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BIOLOGIA Y PATOBIOLOGIA HUMANA DEL ACIDO
HIALURONICO EN LA ESTABILIZACION DE
LA MATRIZ EXTRACELULAR Y LA INFLAMACION

GREGORY A. GARciA', SERGI0O HERNANDEZ V¥, OMAR R. MEjia'3, SEGunDO A. BAEZ! v ANANiAS GARcia C.?

Resumen

El Inter-Alfa-Inhibidor (IAl) es un complejo proteico sanguineo con actividad anti-inflamatoria
que consiste de una cadena liviana del interinhibidor llamada bikunina (ITIL) y dos cadenas
pesadas del inter inhibidor (ITIHs). La bikunina es una serpina (Serina-Proteasa Inhibidora) y
las ITIHs posiblemente son cistininas (Cisteina-Proteasa Inhibidoras). Las ITIHs pueden ser
transferidas desde IAl a moléculas de acido hialuronico y unirse a estas covalentemente para
formar complejos de &cido-hialurénico-ITIHs en la matriz extracelular, requeridos para garan-
tizar su estabilidad. Este articulo de revision considera la informacion actual relacionada a IAI.

Palabras clave: acido hialurénico, alfa-1-microglobulina, bikunina, CD44, cistininas (cisteina-
proteasas inhibidores), matriz extracelular, HAS (acido hialurénico-sintetasas), hialuroadherinas,
hialuronidasas, inflamacién, inmunidad, inter-alfa-inhibidor (IAl), ITIL (cadena liviana del interinhi-
bidor), ITIH (cadena pesada del inter inhibidor), lipocalinas, proteasas, serpinas (serina-proteina-
sa-inhibidores), TSG6 (den 6 regulado por factores de necrosis tumoral).

HUMAN BIOLOGY AND PATHOBIOLOGY OF HYALURONIC
ACID ON THE STABILIZATION OF THE
EXTRACELLULAR MATRIX AND INFLAMMATION

Abstract

The Inter-alpha-inhibitor (IAl) is a complex blood protein that consists of a light chain ITIL
(Interinhibitor light chain) called bikunin and two heavy chains ITIHs (Inter inhibitor heavy
chains). The bikunin is a serpin (Serine-proteinase inhibitors) and ITIHs are possibly cistinins
(Cistein-proteinase inhibitors). The ITIHs can be transferred from IAl to hyaluronic acid molecules
and become covalently linked, forming complexes of hyaluronic acid-ITIHs in the extracellular
matrix, required to guarantee the stability. In addition, IAI has anti-inflammatory activity. This
review article considers the current information about IAI

Key words: hyaluronic acid, alpha-1-microglobulina, bikunin, CD44, cistinin (cistein-proteinase
inhibitor), extracelular matrix, HAS (hyaluronan-syntethases), hyaluroadherin, hyaluronidases,
inflamation, IAI (inter-alpha-inhibitor), immunity, inflamation, ITIH (inter inhibitor heavy), ITIL
(inter inhibitor light), lipocalin, proteases, serpins (serine-proteinase inhibitor), TSG6 (tumor
necrosis factor regulated gen 6).
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Introduccion

En los organismos multicelulares, el espacio extra-
celular es el sitio de “socializacién” de las células.
Este espacio, constituido por un parénquima en
especies animales, muestra una mayor diversifica-
cién en las ceélulas alta y significativamente mas
funcionales de la economia sistémica; a su vez,
requiere de la existencia de un estroma organizado
con células, que proporciona los sustratos y el so-
porte necesario para el mantenimiento estructural
del parénquima, y por ende la permanencia tempo-
ro-espacial a tejidos y 6rganos que la contengan?-2.

En el estroma se encuentran células denominadas
fibrocitos, los cuales se evidencian constante y feno-
tipicamente como fibroblastos, encargados de la pro-
duccion de los componentes la matriz extracelular,
la cual a su vez estd embebida en su propio medio
interno, “liquido histico, tisular, o fluido intersticial”,
originado a partir del ultrafiltrado de sangre capilar-2.

