se analizé la
expresion de RNAm de TGF: por PCR. La
cuantificacion de los niveles de TGF{3: pro-
teico en los sobrenadantes se llev6 a cabo
por radioinmunoensayo, tras 120 a 140
horas de cultivo.

Se observa que la dexametasona inhibe
la producciéon de TGF3: de un 20 a un 50%,
en ocho de nueve casos analizados, efecto
que puede considerarse como estadistica-
mente significativo (p = 0,008). Tales cam-
bios se manifiestan paralelamente a nivel
del RNAm, aunque con menor intensidad
(inhibicion del 10 al 20%, también estadis-
ticamente significativa: p = 0,02). Esta regla
general cuenta con dos excepciones: por
una parte, el caso 6 sufre inhibiciéon del
17% en la liberacién de la proteina pero no
en la expresiéon del RNAm. Por otra parte,
el caso 2 no se ve afectado por la dexame-
tasona en ninguno de los dos procesos
analizados, quizé debido a resistencia indi-
vidual a la accion del farmaco, posibilidad
cuya existencia estd documentada en la
literatura.

La ciclosporina inhibe también la libe-
racién de TGFf3: al sobrenadante de culti-
vo en 9 de los 10 casos analizados, en un
20 a un 45% (p = 0,005). Nuevamente se
producen en general cambios paralelos
pero de menor intensidad en el RNAm
(inhibicion del 15 al 25%), siendo la p de
0,03. Sin embargo, los casos 4 y 7, aun res-
pondiendo a la ciclosporina con una inhi-
bicién en la liberacion de TGFR: del 25 y
del 40%, respectivamente, no presentan
ningan cambio en la expresion del RNAm.
Finalmente, el caso 6 no manifiesta ningu-
na variacién ni en los niveles de proteina
ni en los de RNAm, lo que nuevamente
podria deberse a resistencia individual a la
accion del farmaco.

Por dltimo, la azatioprina inhibe de un
15 a un 45% la produccién de TGFR: en los
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diez casos analizados, con una p de 0,005,
no ejerciendo ningin efecto en absoluto
sobre la expresiéon del RNAm en ninguno
de los casos.

En resumen, los 3 farmacos inhiben la
producciéon de TGFf: por CMN estimula-
das por PHA. Sélo la dexametasona y la
ciclosporina son capaces de inhibir la
expresion del RNAm, efecto que ejercen
con menor intensidad que el de inhibicion
de la liberacion de la proteina.

Las conclusiones del presente trabajo
son:

1. La eliminacién de las plaquetas con-
taminantes de los cultivos de CMN es esen-
cial cuando se desea analizar la produc-
cidén de TGF3: de origen linfocitario.

2. La expresion del gen de TGFf3: en cul-
tivos de CMN libres de plaquetas es, por
una parte, constitutiva, y por otra, se esti-
mula tras la activacién celular con una
cinética que podriamos calificar como tar-
dia, y que se sigue, tras un cierto retraso,
de la liberacién del TGFf: proteico al
sobrenadante de cultivo.

3. Los farmacos inmunosupresores,
dexametasona y ciclosporina, inhiben la
expresion y producciéon de TGFf31 en CMN
activadas, mientras que la azatioprina inhi-
be Ginicamente la liberacion de la proteina.
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