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IV. FISIOPATOLOGIA DEL ENDOTELIO

Efecto de los inmunosupresores CsA y
FK506 sobre vias de sefalizacion
intracelular y expresion génica en el
endotelio

). Navarro-Antolin, O. Hernandez-Perera y S. Lamas
Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC. Madrid. Instituto «Reina Soffa» de Investigaciones Nefrolégicas (IRSIN).

RESUMEN

CsA y FK506, después de unirse a su correspondiente inmunofilina citosélica, in-
hiben la calcineurina y con ello la traslocacion de NF-AT al nicleo. Este paso tem-
prano en la activacion del linfocito T es importante para la activacion de la trans-
cripcion de genes que codifican citoquinas involucradas en la respuesta inmuno-
logica. En la regulacion transcripcional mediada por NF-AT suele participar AP-1.
Ademas del efecto inmunosupresor, uno de los efectos toxicos de estos farmacos
es el dafio sobre el endotelio vascular. Estudios in vivo e in vitro demuestran que
la CsA modifica la regulacion de algunas sustancias vasomotoras. Concretamente
la CsA aumenta la produccion de NO en el endotelio de aorta bovina. El aumen-
to de la sintesis del NO puede tener un componente de regulacion a nivel trans-
cripcional. En el promotor del gen eNOS humano existen dos sitios putativos AP-
1y un sitio putativo NF-AT. La asociacién del NO con radicales libres del oxige-
no, que también son estimulados por la CsA en el endotelio de aorta bovina, po-
dria dar lugar a la formacién de especies reactivas con mayor capacidad de dano
vascular, como seria la formacion de peroxinitritos. S6lo un preciso conocimiento
de los mecanismos moleculares por los que actdan los farmacos inmunosupreso-
res, tanto en su accion inmunosupresora como en sus efectos toxicos, permitird un
posterior desarrollo de nuevas moléculas con mejor resultado terapéutico.
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THE EFFECT OF THE CYDOSPORINE A AND FK 506 ON INTRACELLULAR
SIGNALING PATHWAYS AND GENE EXPRESSION IN ENDOTHELIUM

SUMMARY

The primary action of CsA and FK506 is to block the expression of lymp-
hokines produced by T-cells. Damage to the vascular endothelium is one of their
most well known side effects. Little is known about the molecular changes in sig-
nal transduction and gene expression induced by CsA on the endothelium. A CsA-
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dependent up-regulation of eNOS mRNA was detected in bovine aortic endothe-
lial cells. A similar result was observed with FK506. CsA appears to increase eNOS
MRNA mainly by increasing the rate of transcription. Since CsA and FK506 in-
duce an increase in reactive oxygen species in the bovine endothelium, a role of
peroxynitrite in the vascular damage by immunosuppressants should be ruled out.
An implication of calcineurin and NF-AT in this toxic effect remains to be shown.
A molecular description of the immunosuppressants associated toxic mechanisms
should be helpful in the design of new immunosuppressive molecules.
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INTRODUCCION

La CsA y el FK506 inmunosuprimen porque inhi-
ben la calcineurina. La utilidad clinica de Ciclospo-
rina A (CsA) y FK506 radica en su capacidad de pre-
venir el rechazo del injerto transplantado. La inhi-
bicion de la activacion del linfocito T es su princi-
pal efecto terapéutico. La inhibicién de un paso tem-
prano en la activacion del linfocito T conduce a un
fallo en la activacion de la transcripcion de genes
de respuesta precoz tales como los que codifican ci-
toquinas implicadas en la coordinacion de la acti-
vacion de los diferentes tipos celulares involucrados
en la respuesta inmune. De esta forma, con un efec-
to dirigido principalmente, aunque no exclusiva-
mente, al linfocito T se producen una gran variedad
de efectos secundarios, y en conjunto una profunda
inmunosupresién de utilidad terapéutica. Aunque la
CsA y el FK506 difieren considerablemente en es-
tructura, tienen acciones bastante similares. Actdan
en un paso distal tanto a los receptores de mem-
brana celular como a los segundos mensajeros co-
nocidos, pero proximal a pasos tardios del tipo de
activacion transcripcional de genes de respuesta pre-
coz. Concretamente los dos farmacos tienen una
diana comdn, que es la inhibicién de la actividad
fosfatasa del enzima citosélico calcineurina'. Pro-
bablemente por tener un mecanismo de accién si-
milar, los efectos toxicos del FK506 y de la CsA son
también muy parecidos.