Desde el punto de vista quimico, la matriz extra-
celular esta conformada por glicoconjugados orga-
nizados en dos grandes categorias: Glicoproteinas
y proteinglicanos. Estos glicoconjugados interac-
tian especifica y selectivamente entre si y son re-
conocidos por moléculas de adhesién celular pre-
sentes en las células tanto estromales como paren-
quimatosas. Sin embargo, un elemento clave den-
tro de la constitucién de la matriz extracelular es el
acido hialurénico, el cual ayuda a configurar la tra-
ma tridimensional de la matriz extracelular junto
con los glicoconjugados!-?34,

El 4cido hialurénico o hialuronato es una molécula
filogenéticamente conservada, formada por repe-
ticiones de disacéridos, pertenece estructuralmente
a los amino-aziicares denominados glicosaamino-
glicanos (GAGs) no sulfatados. Otros GAGs son
fundamentales en la biosintesis de las versiones
sulfatadas de los proteinglicanos de la matriz extra-
celular!-2. Algunas bacterias lo poseen como com-
ponente de sus capsulas y en ciertas especies es
un componente vital para el mantenimiento de las
funciones de los tejidos cartilaginosos y en particu-
lar en la variedad superespecializada de los discos
de crecimiento. Ademas, es un componente del
liquido sinovial, del humor vitreo y es esencial en
los procesos de fertilizacion, pues los distintos flui-
dos del tracto genital femenino son ricos en él°.

Tanto el estroma como la matriz extracelular son
primordiales para funciones de morfogénesis, va
sea ontogénica, de recambio, o neopléasica. La mor-
fogénesis de recambio a su vez puede ser constitutiva
en el caso de la remodelacién tisular normal, o in-
ducible cuando se requiere de la regeneracioén y/o
cicatrizacion luego de una lesién traumatica, en este
tltimo caso se instaura ademas el proceso infla-
matorio, como mecanismo de defensa, tolerancia
e inducciéon de la morfogénesis. El acido hialuroni-
co como componente de esa matriz extracelular,
cumple roles definitivos en la génesis, mantenimien-
to y resolucion de la inflamacion subyacente! 234,

Recientemente ha surgido informacién provenien-
te de observaciones del papel anti-inflamatorio y
estabilizador de la matriz extracelular de esta mo-
lecula, por medio de un complejo proteico deno-
minado Inter-Alfa-Inhibidor®.

Estructura, biosintesis y recambio
del acido hialurénico

El 4cido hialurénico es un polisacérido lineal for-
mado por unidades de disacéaridos (GAGs) consti-
tuidas por acido glucorénico v N-Acetil-Glucosa-
mina (NAcGlu). Aunque otros GAGs sulfatados
como los proteinglicanos se sintetizan en el apa-
rato de Golgi, no sucede lo mismo con el acido
hialurénico, el cual es ensamblado por unas enzi-
mas de la membrana plasmatica o plasmalema,
denominadas Acido Hialurénico-Sintetasas (HAS),
de las cuales existen tres 3 isoenzimas: HASI,

HAS2 y HAS3673.

Las proteinas que reconocen el acido hialurénico
estan interrelacionadas entre si y se denominan
hialuroadherinas. Algunas son catalogadas como
proteinas solubles del tipo TSG6 (del inglés-Tu-
mor Necrosis Factor-stimulated gene 6) y CTRL1
(Proteinas de unién a los tejidos cartilaginosos) y
otras funcionan como moléculas de adhesién celu-
lar como RHAMM, denominada también en no-
menclatura especializada como CD168; RHAMM
es un receptor para acido hialurénico, cuya acti-
vacién induce la quimiotaxis. Muchas hialuroadhe-
rinas son proteinglicanos solubles, como el versican
y el agrecan y otras se acoplan a la membrana
como los CD44s%78, De las CD44 se producen
por corte y empalme alternativo del ARNm mas
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de 20 versiones proteicas, incluidas algunas aque-
llas no asociadas a GAGs. Se considera también
que CD44 puede ser una ruta de recaptacion para
degradacién lisosomal® 1.

Dentro de las enzimas que degradan especifica-
mente el 4cido hialurénico se encuentran las hialu-
ronidasas o hialuronoglucosaminidasas (HYAL),
conservadas filogenéticamente desde las bacterias
y que a algunos gérmenes Gram positivos como
el Staphylococcus aureus les confiere capacidad
invasiva. En los seres humanos se han encontrado
hasta la fecha, 6 genes codificantes de hialuroni-
dasas, una de ellas expresada por los lisosomas,
otras membranales y otras consideradas como pro-
ductos de secreciéon. Dentro de las membranales
se encuentran las expresadas por la membrana de
los espermatozoides y otra que corresponde a un
antigeno expresado por células neoplésicas de
meningiomas® %11, En la tabla 1 se recopila la in-
formacién correspondiente a las HAS, las HYAL
y algunas hialuroadherinas.

