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AD: Anclafe depenrdientes.
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GroPIns4,5P:: Glicerofosfoinositol-4,5-bifosfatoe.
Gs: Gangliésidos.
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HCG: Gonadotrofina coriénica humana.

HPL: Lactégeno placentario humano.




HSLE: Extracto lipidico de suero humano.
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IFN: Interferén.

Ig: Inmunoglobulina.

IGFs: Factores de crecimiento insulin-semejantes.
IL: Interleukina.
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Kd: Kilodaltons.
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LH: Hormona luteinizante.

LHE: Estimulacion de la emigracion de leucocitos.
LMI. Inhibicién de la emigracion de leucocitos.

Leucotrienc.

Liquidec amniético de ratén.

Complejo mayor de histocompatibilidad.

Facter inhibidor de la emigracion de macrofagos.

Sustancia inhibidora Mulleriana.
Reaccién linfocitaria mixta.
Factor de crecimiento nervioso.
NIH 373 I: NIH 373 INICIADAS.
NIH 3T3 T: NIH 3T3 IKaBSFORMADAS.
NK: Fatural killer.
PA: Acido fesfatidica.
PDGF: Sactor de crecimiento derivado de plaquetas.
PFC: Células formadoras de placas.
PG: Prostaglandina.
PGFs: Factores de crecimiento polipeptidicos.




PHA: Fitohemaglutinina.

Pm: Feso molecular.

Ptdlns: Fosfatidil-inositol.
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TIF: Factor inhibidor del crecimiento tumoral.
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TLFA: Anticuerpos fetales humanos anti-células T citotoxicas.
TNF: Factor de necrosis tumoral.
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I. LIQUIDO AMNIOTICO




1. GENERALIDADES

Antiguamente, se consideraba el liquido amniético como un
depésito estancado, cuya unica funcién era la de proteger al feto,
amortiguando las posibles agresiones externas.

Sin embargo, en los ultimos 30 aflos se ha comprobado que el
liquido amniétice circula a través del feto y existe un intercambio
del mismo por medio de ias membranas circundantes. Esto parece
indicar que, aparte de 1la funcion anterior, exclusivamente
mecanica, dicac fluido parece tener otras funciones de carécter
fisiolézico.

Por otra parte, la obtenciéon de liquido amniético a lo largo
del embarazo, por medio de amniocentesis, y su estudio bioquimico
detallado, puede proporcionar abundante informacién de 1intereés
clinico, a partir de sus constituyentes. Como ejemplo de esto,
podemos estimar la madurez y el bienestar fetal, asi como la
existencia de algunas enfermedades de transmisiéon genéetica.

Por tanto, los parametros bioquimicos del liquido amniético
var a reflejar, en todo momento, el estado del feto. Pero aparte de
esto, y dada su posicién privilegiada, puede que este fluido
refleje la alteracién de algunos parAmetros inmunolégicos a lo
largo del embarazo, cuyo estudio podria aclarar, al menos en parte,
el enigma aun oscuro de la gestacién, ya que la madre no rechaza al
feto, a pesar de diferir en sus antigenos de histocompatibilidad
(HLA?

Esto parece indicar que el estudio de este fluido orgénico,
con la tecnologia mAs avanzada, puede que amplie enormemente la
informacién obtenida a partir del mismo en un futuro no muy lejano.
Es posible que se puedan diagnosticar enfermedades fetales, que
actualmente se descubren en el recién nacido, y que podrian temer
remedio aplicando un tratamiento adecuado a la embarazada o al feto

intraatero.
Por otro lado, puede que se aclaren algo las razones por las

que la madre no rechaza al feto, asi comc la etiopatogenia de

algunos abortos que ocurren en las primeras semenas de embarazo, ¥

que parecen deberse a fensmenos de carhcter inmunolégico.




2. FUNCIONES DEL LIQUIDO AMNIOTICO

Desde que se rechazé la teoria unifuncional del liquido
amniético como cojin protector para el feto (LILEY,1963), se han
ido acumulando numerosas especulaciones acerca de sus funciones.

Realmente, el liquido amniético parece poseer algunas
funciones mecAnicas, de 1las cuales, probahlemente, 1la mAs
iwportante sea la expansiéon de la cavidad amnjotica. El aumentc del
espacio intrauterino es una condicién imprescindible para la
viabilidad fetal, ya que la expansiéon de la caja torécica es
necesaria para un adecuado desarrollo pulmonar (PERLMA¥ y LEVIN,
1974). La expansién de la cavidad uterina también es necesaria para
permitir el desarrollo de una morfogénesis normal (SKITH, i982),
especialmente de los miembros fetales (GRAHAX y cols., 1980).

Su papel como cojin o almohadillado protector parece obvio. La
presién de traumas externos, que podrian afectar al feto, es
compensada por el 1liquido circundante. Asimismo, el liquido
amistico funcioma como lubricante para prevenir la adbesién al
amnios y permitir la movilidad fetal (PLENTL, 1966).

Las temperaturas extremas, que también podrian daflar al feto,
son amortiguadas por el liquido ammiético, el cual funciona comn un
bafio de agua caliente (PRITCHARD y McDONALD, 1980). Por otra parte,
actua como reservorio en el que se distribuyen la orina, saliva y
secreciones respiratorias fetales.

El agua y los constituyentes del liquido amniético, deglutidos
y absorvidos por el feto, representan un papel importante en el
bienestar fetal. De este modo, el feto obtiene algunos elementos
putritivos del liquido deglutido. Recién nacidos con atresia de
es6fago, los cuales no pueden deglutir, suelen tener bajo peso al
nacer, indicando esto que el liquido deglutido incrementa el
crecimiento fetal.

El liquido amiético suprime o inhibe el crecimiento de
algunas bacterias (BLANCO y cols., 1982) y, aunque algunos de Sus

componentes protegen al feto frente a la invasién microbiana, la

interaccién entre microorganismos y el amnios es sélo

incompletamente entendida. No obstante, se ha encontrado wuna




relacién entre esta actividad antibacteriana y la concentracién de
zinc y fosfato en liquido ammiético (SCANE y HAVKIES, 1984),
estando aumentada dicha actividad antibacteriana en situaciones de
hipertermia (LARSEN y DAVIS, 1984).

Asimismo, se ha demostrado que el liquido ammniético induce la
cgregacién de plaquetas humanas (SALEM y cols., 1982) pudiendo
favorecer de este modo el procesu de la coagulacién.

Por Gltimo, se bhan descrito una serie de propiedades
inmunolégicas en el liquido amniético, pero éstas ser&n tratadas

con mayor ampliiud en otro apartado mis adelante.

3. BIOQUIMICA LIQUIDO
AMNIOTICO

Algunos autores creea que fue Hipécrates el primero en
describir la composicién del liquido amniétice (PLENTL, 19696), pero
parece improbable que Hipocrates apreciara el liquido amniético
como una entidad especifica. Desde entonces, se han formulado
numerosas tecrias sobre este tema, pero ha sido en lns ultimcs
afios, debido » las amn’ocentesis realizadas para establecer laz
severidad de 1a enfermedad hemolitica del fets, cuando mis
informacién se ha recogido acerca de los constituyentes del liquidou
amnistico. La mayoria de las muestras estudiadas provienen, por
tanto, de embarazadas a término 0 cercapnas a término, habiéndose
publicado pocos estudios sobre la composicién del liquido amnidtico
a lo largo del embarazo.

Los constituyentes, acerca de los cuales mAs datos han sido
referidos, son el sodio, la urea, creatinina, cloro y potasio,
aparte de la alfa-fetoproteina Yy los fosfolipidos. que por su
relacién con alieraclones del tubo neural y con la madurez pulmonar

fetal, respectivameate, bhan sido ampliamente estudiados. Menos

datos hay descritos sobre otros constituyentes bioquimicos, ¥ datos

seriados a lo largo del embarazo son excepcionales.