La CsA y el FK506 tienen efectos de toxicidad
sobre la pared vascular. Entre los efectos toxicos de
estos farmacos se encuentra el dafio sobre el endo-
telio vascular, asociado en ocasiones a hipertension
y a sindromes que recuerdan a la afectacion vascu-
lar de la anemia hemolitica microangiopatica. Aun-
que la hipertensién parece estar relacionada con al-
teraciones en el balance entre sustancias vasocons-
trictoras y vasodilatadoras, poco se sabe sobre los
mecanismos moleculares de la transduccion de se-
fiales y la expresién génica inducida por CsA en el
endotelio. Estudios in vivo e in vitro demuestran que
la CsA altera la regulacion de alguna de estas sus-
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tancias vasomotoras. Entre estas sustancias estamos
centrando en este momento nuestra atencién sobre
la modulacién del 6xido nitrico (NO) endotelial por
CsA. Concretamente la CsA aumenta la produccién
de NO en el endotelio de aorta bovina? y en rifio-
nes de animales de experimentacion tratados con
CsA3. El aumento de la expresion de la eNOS tras
tratamiento con CsA puede interpretarse de manera
teleolégica como una adaptacion homeostética a un
farmaco con evidente toxicidad. Asi, para prevenir
el dafio endotelial, se sintetizaria mas NO que man-
tendria un tono de vasodilataciéon necesario para
asegurar la perfusion tisular. Sin embargo, es preci-
so recordar que la interaccion quimica del NO con
el anién superoxido (O,) (especie reactiva del oxi-
geno que aumenta en el endotelio bovino tras tra-
tamiento con CsA o FK506, trabajo en preparacion)
da lugar a un compuesto altamente téxico, el pero-
xinitrito, que podria ser responsable de parte de los
profundos efectos téxicos observados en el endote-
lio. Desde cualquiera de las dos aproximaciones se
hace necesario recordar como acttan la CsA y el
FK506 en modelos mejor conocidos, como el linfo-
cito T, para intentar comprender lo que sucede en
el endotelio.

MECANISMO MOLECULAR DE LA
INMUNOSUPRESION POR CsA Y FK506

CsA y FK506 no son activos por si mismos. La ac-
cion primaria de CsA y FK506 es bloquear la ex-
presion de linfoquinas producidas por los linfocitos
T, incluyendo IL-2, IL-3, IL-4, IFN-o. y TNF-a.. Estos
dos inmunosupresores se unen a un receptor cito-
sélico que recibe el nombre genérico de inmunofi-
lina. Concretamente el endecapéptido CsA se une a
la ciclofilina y el compuesto macrociclico FK506 se
une a la FKBP12 (FK binding protein 12).

El complejo inmunofilina-inmunosupresor inhibe
la calcineurina. EI complejo inmunofilina-inmuno-
supresor inhibe una proteina con actividad enzi-
matica de serintreonin fosfatasa denominada calci-



neurina, que esta formada por una subunidad cata-
litica de 59 kDa y una subunidad reguladora de 19
kDa*”.