Aislamiento del Inter-Alfa-Inhibidor (IAI)

En 1961 Seinbuch y Loeb y posteriormente en
1965 Heide v cols., identificaron un inhibidor de
la proteasa con actividad de antitripsina, aislada a
partir del plasma sanguineo y una concentraciéon
estimada de 0,5-mg/mL. Subsecuentes estudios
electroforéticos determinaron un patréon concor-
dante con una alfa-2-globulina y la denominaron
Inter-Alfa-Tripsina-Inhibidor. Posteriormente y
acorde con el hecho de que la Tripsina solo esta
en plasma bajo circunstancias patoldgicas como
la pancreatitis, se le reasigné el nombre de Inter-

alfa-Inhibidor (IAI)!2:13,

Estructura del Inter-Alfa-Inhibidor (IAI)

ElIAI es producido primordialmente por los hepa-
tocitos, posee una variedad de alto peso molecular
organizada a manera de 3 proteinas, con dos cade-
nas pesadas homologas de 75kDa y una cadena

TABLA 1. Algunas dcido hialurénico- sintasas, hialuronidasas e hialuronoadherinas recientemente caracterizadas.

PROTEINA OTROS CODIGO MIM  LOCALIZACION ENTIDAD

NOMBRES CROMOSOMICA PATOLOGICA
ASOCIADA

HAS1 (Hialuronato-Sintetasa) 601463 19q13.3.-134 ?

HAS2 601636 8q24.12 ?

HAS3 602428 16g22 ?

HYAL1 (Hialuronidasa) 607071 3p21.3-21.2 Mucopolisacaridosis tipo IX

HYAL?2 LUCA2 603551 3p21.3 ?

HYAL3 LUCA3 604038 3p21.3 ?

HYAL4 604510 7q31 ?

SPAM1 (Adhesion molecule 1) PH20 600930 7931 ?

MGEAbD (Meningioma expressed

antigen 5 hyaluronidase) No definido 10q24.1-24.3 ?

RHAMM (Hyaluronan-mediated

motility receptor) CD168 600936 5q33.2 ?

LYVE1 (Lymphatic vessel

endothelial hyaluronan receptor 1) 605702 11

CD44 107269 11p13

CRTLI (Cartilage link protein) 115435 5q13q14.1

TSG6 (Tumor necrosis factor-

alpha-induced protein 6) TNFAIP6 2

Versican CSPG2 (Condritin- 118661 5ql12-14

Sulfato Proteinglicano 2)
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liviana de 16kDa, denominada como bikunina.
También posee una variedad de bajo peso molecu-
lar detectable en el plasma y formada por una sola
cadena'?.

Para la funcién de acoplamiento extracelular, el
acido hialurénico participa a través de la hialuro-
adherina TSG6'. En la tabla 2 se ponen de ma-
nifiesto los diversos componentes de esta pro-
teina.

Cadena Liviana (ITIL) y Cadenas Pesadas
(ITTHs) del IAI

Existe un solo gen que codifica la cadena liviana
(ITIL) y al menos 4 tipos distintos de cadenas pe-
sadas (ITIH) identificadas, de las cuales HC1 y HC2
hacen parte de la isoforma de alto peso molecular,
mientras que HC3 se encuentran en la isoforma

de bajo peso molecular, denominada como pre-
alfa inhibidor!422,

TABLA 2. Composicion estructural del inter-alfa-inhibidor

PROTEINA NOMBRES CODIGO LOCALIZACION  ENTIDAD PATOLOGICA
ACCESORIOS MIM CROMOSOMICA ASOCIADA
AMBP (Alfa-1- Proteina HC, ITIL 176870  9q32-33 ?
microglobulina/ (Cadena liviana
bikunina precursor) del Inter-Alfa-Inhibidor)
ITIH1 (Cadena 147270  3p21.2-21.1 Polimorfismos génicos no
pesada isotipo 1 del fenotipicos, generadores de
Inter-alfa-Inhibidor) 3alelos: ITI*1, ITI*2 e ITI*3.
Han sido también detectados
otras variantes alélicas en
Iran y Korea del Sur.
ITIH2 (Cadena pesada 146640  10pl5 ?
isotipo 2 del Inter-alfa-
Inhbidor)
ITIH3 (Cadena pesada 146650  3p21.2-21.1 ?
isotipo 3 del Inter-alfa-
Inhbidor)
ITIH4 (Cadena pesada  PK120 (Proteina 600564  3p21.2-pl4.1 Polimorfismos génicos en
isotipo 4 del Inter-alfa-  sensitiva a la calicreina Jap6n ligados a
Inhbidor) plasmatica) Susceptibilidad a
Hipercolesterolemia
ITIHL1 (Similar a la
cadena pesada)
IHRP (Proteina
relacionada a la cadena
pesada)
TSG6 (Gen 6 regulado  TNFAIP6 (Proteina 600410 2 ?