3.1, sS0D10, CLORO, POTASIO, UREA Y
CREATININA

Dentro de un amplio estudio realizado por LIND y cols. (1871),
y como parte preliminar del mismo, se pudo comprobar que aralizando
la creatinira, urea, sodio y osmolaridad en liquido amniético y
sangre materna entre las semanss 6 y 20 de embarazo, no habia
diferencias significativas entre ambos liquidos. Esto parecia
reforzar la sugerencia de que el liquido ammiéticc aparece como un
ultrafiltrado del suero maternc Sir embargo, las sustancias
solubles en agua, tales como electrolitos y urea, se distribuyen
casi enteramente en la fase acuosa de una mezcla. Por ello, cuando
se hacen comparaciones entre estos dos liquidrs, sélo la fase
acuosa tiene importancia, y si dichos liquidos contienen una fase
en la cual estos solutos no penetran, ccmo la protéica, debe
hacerse una consideracién al respecto. Para una comparaciém con
sentido, las concentraciones deben ser expresadas en términos de
contenido de agua de los liquidos examinados, siendo éste del 99,
65 y 92% para el liquido amniético, suero fetal y suero materno,
respectivamente.

En la primera mitad del embarazo, la concentracién de sodio en
el agua del liquido amniéticc es 10,7 2 0,59 mEquiv/1 menor que en
el agua del suero matermo, y 3,55 % ¢.63 mEquiv/l menor que en el
agua del suero fetal. Estas diferencias son estadisticamente
significativas (LIND y cols., 1071). Al final de la :"imera mitad
del embarazo y, en especial, durante la segunda mitad, desciende
acusadamente la concentracién de sodio en liquido ammniético.

La concentracison de urea en el agua del suero materno es 1,62
+ 0,85 mg/100ml mAs baja que 12 del agua del liquido amniético, ¥
ésta es 0,96 + 0,99 mg/100ml inferior que la del suero fetal,
durante la primera mitad del embarazo. Ninguna de estas diferencias

es estadisticamente significativa (LIFD y cols., 1971), aunque

aquélla entre el suero materno y el liquido amniético estd a punto
de alcanzar significacién. Al contrario que el sodio, la

concentracién de urea en liquido amniético se eleva hacia la mi tad

del embarazo, y mas aun, durante la segunda mitad de éste.




GILLIBRARD (1969) publicé datos scbre las concentraciones de
potasio y clorc en suero materno y liquido ammiético, entre las
semanas 10 y 44 de embarazo. Conciuyé que los niveles de potesio
42l suero materno (valor medio de UCU,97 pEquiv/1l> y 1liquido

miético (valor medio de 3,8 miquiv/1) nu diferian
significativamente durante todc el embarazo. Asimismn, reiirié que
durante lia primera parte del embarazo habia un exceso medio de
cloro de 2,4 mEquiv/l en liquido amnisético. Sin emharge,
transformardo estos resultados, segun el contenido en agua del
suero materro (92%) y del liquido amniético (9%, las
concentraciones de cloro y, en general las de potasio, son menores
en liquidoc amniético que en suero materno.

Durante la segunda mitad del embarazc, a: vontrario que para
el sodio, no hay una caida significativa en la concentracién de
cloro del liquido amniétice. Si se comparan las conc ntraciones de
aniones y cationes er este medio entre las semanas 32 y 38 de
gestacién, se encontrara que hay un incremento aparente d2 aniones,
debido a la caida de la concentracién de sodio, a que el claoro no
varia relativamente, y a que la concentracién de potasio permanece
constante. Se cree que este incremento aparente de aniones es
compensado por el ién hidrégenmo procedente del Acido clorhidrico
del estimago fetal, el cual contribuiria a la composicién del
liquido amniético en el embarazo tardio.

Con respecto a la creatinina, sus niveles en suero maternoc son
cimilares a los del suero fetal. Asimismo, los valores de
creatinina en suerc materno y en liquido amniético estéan
estrechamente correlacionados (VAN GEUNS y cols., 1975). Durante la
srgunda mitad del embarazo la concentracién de creatinina en
viquido ammiéticc sufre un {ncremento desde los niveles de 60 N,
semejantes a los del plasma materno, hasta los 180 uM encontrados
en fechas cercanas al término del embarazo (PITKIN y ZVIREK, 1967).

§o hay evidencias de una secrecion activa directa de
creatinina por parte de la placenta y/o membranas. La difusién

simple desde el feto bhacia el liquido amniético no es posible,

puesto gue los niveles de creatinina en el feto son similares a los

de 1la wmadre. Por tanto, seria el rifion fetal el probable
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responsable de la aparicién de creatinina en el liquido amniético.
De hecho, este par&metro es un fiel indicadcr de la funcién renal
fetal. Puesto que los niveles en plasma son similares en el fetn y
la madre, la funcién renal materna podria ser también uno de los
determinantes del nivel de creatinina en liquido amniético. Por
otra parte, este nivel también depende de la salida de creatinina
del liquido amniético, la cual se debe a la deglucién fetal y a la
difusién a través dc las membranas (VAN GEUNS, 197%5).

Segun lcs datos referidos anteriormente, se puede afirmar que
el sodio y el agua pueden pasar a través de la piel fetal con
considerable libertad, hasta el momento en que ésta llega a ser
impermeable, hacia la semana 20 de emlarazo, cuando la estrecha
relacion eatre el peso fetal y el volumen de liquido amniético se
rompe. Durante esta fase del desarrollo fetal, las concentraciones
de los principales solutos del liquido amniétice estan més
estrechamente correlacioradas con las del cuero fetal que con las
de! suero materno, consideradndose el liquido amniético como una
parte del espacio liquido extracelular fetal. El hecho de que,
{incluso antes de la mitad del embarazo, el agua del liquido
amniético contiene ligeramente menos sodio y ligeramente mAs urea
que el agua del suero fetal, podria ser explicado por la adicién
continua, durante la ultima fase de esta primera mitad dei
embarazo, de una orina con un contenido bajo en sodio y alto em
urea, aunque no es posible obtener informacién del volumen de orina
aportado por el feto en esta fase.

Fn la segunda mitad del embarazo, la composicién bioquimica
del liquido amniético cambia prugresiva-mente. Puede deberse a que
la incrementada estratificacién y cormeificacion de la piel fetal
impida finalmente la difusion. Después de esto, las caracteristicas
cambiantes pueden reflejar la maduracién de la funcicn renal fetal,
explicando el incremento en las concentraciones de urea y
creatinina y la caida en la osmoralidad y la concentracién de
sodio.

De estos datos presentados, se puede obtener importante

informacién acerca del feto. Durante la primera mitad del embarazo,

podemos obtener {nformacién sobre la bioquimica del liquido




extracelular fetal, mientras que durante 1la segunda mitad,
obtenemos informacién acerca del desarrollo de su funcien renal vy,
apart¢ de ello, en virtud de 1las células que descama, del
desarrollo morfolégico de su piel y membranas mucosas. BEstos
cambios son tan estrechamente referidos a la edad de gestacién, que
pueden ser usados como base para =1 calculo aproximado de ésta,
aunque lo que realmente tiene importancia es que los cambios

parecen reflejar la madurez funciona! del feto.

3.2, OTROS COMNSTITUYENTES BIOQUIMICOS

3.2.1, ACICO VRICO

DORAN y couls. (1970) han referido valores de Acido irico en
liquido amniético progresivamente mAs altos conforme avanza el
embarazo, con un valor medio de 64,2 mg/]l desde la semana 36 de
gestaciéon en adeiante, mientras que las muestras recogidas a

término muestran un rango muy amplio de valores.