La inhibicion de la calcineurina impide la activa-
cion de NF-AT. La activacion del linfocito T en au-
sencia de CsA o FK506 supone la activacion de la
calcineurina por un mecanismo dependiente de Cal-
cio y Calmodulina (fig. 1). La activacién de la cal-
cineurina conlleva la defosforilacién de una protei-
na con funciéon de factor transcripcional conocido
como NF-AT (Nuclear Factor of activated T-cell), que
en su forma defosforilada se transloca desde el ci-
tosol hasta el nicleo, donde forma un complejo con
otras proteinas con capacidad de unirse al DNA, in-
cluyendo Fos y Jun®?. Durante el tratamiento con
CsA o FK506 (fig. 2), la inhibicién de la actividad
fosfatasa de la calcineurina impide, ain en presen-
cia de estimulos antigénicos reconocidos como ex-
trafios, que se transloque NF-AT al ntcleo vy, por
tanto, que se estimule la produccién de linfoquinas
codificadas por genes cuya expresion es regulada
por NF-AT. La calcineurina, NF-AT y los complejos
que forma con otros factores transcripcionales que-
dan identificados, por tanto, como elementos deci-
sivos para entender las bases moleculares de la ac-
cion inmunosupresora de CsA y FK506. Una pre-
gunta que ha suscitado nuestro interés es si la via
de seializaciéon mediada por calcineurina y NF-AT
es importante en el mecanismo por el que la CsA
aumenta la expresion del ARNm de la eNOS.
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Fig. 1.—Activacion antigénica del linfocito T. La activacién de la
calcineurina (CN) conlleva la posterior activacion por defosfori-
lacion del factor transcripcional NF-AT, y consiguiente aumento
de la transcripcion del gen IL-2. CaM: calmodulina. CN: calci-
neurina, P: fésforo.
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Fig. 2.—Mecanismo de accién de la ciclosporina. Como conse-
cuencia de que el complejo CsA-ciclofilina se une e inactiva a
la calcineurina, queda retenido en el citosol NF-AT, impidiéndo-
se la transcripcion de IL-2. CaM: calmodulina. CN: calcineurina.

MECANISMO MOLECULAR DEL AUMENTO DE
EXPRESION DE eNOS POR
INMUNOSUPRESORES

CsA y FK506 aumentan la expresion de eNOS. En
experimentos previos observamos un aumento en la
actividad de eNOS en células endoteliales de aorta
bovina expuestas a TpM CsA, que se correspondia
con un aumento en los niveles de ARN mensajero
(ARNm) de eNOS, que también pudo observarse con
TuM FK506 (fig. 3).

El aumento de expresion de eNOS por CsA y
FK506 tiene un componente transcripcional. La pro-
gresion en el conocimiento de las bases molecula-
res del aumento de la expresion del ARNm de eNOS
implica saber si el fendmeno estda mediado por una
disminucién en la degradacion del mensajero (esta-
bilizacién) o por un aumento en la tasa de trans-
cripcion del gen eNOS. En experimentos de blogueo
de la transcripciéon con diclorobenzimidazol ribdsi-
do (DBR) se detecta que el aumento de la expresion
del mensajero de eNOS por CsA no puede ser ex-
plicado por un componente de estabilizacion, sugi-
riendo un componente mayoritario de aumento de
la tasa de transcripcion (datos de los autores). El au-
mento transcripcional de eNOS por CsA y FK506
implica la participacién de factores de transcripcién
cuya regulacion, a su vez, dependera de vias de se-
fializacion intracelulares.
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Fig. 3.—Northern blot de células endoteliales de aorta bovina tra-
tadas con 1uM CsA o FK506, usando como sonda ADN de eNOS
bovina. La parte inferior muestra el control de la carga total de
ARN mediante exposicion al ultravioleta de la subunidad 285 con
bromuro de etidio intercalado.