por TNF)

inducida por TNF)
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HC4, otra de las cadenas pesadas, también deno-
minada PK120 no participa de la estructura del
Inter-Alfa-Inhibidor, sino que es un blanco altamen-
te especifico para la proteasa plasmatica calicreina
(KLK3), una serina-proteasa que participa en los
procesos fisiolbgicos de coagulacién, fibrinolisis y
activacion del complemento. Sin embargo, no se
conoce con certeza el papel de HC4, a pesar de
su maduracioén proteolitica por KLK32326,

La bikunina (ITIL), posee actividad anti-proteasa,
su estructura y funcién esta determinada por dos
dominios del tipo Kunitz, los cuales neutralizan pro-
teasas con distinta especificidad. Por lo anterior,
la bikunina se clasifica dentro del grupo de las Serpi-
nas (Serina-proteasa inhibidores)?”:28,

Tanto la bikunina como las cadenas pesadas del
IAl son sintetizadas a partir de un precursor comun.
El gen codificante de esta proteina posee 10 exo-
nesy 9 intrones, de los cuales se escinden los exo-
nes 6 y el 7, involucrados en la sintesis del ex-
tremo carboxi-terminal de la alfa-1-microglobulina
y amino-terminal de la bikunina, respectivamente.
Sobre los precursores generados ocurren escisio-
nes proteoliticas dentro del reticulo endoplasmico
rugoso, resultando relevante en este proceso, el
clivaje en el extremo carboxi -terminal de las ca-
denas pesadas?®34.

En el aparato de Golgi, los extremos carboxi-ter-
minales de las cadenas pesadas clivadas son esteri-
ficados y la esterificacion sucede en forma tal,
que dentro del complejo se observan extremos
alfa-carboxilo (carbono 6) carboxi-terminales de
cadenas pesadas esterificadas, con el mismo GAG
en el carbohidrato GalNAc (N-Acetil-Galacto-

samina)?°-34,

En su proceso de sintesis la bikunina sigue tam-
bién la ruta endomembranal secretoria de expor-
tacion del aparato de Golgi, siendo N-glicosilada
con un oligosacarido de 2kDa, o bien O-glicosilada,
para posteriormente ser liberada en forma aisla-
da, o acoplada a un GAG tipo coindritin-sulfato
de 7kDa. La bikunina madura se denomina domi-
nio HI-30 del precursor comiin?>34.

84 Rev. Med.

Alfa-1-microglobulina

Es una proteina filogenéticamente conservada,
perteneciente a la familia de las lipocalinas, con
una masa molecular es de 31kDa y aislada original-
mente a partir de la orina de pacientes con enve-
nenamiento crénico con cadmio. Normalmente se
encuentra en bajas concentraciones, ya sea libre,
o formando complejos con la inmunoglobulina A
(IgA\), en sangre, liquido cefaloraquideo, orina y
en el estroma de tejidos conectivos. Abundante-
mente se encuentra en el espacio extracelular o
interfase celular de los pulmones, intestino, rifiones
y placenta. Sus niveles se incrementan en pacientes
con sindrome nefrético, proteinuria tubular y en
la sangre y orina de pacientes sometidos a dialisis
renal®-%,

En ranas y en peces se correlaciona con la colora-
cion criptica, debido a que une croméforos amari-
llo-café de pequenia talla, generados por grupos
prostéticos unidos a los residuos aminoacidicos en
ella. Las lipocalinas son un grupo de més de 150
proteinas relacionadas estructuralmente, de expre-
sibn predominantemente extracelular, presentes en
eubacterias, con una masa molecular promedio de
18-20kDa y que poseen una homologia menor al
20% entre si. Estan capacitadas para acarrear pe-
quenas moléculas lipofilicas tales como vitaminas,
agentes inmunogénicos y moléculas odorantes,
minimizando el contacto de éstas con solventes®>-3,

En el aparato de Golgi o en vesiculas cargoexo-
citica, la alfa-1-microglobulina o proteina plasma-
tica HC se libera del extremo aminoterminal del
precursor de la bikunina por clivaje proteolitico3>%.