3.2.2. EQUILIBRIO ACIDO BASE

SEEDS y HELLEGERS (1968) realizaron un estudio del liquido
amnistico tomando como parémetros la concentracién de 1omes
hidréogenc (H*), la presién parcial de amhidrido carbénico (pCOz) y
la concentracisn de iones bicarbonato (HCOs™). Asimismo, tomaron
tres fechas de referencia en diferentes periodos de gestacién. Los

resultados obtenidos por estos autores eran los siguientes:

EDAD GESTACIONAL : o pCO= HCO>"~
(nBquiv/1l) (mm Hg) (=l

i S i S 1 S e A i g, S S 8 P ot e S e s i s = S WD -_— -

10-23 semanas 59, 34 41,10 16,57
25-31 semanas 67, 81 43,20 15,16
Término 76,495 50,80 14,82

2 3. CARBOMIDRATOS Y ACIDOS ORSANICOS

La concentracién de glucosa desciende desde un valor
aproximado de 50 mg/100ml durante la primera mitad del embarazo,
hasta aproximadawente 20 mg/100m! a término. La concentracién de

i
-
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lactato desciende desde aproximadamente 90 mg/100ml hasta 60
mg/100ml sobre el mismo periodo (SCHREINER y SCHNID, 1969).

Bo bnay datos comparativos, sin embargc, acerca del 4acido
piruvico, alfa-cetoglutArico y beta-hidroxibutirico.

La concentracion de Acido citrico desciende durante el segundo
periodo de gestaciénm, siendo los valores medios a la mitad del
embarazo aproximadamente el doble de los correspondientes ai final
del mismo.

3 2,4, CALCIOD

Durante la primera mitzd del embarazo, la concentracién es
aproximadamente de 7 mEquiv/l, mientras que los valores en la
segunda mitad varian entre 3 y 6 mEquiv/1 (GOODLIE, 1972).

3.2.5, MAGNESIO Y ZINC

Entre las semanas 11 y 19 de embarazo, la concentracion media
de magnesic es de 1,3 + 0,42 mg/100ml (NUSBAUN y ZETTRER, 1973).
Por otra parte, GOODLIN (1972) sugiere que el valor varia eantre 3,8
mEquiv/]l durante el primer trimestre y 4,0 sEquiv/]l a término.

Er cuanto al ziic, LAITINEE y cols. (1985) determinaron su
concentracién durante el segundo trimestre en 111 enbarazos
normales, variandoc ésta entre 0,3 y 4,0 uM/1, con un valor medio de
1,3 puM/1. Tambien hicieron la misma detersinaciéon en 29 embarazos
con malformaciomes fztaies y observaron que la concentracién de
zinc variaba entre 1,8 y 17,9 uM/1, ccn un valor medio de 5,0 pN/1.
Esta elevacién del zinc se correlacionaba con la de alfa-

fetoproteina, que como veremos después, se utiliza como marcador de

pal formaciones fetales.

3,2.6., HIERRO Y COBRE
Segin NUSBAUX y ZETTEER (1973), los valores medios entre las
semanas 11 y 19 de embarazo seCn de 31 £ 20 pg/100ml para la

concentracién de hierro y de 31 % 13 pg/100ml para la de cobre.

3.2.7. PRDTEINAS Y AMINOACIDOS
QUEEFAN (1971) hizo un estudio seriado sobre el nivel de

proceinas en liquido amnisético por medio de espectrofotémetro. Para

eilo, realizé 378 determinaciores en periodos gestacionales de 4
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semanas. En 2] primer periodo (13-16 semanas), el nivel med!: ds
proteinas en liquido amniético era de 0,385 g/100ml. De la 17 a la
20 semana, ¢l nivel medio era de 0,514 z/100ml, y de la 21 a la 24
senana, era de 0,577 g/100ml. El nivel mAximo se alcanzaba de la 25
a la 28 semans y era de 0,645 g/100ml. Después, este nivel sufria
un descenso, de tal forma que, de la 29 a la 32 semana era de 0,393
g§/100m1, de la 33 a la 36 semana era de 0,314 g/100nl y de la 37 a
la 40 semana era de 0,296 g/100ml. Con posterioricad, a la 40
semana, el nivel encontrado era de 0,302 g/100ml.

Segun estos datos, podemos apreciar que el nivel de prcteinas
en liquido amniético es creciente, desde comienzos de la gestacién
en que es aproximadamente 1/20 parte del nivel en suero, hasta
alcanzar un pico entre las semanas 25 y 28 en que el nivel es
aproximadamente 1/10 parte del nivel en suero. Posteriorsente,
desciende hasta 1llegar a término, obteniéndose entonces umos
niveles similares a los iniciales.

Las proteinas en liquido ammniético son muy similares
electroforéticapente a las proteinas en suero. El fibrinégeno
parec. estar ausente em liquido amniético. FISCHBACHER y QUINLIVAR
(1970) estudiaron estas proteinas pcr electroforesis en muestras de
liquido ammiético recogidas a término. Las bandas originadas eran
muy similares a las obtenidas en suero, con su distribucién general
en prealbumina, albimina, alfsa-1, alfa-2, beta-1l, beta-2 e
inmunoglobulinas. El ﬁivel medio de proteinas totales era de 0,205
g/100m), de los cuales, la albimina formaba el 60%, la
ceruloplasmina el 1,5%, la transferrina el 11,6% y la Ig Aylalg
Gel 0,1% y el 11,0%, respectivamente.

Una proteina, cuya determinacién en liquico ammiético tiene un
enorme interés climico, es la alfa-fetoproteina. Tieme um peso
molecular de 70000, y su sintesis comienza pronto en el embarazo,

teniendo lugar en el saco witelino, tracto gnstrointestinal e

higado fetal. El contenido en alfa-fetoproteina del suero fetal es

200 veces superior al contenido del liquido amniotico. Su

concentracién en este ultimo medio alcanza un nivel mAximo en la

cemana 13 de gestacién, 1iras \a cual, sufre un descenso hasta

llegar a término.
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BROCK y SUTCLIFFE (1972) refirieron que la alfa-fetoproteina

estaba elevada en embarazos con defectos del tubo neural fetal,
principalmente en pacientes anencefalicos, hidrocef&licos y con
espina bifida. Posteriormente, han sido referidas otras
asoclaciones clinicas, en las cuales, la elevacién de la alfa-
fetoproteins no es tan drAstica como las anteriores. Asimismo, como
veiamos antes, recientes estudios refieren una correlaciéon entre la
elevacién de alfa-fetoproteina y de zinc en dichas alteraciones del
tubo neural fetal (LAITINEN y cols., 1985). Bstos autores
demostraron que dicha correlacién no se debia a que el zinc
estuviese ligado a la alfa-fetoproteina, ya que la separacién de la
misma por inmunoabsorbancia no producia una variacién de los
niveles de zinc en liquido ammiotico. Parece protable que dicha
correlacién esté causada por la liberacién simulténea de alfa-
fetoproteina y alguna proteina transpcrtadora de zinc por parte del
feto en el liquido ammiético. Esta proteina podria ser la albumina
y la alfa.-macroglobulina, aunque no se descarta la posibilidad de
que sean otras.