CALCINEURINA y NF-AT EN EL ENDOTELIO
VASCULAR: IMPLICACIONES EN LOS EFECTOS
DE EXPRESION GENICA

Ademas de abordar el mecanismo intimo del au-
mento de la expresion del gen eNOS, tomado en
nuestros experimentos como uno de los posibles
genes diana en el contexto del daiio endotelial por
inmunosupresores, queda por conocer qué via o
vias de transduccion de sefales estan implicadas.
Es decir, qué sucesos ocurren desde la exposicion
de la monocapa de células endoteliales al inmu-
nosupresor y la constataciéon del aumento del men-
sajero de eNOS. El abordaje de las vias de sefali-
zacioén intracelular implicadas en este fenémeno
supone considerar, y cuando proceda integrar, los
procesos asociados al uso de estos inmunosupre-
sores tanto dentro como fuera del endotelio. Una
primera aproximacion supone demostrar la exis-
tencia de los elementos calcineurina y NF-AT en el
endotelio. En segundo lugar, es necesario demos-
trar que la participacion de la movilizacion de cal-
cio citosélico tiene suficiente intensidad y duracion
como para activar la calcineurina. Finalmente, y
junto a la existencia de NF-AT, ya demostrada en
el endotelio, es necesario demostrar que este fac-
tor de transcripcion cooperando con otros tales
como AP-1 es capaz de activar la transcripcion de
genes implicados en la respuesta téxica o inflama-
toria del endotelio o simplemente homeostatica
como algunos autores sugieren en el caso de la
eNOS.
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;Qué elementos verdaderamente existen en el en-
dotelio? Schreiber da cuenta de los receptores cito-
solicos (inmunofilinas) en el endotelio!, pero ello no
presupone la existencia de la calcineurina, puesto
que la accién reconocida endégena de las inmuno-
filinas no precisa de la accion de ella. Concreta-
mente nos referimos a la participacién de ciclofili-
na y FKBP en el plegamiento de otras proteinas que
luego quedaran integradas en las membranas celu-
lares. La existencia de calcineurina en el endotelio
bovino queda al menos parcialmente demostrada
por el reconocimiento mediante inmunodeteccion
de su subunidad reguladora B (fig. 4). La posible par-
ticipacion de NF-AT en la regulacion de eNOS o de
otros genes exige la existencia de secuencias de re-
conocimiento (secuencia consenso de NF-AT'2: T/A
G GAAAA/NT/A/CN) en el ADN de dicho gen,
como asi puede verse en el analisis de los sitios cis
de reconocimiento de factores de transcripcion en
la region 5’ reguladora de eNOS (fig. 5). Ademas la
region 5’ reguladora cuenta con dos sitios AP-1
(TGAGTCA) uno de los cuales se encuentra en inti-
ma proximidad con el sitio NF-AT, hasta el punto de
solaparse. La inhibicién de la union de NF-AT en-
dotelial a su secuencia consenso en presencia de
CsA queda demostrada mediante ensayo de cambio
de movilidad electroforética (datos de los autores).
Asimismo hemos observado que la CsA promueve
un aumento de la unién al ADN del factor de trans-
cripcion AP-1. Es interesante hacer notar que este
factor es sensible al estado redox, estado que es a
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Fig. 4.—Western blot de extractos protéicos de células endote-
liales de aorta bovina. Se detecta una banda de 19 kDa cuando
se hace inmunodeteccion con anticuerpo antiCN-B.
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Fig. 5.—Esquema de los sitios putativos AP-1 y NF-AT de la re-
gion 5’ reguladora del gen eNOS humano. GATA 'y Sp1 parecen
ser fundamentales para la expresion de los niveles basales del
transcrito de eNOS. La localizacion numérica hace referencia al
sitio de inicio de la transcripcion (+1).

su vez modulable por CsA. De hecho, cuando se
expone el endotelio bovino a sistemas generadores
de radicales libres se produce un aumento de la ac-
tividad de eNOS asi como de los niveles de ARNm
(trabajo en preparacion).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este momento, nuestros datos sugieren clara-
mente que el estado redox y el elemento AP-1
estan implicados en la respuesta a CsA en el en-
dotelio. Es posible ademéas que la via calcineuri-
na-NF-AT y una cooperacién adicional entre AP-1
y NF-AT puedan estar implicados en ciertos cam-
bios de expresion génica como los observados en
el gen de la eNOS. El aumento de expresién de
la eNOS por CsA y FK506 (ambos inhibidores de
calcineurina) podria suponer identificar un mismo
mecanismo molecular de iniciaciéon de la inmu-
nosupresion y de efectos secundarios, como los
que podrian estar mediando el dafio en el endo-
telio vascular.

Sé6lo un preciso conocimiento de los mecanismos
moleculares por los que acttan los farmacos inmu-
nosupresores, tanto sobre su accién inmunosupreso-
ra como sobre sus efectos toxicos, permitira un pos-
terior desarrollo de nuevas moléculas con mejor re-
sultado terapéutico.
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