Proteina TSG6

Es una proteina de 277 aminoécidos y masa mo-
lecular de 35-9kDa, secretada por varias células
en respuesta al estimulo de citoquinas pro-inflama-
torias como la Interleuquina 1 (IL-1) y el Factor de
Necrosis Tumoral (TNF). En su extremo carboxiter-
minal reside su actividad de hialuroadherina y te-
niendo en cuenta su actividad anti-inflamatoria, es
evidente que se constituye en un mecanismo de
retroalimentacién negativa generado a partir de
las citoquinas sintetizadas y liberadas en la fase
aguda de la inflamacion®7-41,




GARCIA G., HERNANDEZ S., MEJIA O., BAEZ S., GARCIA A.

Integracion: inter-alfa-inhibidor
y el acido hialurénico

Estabilizacién Estructural de la Matriz Extracelular

La formacién de un complejo formado por el inter-
alfa-inhibidor (IAl) y el 4cido hialurénico se esbozd
por primera en la matriz extracelular del ciimulo
odbforo de oocitos, procedentes de la fase ovulatoria
menstrual normal. El proceso se inicia con la pro-
duccién de una matriz rica en acido hialurénico, el
cual se acopla al IAl para constituir un complejo
relativamente estable que pueda desacoplarse e
inducir la liberacion del oocito hacia las fimbrias
oviductales del tracto genital femenino. Este com-
plejo, descrito en la literatura como SHAP-AC
(Serum derived Hyaluronan Associated Protein-
Acid Hialuronic) se puede encontrar de igual ma-
nera en el plasma sanguineo circulante*?44,

Las especificaciones precisas del proceso no se
conocen en su totalidad pero se ha demostrado
que el &cido hialurénico libre, o unido a la hialuro-
adherina CD44, se une covalentemente a las ca-
denas pesadas del IAI, con la consecuente libera-
cién de la bikunina; posteriormente la hialuroadhe-
rina TSG6 es reclutada vy estabiliza la matriz resul-
tante. TSG6 también puede participar en la trans-
ferencia de las cadenas pesadas a partir del IAI
hacia el acido hialurénico®?44.

En las cadenas pesadas se ha detectado un domi-
nio VWFA (von Willebrandt Factor tipo A) que reco-
noce y une colagenos, lo que promoveria una ma-
yor estabilidad del complejo (45-47). Otra forma
de estabilizacién del complejo se relaciona con los
potenciales sitios de unién al calcio contenidos en
las cadenas pesadas y alin mas importante, con la
presencia de regiones homoélogas a dominios inhi-
bidores de cisteina-proteinasas (cistininas*>#7).

Efectos anti-inflamatorios

Con base en lo descrito, los efectos anti-inflamato-
rios, evidentes tanto a nivel sanguineo como a nivel
tisular estromal, pueden explicarse por 5 meca-
nismos:

1. La liberacién de la bikunina, ejerce un efecto
de anti-proteasa serpina®’:4°,

2. La actividad anti-proteasa, potenciada adicio-
nalmente por el efecto anti-proteasa frente a
la plasmina de la TSG6, evita directa o indi-
rectamente un exceso de quimiotaxis leucoci-
taria, especialmente neutrofilica, asociada a
la degradacién de la membrana basal endotelial
y de la matriz extracelular vascular, inducida
previamente por el sistema plasminégeno-
plasmina y las metalo-proteinasas (MMPs), en
particular la MMP9. De la misma manera, tam-
bién es neutralizada la actividad proteolitica
de las elastasas del neutréfilo?51.

3. Las cadenas pesadas ligadas al 4cido hialurd-
nico protegen al TSG6 del dafio potencial oca-
sionado por radicales libres*?44,

4. La alfa-1-microglobulina, una lipocalina con
propiedades inmunosupresoras de los leucoci-
tos sanguineos, muestra ademas actividad anti-
inflamatoria y protectiva. El efecto inmunosu-
presor deriva de la capacidad inhibitoria del
complejo alfa-1-microglobulina -IgA, en la
quimiotaxis de neutrofilos*$>1,

5. Laposible actividad cistanina (cisteina protea-
sa-inhibidor) de las cadenas pesadas, permiti-
ria neutralizar calpainas y catepsinas intracelu-
lares leucocitarias*>7.

Conclusiones

El IAI es un complejo molecular con actividad de
antiproteasa, serpina y cistanina, que ejerce funcio-
nes estabilizantes en la estructura de la matriz extra-
celular, al permitir la formacién de complejos con
el acido hialurénico. Por su actividad antiproteasa
ejerce efectos anti-inflamatorios, bloqueando la ac-
tividad inmunolégica de enzimas tanto plasmaticas,
como liberadas por inmunocitos tipo neutréfilos.

Un mayor conocimiento de su estructura y funcion
permitira abrir un nuevo campo de accién inmuno-
terapeltica e inmunofarmacolégica para las en-
fermedades inflamatorias.
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