En cuanto a los aminoAcidos, EMERY y cols. (1970) realizaron
un estudio de los mismos en liquido ammiético, por medio de
cromatografia de intercambio iénico, desde la semana 9 de gestacién
hasta el final de ésta. Identificaron tres grupos en cuanto a las
concentraciones de aminodcidos. Un grupo tenia una concentracién
estable a lo largo del embarazo, como la prolina. En el segundo
grupo, la concentracién disminuia progresivamente desde el tercer
trimestre hasta término, perteneciendo a este grupo serina,
glicina, fenilalanina, lisina y arginina. Finalmente, en el tercer
grupo, algunos aminodcidos tenian una concentracién mas baja en el
primer trimestre que en las semanas 13 a 16, pero después descendia
conforme el embarazo avanzaba, aunque en algunos casos las
concentraciones mAximas se alcanzaban al final del embarazo. En
este Gltimo grupo, se incluia la taurina.

SCHULMAN y cols. (1972) cuantificaron aminoAcidos en liquido
amniético usando cromatografia de gas. Demostraron que las
concentraciones medias de la mayoria de los aminoAcidos disminuian

conforme aumentaba la edad gestacional, pero los niveles de serina
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aumentaban. Los niveies de triptéfano, no medibles con técnicas de
intercarbin iénico, eran bajos comparados con otros aminoAcidos.
También insinuaron que 1los indices serina/fenilalanina y
serina/prolina en liquido amniético, podrian ser Gtiles como
indicadores de la madurez fetal.

Hay un acuerdo general en que los aminoAcidos en liquido
amniéotico descienden conforme avanza la gestacién, con la excepcién
de taurina y, posiblemente, serina. Los niveles crecientes de
taurina a lo largo del embarazo, referidos por algunos autores,
podrian deberse a que la fuente de este aminoAcido en liquido
amniético fuese el propio feto. Si esto es asi, la concentracion de
taurina podria reflejar el crecimiento, nutricién, bienestar y

madurez fetal.

3.2,8, BILIRRUBINA

La determinacién de la concentracién de bilirrubina em liquido
amnistico, mediante la observacién de la densidad éptica de éste
por espectrofotémetro a una determinada longitud de orda, resulta
de enorme 1interés clinico para estimar la severidad de la
enfermedad hemolitica del feto. No obstante, se puede encontrar una
apreciable concentracién de bilirrubina en liquido amniético aunque
el feto no esté afectado por dicha eanfermedad.

CHERRY y cols. (1970) demostraron que la bilirrubina esta
ligada a la albimina en liquido amniético y determinaron que el
contenido en albumina del mismo era aproximadamente del 65% de las
proteinas totales. Experimentalmente, incrementaron la
concentracién de albumina en liquido ammiético em voluntarios y
mostraron que el contenido en bilirrubina estaba también
incrementado.

NURRAY y cols. (1970) estudiaron muestras de 1liquido
amniotico, obtenidas entre las semanas 16 y 26 de embarazo, a
partir de mujeres con fetos no atectados por enfermedad hemolitica.
La concentracién de proteinas variaba entre 3,6 y 10,3 mg/ml,

mientras que los pigmentos biliares totales variaban entre 1,2 y

2,9 pg/ml. El indice bilirrubina/proteinas estaba entre 0,250 y

0,405.




3.2,9, VITAMINAS

Se ha descrito la presencia de metabolitos de la vitamina D en
liquido amniético (LAZEBNIK y cols., 1983). Asimismo, se bha

descrito la presencia de vitamina A en el liquido amniético, y el

aumento de su concentracién, tanto en dichc medio como en suero

maternc, se ha relacionado con alteraciones del tubo neural fetal
(PARKINSOF y cols., 1982),

3.2,10, ENZIMAS

Numerosas enzimas han sido detectadas en liquido ammiético
desde hace 40 afios hasta ahora, pero no resulta interesante
describirlas aqui. Tan sélo, destacar que, aunque al principio no
se le encontré significacién clinica a su determinacién,
actualmente ésta tieme un enorme interés en cuanto al desarrollo
fetal y la interaccién del feto con su ambiente. Es atil para
establecer la madurez y el riesgo fetal y para el diagnéstico

prenatal de algunos errcres innatos del metabolismo.

3.3. HORMONAS EN EL LIQUIDO AMNIOTICO

3.3.1, ESTROGENOS

Segun BOLOGNESE y cols. (1971), la concentracién de estriol
total en liquido ammniético varia desde menos de 20 pg/l a las 24
cemanas, hasta un promedio de 979 ug/l encontrados al término del
embarazo. Asimsimo, BOLOGEESE y cols. (1971) describieron un
incremento rapido en el estriol total y en los estrégenos totales
en el ultimo trimestre, aunque DO tan rapido como en la excrecién
urinaria de estriol.

Por otra parte, se han descrito asociaciones entre niveles
bajos de estriol ¥y distintos tipos de patologia, tales como
anencefalia, crecimiento iptrauterino retardado, e incluso, se ha
tratato de relacionar con la ceveridad de la eritroblastosis fetal.
También se ba correlacionado, tanto los niveles de estrégenos en
sangre como los de estriol en orina, con el indice
lecitina/esfingomielina (L/S) (KAY y HOBBIES, 1984), que cOmO

veremos después, €s ud {ndice de la madurez pulmonar fetal.




3.3,.2, OTROS ESTEROIDES

Se han descrito otros muchos esteroides en liquido amniético,
pero quizés 1los principales sean los C-21 esteroides neutros, el
cortisol y la testosterona.

En cuanto a los primeros, se han encontrado ni.- .es elevados
de glucurdonido de pregnandiol en embarazos post-término, y esta
elevacién podria explicar la actividad local de progesterona
aumentada que previene el parto. FRASIER y cols. (1975) mostraron
niveles elevados de 17-alfa-hidroxiprogestercna antes de la semana
30, pero no después, en un embarazo asociado con una hiperplasia
adrenai deficiente en 21-hidroxilasa fetal, er comparacién a 13
pacientes control estudiados entre las semanas 24 y 38, en los que
las concentraciones variaban desde 140 hasta 310 ng/100ml.

Por otra parte, MURPHY (1975) encontré que los niveles de
cortisol ascendian desde 5 a 10 ng/ml hasta una media de 22 ng/ml
en la semana previa al final del embarazo. También, encontré uaa
buena correlacion con los niveles en el cordén umbilical, y en
algunos casos de isoinmunizacién Kh severa estudiados, noté um
ascenso en el cortisol justo antes de la muerte fetal.

En cuanto a la testosterona, MEAN y cols. (1981) encoatraron
variaciones en su nivel en liquido amniéticc entre ambos sexos, lo
cual, seria de gran interés en un futuro prézimo para detectar

ciertos errores metabélicos ligados al sexo con cierta antelacién.

3,3.3, GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (HC6)

CROSIGHANI y cols. (1971) mostraron que el suero del cordén
fetal contiene alrededor del 0,22% (0,027 Ul/ml) del contenido en
HCG del suero materno (12,1 Ul/ml), mientras el liquido ammiético
contiene el 2,4% (0,34 Ul/ml).

También CROSIGHANI y cols. (1971) encontraron que el suero
materno y el liquido amniotico de madres de un feto macho contenia
mas HCG que cuando portaban fetos hembra (0,30 UI/ml frente a 0,049
UI/ml). AdemAs, encontraron que en lia sensibilizacién Rh severa se

producia una elevacién mayor de los valores de HCG en liquido

amnistico que la observada al medir otra hormona protéica, el

lactégeno placentario humana.




3.3.4, LACTOGEND PLACENTARIO HUMANO (HPL)

JOSINOVICH y cols. (1978) mostraron que habia un paralelismo
entre las concentraciones de HPL en el liquido amniético y los
valores en suero de madres portadoras de fetos con diverso grado de
afectacion de eritroblastosis fetal,

Los estudios "in vivo" e "in vitro" favorecen la hipotesis que
afirma que el HPL procede de la vascularizacién uterina materna por
difusién a través de las membranas fetales y que el nivel en el
liquido es mantenido normalmente por debajo de 1/8 del encontrado
en suero materno (JOSINOVICH y cols., 1978), por degradacién en el
propio liquido o en el feto. Este probable equiiibrio entre el
licuido y el suero materno contrasta con el de la gonadotrofina
coriénica, que parece correlacionarse mhs estrechamente con los

niveles en suero fetal.

3,3.5, FROLACTINA HIPOFISARIA

Parece ser que mjeres embarazadas, con hipertensién moderada
o severa on el ultimo trimestre, tienen niveles de prolaciina
humana en suern y en liquido ammiético mAs bajos que los de
embarazadas normales (JOSINOVICH, 1977), pero a pesar de esto, la
importancia del nivel de prolactina amniética todavia no ha sido
establecida en €. humano.

Recientes estudios (AFDERSEN y VEBER, 1985) ban demostrado
una correlacién entre los niveles de sodio y cloro y la
concentracién de prolactina en liquido amniético, a lo largo de la
gestacién. Segin estos autores, las concentraciones de sodio y
cloro ipfluirfan directa e indirectamente en la sintesis de
prolactina por parte de la decidua, habiéndose demostrado ®“in
vitro® que la prolactina reduce el transporte de agua entre la cara

fetal y la materna de la pegbrana amniética humana. Por tanto, la

prolactina tenderia a mantener la osmolaridad y la cantidad de

liquido amniético. Sin embargo, es dificil imaginar como las
células de la decidua, embebidas por el ambiente iénico y osmotico
materno, pueden recibir un pensaje de osmolaridad o concentracion

{énica alterada a través de las membranas fetales y el corionm.




3.3,6, HORMONAS TIROIDEAS (Ta Y Ta)
TIROTROPINA HIPOFISARIA (TSH)

CHOPRA y CRANDALL (1975) encontraron niveles crecientes de Ta
(160-1000 ng/ml) entre las cemanas 15 y 42 de gestacién. En
contraste con lo anterior, la Ts descendia desde aproximadamente
350 ng/100ml hasta 100 ng/100ml al término del embarazo.
Posteriormente, se ha determinado 1la presencia de hormona
estimulante del tiroides (7SH) en liquido amniético (KOURIDES y
cols., 1982).

La determinacién de Ts, esencialmente producida por el feto,
podria detectar la presencia de fetos atiroideos en casos en los
que la madre tuviera previamente fetos similares. Sin embargo, ne
se ha encontrado relacién clinica con los niveles de estas hormonas
y ba sido demostrado que las concentraciones en liquido ammiético
de Ta, Ta y TSHE no determinaban el estado del tiroides fetal en

embarazos complicados por alteraciones tiroideas maternas.

3.3.7. INSULINA

Pequefias cantidades de insulina inmunorreactiva, con una
concentracién aproximada de 1/8 de la encontrada en suero maternmo,
han sido detectadas en liquido amniético humano (SPELLACY y cols.,
1973). También encontraron una correlacién entre los niveles de
insulina en liquido ammiético a término y el peso del reciénm

nacido.

3,3.8, FACTORES LIBERADORES HIPOTALANMICOS

MITHICK y cols. (1974) han referido la presencia de cantidades
considerables de factor liberador de tirotropina (TRH) y de
gonadotropina (LRH) en 1liquido amniético humazo. También han

referido su capacidad para fijarse em membranas coricamnisoticas.

3.3.9, CATECOLAMINAS Y RENINA
ZUSPAF y cols. (1974) Dhan identificado epineirina y

norepinefrina en liquido amniético humano y han discutido la

posibilidad de que estas sustancias sean excretadas por los rifiones

fetales, quizds como resultado de la respuesta del nervio

esplacnico y la médula adrepal al stress.
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También se han referido niveles de renina en liquido ammiético

cuatro o cinco veces superiores a los del suero materno (BROVN y
cols., 1964).

3.4, PROSTAGLANDINAS Y OTRAS SUSTANCIAS
OXITOTOCICAS

3.4,1, PROSTAGLANDINAS (P@)

Tanto la sintesis como la degradacién de prostaglandinas no
tienen lugar en el liquido amniético. La incubacién "in vitro® conm
un precursor de prostaglandinas, el &cido dihomo-gamma-linolénico,
no determina un incremento en los niveles de las mismas. De igual
forma, la incubacién de liquido amniético con PG Fza marcada, no
muestra su inactivaciéon (KEIRSE y TURNBULL, 1976). Se puede asumir
que las prostaglandinas encontradas en 1liquido amniético se
originan a partir de las estructuras circundantes, principalmente
de las membranas fetales, decidua y, posiblemente en menor
extension, a partir del miometrio. Las prostaglandinas de origen
decidual ~» miometrial, las cuales difunden hacia la cavidad
amniética, son probablemente degradadas durante su paso a través
del corion (que es rico en 15-OH-prostaglandin-dehidrogenasa) y
alcanzan el liquido amniético, principalmente, en forma de 15-ceto-
derivados. Por contra, las prostaglandinas de origen coriénico, las
cuales han escapado a la inactivacién en su sitio de produccién,
difundirian inalteradas a través del ammios, que tienme uma
capacidad metabolica muy baja (KEIRSE y TURNBULL, 1976).

A pesar de que cree que su sintesis no tieme lugar en el
liquido ammistico, se ha demostrado que éste inhide la sintesis de
prostaglandinas, y que esta inhibicién se reduce acusadamente
cuando se utiliza liquido amniético obtenido durante el parto
(SAEED y cols., 1982).

SINGH y ZUSPAN (1974) midieron por densitometria los niveles
de las principales prostaglandinas en liquido amniético. Entre las
cemanas 24 y 36 de embarazo, los niveles permanecian constantes,

siendo éstos de 1,5 a 2,0 ng/mi para la PG Fia, 4,5 2 4,7 ng/ml

para la PG Fas, 1,0 2 1,2 ng/ml para la PG E. y 0,25 a 0,3 ng/ml
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para la PG Ez. Durante el parto, los niveles estaban muy
incrementados, siendo de 12,0 ng/ml para la PG Fia, 300 ng/ml para
la PG Fza, 1,8 ng/ml para la PG E\ y 1,7 ng/ml para la PG E..

Asimismo, TAMBY-RAJA y cols. (1976), usando como ténica el
radioinmunoensayo, observaron un incremento lineal en los niveles
de PG F y PG E entre las semanas 36 y 40 de embarazo. Asi, la PG F
aumentaba desde 58 * 5,8 pg/ml hasta 4277 t 1469 pg/ml, mientras
que la PG E lo hacia desde 0,46 * 0,024 ng/ml hasta 4,26 + 1,02
ng/ml.

El Acido araquidénico, que es um precursor obligado en la
sintesis de prostaglandinas, también sufre un drastico incremento
en su concentracién en liquido ammiético tras establecerse la
actividad de parto. Antes de éste, el nivel es de 68 + 50 ng/ml y,
tras éste, el nivel aumenta hasta 560 * 50 ng/ml (NcDONALD y cols.,
1974). Este incremento es 3 a 4 veces mayor que el encontrado para
otros A&cidos grasos, indicando, probablemente, que el A&cido
araquidénico es iiberado preferentemente en la instauracién del

parto o justamente antes del comienzo del mismo.

3.4,2, POLIPEPTIDOS: OXITOCINA, VASOPRESINA Y
BRADIQUININA

SEFPALA y cols. (1972) determinaron por radioinmunoensayo el
contenido en oxitocina del liquido amniético durante 1a ultima fase
del embarazo. Previamente a la instauracién del parto, dicho
contenido variaba entre 150 y 800 pg/ml, con un valor medio de 275
pg/ml o 138 uU/ml. Durante el parto, aumentaba hasta 110 a 1600
pg/ml, con valor medio de 695 pg/ml o 350 uU/ml. El liquida
amniético contaminado con meconio conteria mayor cantidad de
oxitocina (1000 a 14000 pg/ml & 500 a 7000 pU/ml), encontréadose
los valores mAs altos en las muestras mAs contaminadas. Fstos
mismos autores insinuaron que la expulsién de meconio en el liquido

amniético podria representar, posiblemente, unm mecanismo defensivo

por el cual el feto, sujeto al stress intrauteriro, podria iniciar

o acelerar su prepio parto.
A pesar de que se han encontrado niveles altos de vasopresina

(ADH) circulante en el feto durante el parto, no se disponen de
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estudios de ADH en 1liquido anmniético, pero la actividad
oxitocinasa-vasopresinasa encontrada en el mismo a término es muy
baja (ROSENBLOOM y cols., 1973).

DEIHAYE y cols. (1972) demostraron la presencia de
bradiquininégeno en liquido amniético. Entre las semanas 10 y 22 de
gestacién, el contenido en bradiquininégeno correspondia a 1,5-200
ng/ml de bradiquinina (valor medio de 70 ng/ml). A término, antes o
Justo después de instaurarse el parto, el contenido era menor y
correspondia a 1-45 ng/ml de bradiquinina (valor medio de 10
ng/ml). El liquido amniético bumano poseia también actividad
quininasa, 1la cual, era mucho mAs pronunciada a comienzo del
embarazo que a término.

3.4.3, HISTAMINA
Grandes cantidades de histamina son producidas por el feto
durante el tercer trimestie de embarazo. Se ha sugerido que la

histamina de crigen fetal regula el flujo sanguineo e intercambio a

través de la placeata por medio de su accién sobre las arteriolas

placentarias fetales. Asimismo, se han encontrado altos niveles de
diamino-oxidasa en la placenta y en plasma materno. lsta enzima
protege el organismo materno de los efectos de la histamina fetal
(FUCHS, 1971).

También se ha determinado la concentracién de histamina en
liquido amniético, comprobando que ésta era mayor en pacientes con
insuficiencia placentaria (592 % 171 ng/ml) que en controles
normales (243 + 112 ng/ml). EBn casos de muerte intrauterina

prolongada, los niveles eran muy altos (1325 ng/ml).

3.4,4, SEROTONINA
La placenta es extremadapente rica emn monoaminooxidasa (NAD),

uta enzima que inactiva la serotoniaa materna Y cataecolaminas,
protegiendo al feto de sus efectos. BEsto es particularmente
importante, ya que 108 vasoS umbilicales son extremadamente
sensibles a la accién vasoconstrictora de la serotonina {FUCHS,
1971). También se puede detectar la actividad aminooxidasa en
liquido amniéticn, el cual, incluso durante el parto, contiene sélo

cantidades minimas (0 a 0,83 pg/ml) de serotonina.




3.5, LIPIDOS EN EL LIQUIDO AMNIOQOTICO

La composicién lipidica del liquido amniético tienme un enorme
interés clinico, ya que el surfactante pulmonar estd formado, en su
mayor perte, pcr fosfolipidos, y dentro de éstos, es la lecitina 1la
que ocup» un parcentaje mAs alto.

GLUCK ; :ols. (1971) comprobaron que se producis una oleada de
lec: .ina en el liquido amniéticeo, cuando el felo llegaba a ser
madurc desde el puato de vista de la funcién respirator.a. Ademés,
esta elevacion reflejaba un cambio en el metabolismo de la lecitina
en el puimén fetal, al producir una molécula con mayor actividad
supcrficial (dipalmitoil-lecitina).

Deside entonces, se han intensificado las investigaciones sobre
lipidos en liquido ammiético, tratando de correlacionarlas con la
evoluciéon de la madurez pulmonar fetal. Aunque para nOsSOLros no
resulta de interés el estudio del surfactante pulmonar, si es
interesante profundizar algo en la composicién lipidica del liquido

amniétlico.

3.5.1, ESTUDIOS CUANTITATIVOS DE LIPIDOS EN EL
LIQUIDD AMNIOTICO

Estudios pralimipares llevados a cabo por HELNY y HACK (19€2),
depostraron diferencias entre los lipidos en sangre materna y del
cordén y lou del liquido amriético. Estos auvtores atribuyeron un
nrigen mix“o a lcs lipidos del liquido amniético. Sz pensé que los
munngiicéri?os, Zlicolipidos, y posiblemente la lecitina, estaban
producidos por el epitelio amniético. In particular, observaron que
1z concentracién de lecitina era mucho mayor en liquido ammiético
cue en plasma.

Posteriormente, BIEZENSKI y cols. (1968) investigaron la
presencia de lipidos en liquido ammiético. Realizaron uma
extraccién lipidica utilizando una mezcla de cloroformo:etanol. La
concentracién de fosfolipidos totales se calculé determinando el
fésforo 1lipidico Yy multiplicando est. cifra por um factor de
corraccién de 25. Los distintos fosfolipidos fueron separados e

idcatificados por cromntografia cn capa fina (TLC). Los lipidos nc

pclares fueron identificados después de una cromatografia en capa
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fina bidimensional. Después de revelar la cromatografia con acido

sulfuricc concentrado, las manchas individuales §e ensayaron

respecto a estandares por transmision densitométrica. El valor
total de lipidos no polares fue calculado por la adicién de los
valores individuales de los picos de Area y los valores de lipidos
totales calculados al afiadir la concentracién total ‘e lipidos no
polares y la concentracién total de fosfolipidos.

Estos autores encontraron que habia un pequefic incremento en
la concentracién de lipidos totales en liquido amniético entr- 1la
semana 26 y el final del embarazo (12,6 a 15,38 mg/100ml) ¥y que, en
su mayoria, se devia a un incremento de fosfolipidos (3,15 a 5,19
mg/100ml). La concenracién de lipidos no polares permanecia
relativamente constante.

El componente principal de la fraccién de fosfolipidos era la
lecitina (también llamada fosfatidilcolina), la cual correspondia
al 65% de los fosfolipidos totales a término. Dentro de los 1lipidos
no polares, los monoglicéridos, diglicéridce, Acidos grasos libres
y esteres de colesterol, permanecian relativamente constantes a lo
largo del embarazo. El colesterol libre mostré uma ligera caida,
mientras que se incrementaban los triglicéridos.

Estos estudios se llevaron a cabo en sobrenadante de liquido
amniotico, después de centrifugar éste. El analisis del sedimento
mostré que en su mayoria estaba formade por lipidos .o polares, y
sé6lo aproximadamente un 7% del mismo, correspondia a fosfolipidos,
mientras que en el sobrenadante, los fosfolipidos ocupaban 1/3
parte de los lipidos totales.

Estos mismos autores investigaron la distribucién de lipidos
polares y no polares en plasma fetal, plasma materno, placenta,
vernix y en el sedimento de liquido amniético tras su
centrifugacién. En cada caso, el perfil de 1los lipidos
constituyentes diferia marcadamente de aquellos del 1liquido
amniético y, por tanto, ninguna de las anteriores era fuente
principal de los lipidos de dicho liquido. Asimismo, estos autores
comentaron la posible asociacién entre e) incremento de
fosfolipidos en liquido ammiético y la secrecién por el Arbol

traqueobronquial de lipoproteinas ricas en fosfolipidos.
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.Y - #As tarde, NELSOF (1969) analizé la composiciin lipidica en

ligdidos amnisticos centrifugados y en liquidos sin centrifugar,
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peru: /I:gmgeneizados. Los fosfclipidos ifueron separados por
cromatografia en capa fina (TLC) e identificados ep el cromatograma
per su valor,de Rf. Asimsimo, se cuantificé el Iésforo del silice
gel del craémtogram. La concentracién de lipidos totales en
liquido amniético no centrifugado y homogeneizado a término fue de
63,7 mg/io0ml (x 21,4 SD). EBn las muestras centrifugadas, la
concentracién total de lipidos fue sélo de 59,6 mg/100ml (x 25,0
SD). Los fosfolipidos ocuparon aproximadamente el 25% de los
lipidos totales (un porcentaje algo méAs bajo que el encontrado por
BIECENSKI). La lecitina, sin embargo, aparecis de nuevo como el
componente principal de la fraccién fosfolipidica, constituyendo
alrededor del 66% de los fosfolipidos totales a téraino.

Los resultados de NELSON (1969), estaban de acuerdo con los de
SVENDSES y GRUNDT (1966), quienes habian deterninado una
concentracion de lipidos totales en liquido amniético de 59
mg/100ml. Estos autores utilizarcn como solvente una mezcla 2:1 de
cloroformo: metanol, y la técnica diferia de la utilizada por
BIEZENSKI y cols. (1968). Por ello, obtemian distintos valores de
lipidos y fosfolipidos totales, aunque la proporcién de lecitina en
la fraccisen fosfolipidica era similar. En ambos casos, los
fosfolipidos kabian sido calculados por determinacién del fésforo
lipidico y multiplicando por un factor de correccién de 25.

GUSDEN y VAITE (1972) demostraron yue la lecitina y otros
fosfolipidos son hidrolizados por Alcalis, mientras que la
esfingomielina no lo es. Estimando el fésforo de los fosfolipidos,
antes y después de la hidrélisis, determinaron la proporcién de
esfingomielina y de fosfolipidos en liquido amniético a lo largo de
la gestaciéon. Demostraron un incremento general en la concetracién
media de fosfolipidos, mientras que habia una disminucion de los
fosfolipidos no hidrosolubles (esfingumielina). Estos autores, al
igual que BIEZENSKI vy cols. (1968), obtuvieron unos valores de
fosfolipidos totales inferiores a los obtenidos por otros
investigadores. Estr podria deberse a que, aparte de que el liquido

habia sido centrifugado, las muestiras habian sido filtradas a
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través de un filtro de papel de 0,22 um Bsto fue ratificado
posteriormente por VAGSTAFF y cols. (1974), quienes demostraron que
tanto la centrifugacién como la filtracién reducen las cantidades
de fosfolipidos en liquido ammniético. Esta pérdida se debe, sobre
todo, a lecitina, resultando menos afectada 1la esfingomielina,
acentudndose mAs la diferencia entre estos dos fosfolipidos en
estadios mhs avanzados de la gestacién.

ARVIDSON y cols. (1872) comprobaron que entre el primer
trimestre y el final del embarazo bhabia un incremento del doble en
la concentracién de fosfolipidos. Mientras inicialmente la lecitina
ocnosba entre 28 y 51% del total de fosfolipidos, al término del
embarazo esta proporcién se habia incrementado hasta 50 y 79%. La
proporcién de esfingomielina, sin embargo, descendia desde 29-51%
hasta 25-46%. La determinacion del fosforo de los fosfolipidos
totales en liquido amniético a término fue de 0,142 mg/100ml. Por
aplicacién de un factor de conversién de 25, como utilizaban la
rayoria de los autores para convertir mg de fésforo de fosfolipidos
a mg de fosfolipidos, la cantidad de es’os en liquido amniético
seria de 3,5 mg/100ml.

BIEZENSKI, en un trabajo posterior (1973), volvié a obtener,
ai 1igual que el autor anterior, unos valores de fosfolipidos
totales inferiores a los de otros investigadores, lo que confirma
que la diferente manipulacién del liquido ammiético, previa a su
anaAlisis, puede modificar los resultados. BIEZENSK]I demostré que
los fosfolipidos totales sufrian un incremento lineal desde 2,1
mg/100ml a las 15-19 semanas, hasta 5,2 mg/100ml al término del
embarazo. La concentracién de lecitina se incrementaba desde 0,44
m¢/100ml al comienzo de la gestaciém, hasta 2,92 mg/100ml a
tArmino. En cambio, la concentracién de esfingomielina descendia
desde 1,07 mg/100ml hasta 0,35 mg/100ml.

De todas estas ipvestigaciones se puede deducir que la
fraccién 1lipidica del liquido ammiético mejor estudiada es la
fosfolipidica, como constituyente del surfactante pulmonar fetal.
Dentro de 1los fosfolipidos, destacan la lecitina ¥y la
esfingomielina como integrantes principales, pero hay también otros

fosfolipidos menores, como la fosfatidil-etanolamina, el
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fosfatidil-inositol, la fosfatidil-serina y el fosfatidil-giicerol.
Este altimo sélo se encuentra presente en liquido amniético en la

Gltima fase de la gestacién, cuando el pulmon fetal estd totalmente
maduro.

3.5.2, FOSFOLIPIDOS MAYORES

Los fosfolipidos son ésteres de Acidos grasos y Acido
fosférico con un alcokol, Al que se le puede afladir después una
base (Bj: colina). Segin el alcohcl que esté esterificado, podemos
distinguir entre gliceroinsfolipidos (el alcohol es el glicerol) y
esfingofosfolipidos (el alcohol es le esfingosina).

En el caso de la lecitina (que es un glicerofosfolipido), si
los grupos hidroxilos en C. y Cz del glicerol estan esterificados
con é&clidos grasos, resulta un diglicérido. La incerporacién de
fosfato, en forma de Acido fosférico, determinaria la formacién de
&cido fosfatidico, y por altimo, la incorporacién de una base
organica (en este caso la colina) a esa molécula, daria lugar a
fosfatidil-colina o lecitina. La molécula de lecitina varia segun
los &cidos grasus esterificados a los carbonos Ci y Cz. Al comienzo
del embarazo, la lecitina del liquido amniético es rica emn Acido
palmitico en Cy, pero tiende a tener otros Acidos grasos en Cz,
como Acido miristico o &cido esteArico. Conforme se incrementa la
madurez pulmonar, por un cambio en el metabolismo de los
fosfolipidos, el Acido grasn en C, sigue siendo &cido palmitico,
pero también lo es en Cz, resultando un incremento en la proporcién
de dipalmitoil-lecitina.

Segin GLUCK y cols. (1972), existen dos mecanismos separados
en la biosintesis de lecitina por el pulmén fetal humano. Uno seria
la sintesis de dipalmitoil-liecitina (1-palmitico:2-palmitico) por
incorporacién de CDP-colina a un diglicérido, y ésta es la via
principal responsable de la disminucién de la tension superficial

en el alveslo fetal a término. La segunda via o mecanismo no

incorpora colina, y tendria lugar por la metilacién de fosfatidil-

etanolamina para formar 1-palmitico:2-miristico lecitina. Este
mecanismo seria previo al anterior y seria sustituido por el nismo
en la altima fase de la gestacison. Asimismo, el segundo secanismo
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podria ser inhibido por alguros factoresz ~oms hipotermia, hipoxia y
acidosis. No obstante, HALLMAN y GLUCK (1974) afirmaron Jue no era
segura la existencia del mecanismo de produccién de lecitina por
metilacién de la fosfatidil-etanolamina, ya que la fosfatidil-
dimetil-etanolamina podria confundirse con fosfatidil-glicerol en
el cromatograma.

La esfingomielina contiene también un Atomo de fésforo y un
grupo colina, pero al contrario que la lecitina, el alcohol es 1la
esfingosina, siendo por tanto un esfingofosfolipido.

El hecho de quc la esfingomielina se mantenga constante o
disminuya suavemente a lo largo del embarazo, tieme un enorme
interés a 'a hora de determinar el surfactante pulmonar en liquido
ammiético. 81 éste es determinado sélo por la cantidad de lecitina,
que es su componente principal, el volumen de liquido ammiético
influiria en los resultados. Por ello, GLUCK y cols. (1971)
eligieron usar la esfingomielina como componente de referencia,
afirmando que el indice lecitina/esfingomielina se correlacionaba
perfectamente con el surfactante pulmonar, obviando de esta manera
los errores debidos a la fluctuacién del volumen del liquido
amnisético.

Sin embargo, el indice lecitina/esfingomielina puede estar
también sometido a variaciones. En primer iugar, hay que temer en
cuenta que las proporciones de lecitina y esfingomielina varian a
lo largo del embarazo, y mientras la esfingomielina es el
fosfolipido principal durante la primera mitad de gestacién, la
lecitina aumenta conforme avanza ésta hasta ser el fosfolipido
principal a término. Normalmente, a esta edad de gestacién, un
indice lecitina/esfingomielina superior o igual a 2 se considera
indicativo de madurez pulmonar fetal.

Hay que destacar también, que las coacentraciones absolutas de
un mismo fosfolipido, obtenidas por autores diferentes, pueden
variar considerablemente. Esto puede deberse, aparte de la

diferente manipulacién inicial del liquido amniético, a la técnica

de separacién cromatografica, solvente utilizado y a la forma de

correlacionar las manchas cromatograficas de cada fosfolipido con
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la cantidad de 1los mismos (planimetria, densitometria
determinacion del fésforo inorganicar.

(o]

Como ejemplo de esto, tenemos la determinacién de lecitina en
liquido amniético. BHAGYANANI y cols. (1972) demostraron que la

concentracion de lecitina variaba desde 2,0 mg/100ml entre las

semanas 14 y 22 de embarazo, hasta 4,0 mg/100ml entre las semanas

34 y 36, y 12,0 mg/100ml a término. Sin embargo, BIEZENSKI (1973),
como veiamos antes, determiné concentraciones entre 0,44 mg/100ml
en el embarazo temprano y 2,92 mg/i00ml al final del mismo. Se
puede ver claramente que las concentraciones obtenidas variaban
considerablemente.

También comentAbamos antes, que la centrifugzacién y filtracién
de muestras de liquido amniético determinan uma reduccién de los
fosfolipidos en el  mismo. Ademds, esta reduccién no es
proporcional, sino que se reduce selectivamente 1. proporcién de
lecitina comparativamente con la esfingomielina (VAGSTAFF y cols.,
1974), y asi, un indice lecitina/esfingomielina menor a 2 puede
inducirnos a pensar en inmadurez cuando ya el feto es maduro desde
el punto de vista respiratoric. Asimismo, la contaminacién del
liquido con sangre puede elevar dicho indice, y asi lo demostraron
VAGSTAFF y cols. (1374), quienes convirtieron un indice inmaduro en
maduro afiadiendo sangre total materna o fetal al liquido amnistico,
ya que la lecitima procedente de dicha sangre eleva la cantidad
total de lecitina.

Por otra parte, se produce un considerable aumento en dicho
indice con cantidades crecientes de meconio en liquido ammiético.
Esto resulta de gran interés, ya que cantidades de meconio en
liquido amniético de hasta 0,57 g/100ml no son apreciables a simple
vista (VAGSTAFF y cols., 1974).

Estos mismos autores demostraron que la conservacién del
liquido sin centrifugar o a temperatura ambiente, bhasta su
analisis, reducian considerablemente la produccién de lecitina
respecto a la de esfingomielina. Como ejemplo de esto, a las 48
horas de su conservacién a temperatura ambiente, los valores de
lecitina eran de hasta un 26 a 37% penores que los valores

iniciales, mientras que la esfingomielina dismipuia en un 23%.
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Resulta imprescindible, por tanto, tener en cuenta todas estas
variatles a la hora de determinar el indice lecitina/esfingomielina

0 la concentracién absoluta de uno de los dos en liquido amnistico.

3.5,3, FOSFOLIPIDOS MENORES

Como su propio nombre indica, tienmen mucha menos importancia
que los fosfolipidos mayores y hay menor niumero de estudios
realizados acerca de ellos. Como deciamos antes, distinguimos
dentro de 1leos fosfolipildos menores al fosfatidil-inositol,
fosfatidil-etanolamina, fosfatidil-serina y fosfatidil-glicerol.

En la sintesis de estos fosfolipldos menores existe una
competencia entre el fosfatidil-glicerol y el fosfatidil-inositol.
Esto podria conducir a una falta del primero, el cual es un
surfactante esencial al final del embarazo. Sin embargo, el
organismo obvia este inconveniente disminuyendo la produccién de
inositol, con lo cual aumenta la sintesis de fosfatidil-glicerol y
disminuye la de fosfatidil-inositol en ias proporcioues adecuadas

para que el pulmén fetal madure.

3.5,4, ACIDOS GRASOS Y OTROS LIPIDOS

El hecho de que no exista una técnica efectiva de separacién
de una lecitina de composicién especifica de una mezcla de
lecitinas, ha desviado la atencién hacia la determinacién de a&cldos
grasos derivados de extractos lipidicos de liquido amniético.

El Acido graso principal en liquido ammiético es el acido
palmitico, y los resultados de su determinacién pueden expresarse
de diversas formas. Cuando los &cidos grasos derivanm de 1la
lecitina, previamente separada de un extracto lipidico por
cromatografia en capa fina, los resultados se expresan como el
porcentaje de é&cido palmitico respecto a la cantidad total de
fcidos grasos derivados de la hidrélisis de lecitina. ARVIDSON y
cols. (1972) encontraron niveles entre un 64 y 84% de A&cido
palmitico en lecitina de liquido amniético a término. Cuando se
consideran Acidos grasos derivados de un extracto lipidico total,
los resultados pueden ser expresados tambiéu COmO porcentaje de

palmitato. SCHIRAR 'y cols. (1975) encontraron en liquidss

amniéticos de mAs de 36 semanas un porcentaje de acido palmitico
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mayor al 40%, respecto al total de Acidos grasos, con un valor
medio de un 51% a término.

Como la proporcién de &cido palmitico se correlaciona con la
lecitina activa en superficie, la determinacién del mismo, por
alguna de las formas antericres, puede servir también como indice
de maduracién pulmonar fetal. Asimismo, puede utilizarse el indice
entrea el Acido palmitico y otro Acido graso (indice Acido
palmitico/&cido esteArico) para evitar los errores por fluctuacién
del volumen del liquido amniético, como ocurre con el indice
lecitina/ esfingomielina. El indice Acido palmitico/Acido estearico
se correlaciona bastante bien con el desarrollo pulmonar neonatal
(SCHIRAR y cols., 1979, y un indice mayor a 3,5 indica la
presencia de lecitina con una configuracién madura,
predominantemente. Por tanto, esta cifra, asi como un indice
lecitina/esfingomielina mayor a 2, son indicativos de madurez
pulmonar fetal al término del embarazo.

Dentro de los otros lipidos presentes en liquido amniético
destacan las prostaglandinss y el Acido araquidénico (precursor de
las anteriores), que han sido comentados al hablar de agentes
pxitotécicos.

En cuanto a los glicoesfingolipidos, dentro de los cuales se
incluyen los gangliésidos, su proporcién en liquido ammiatico
parece ser muy baja si se comparan con los fosfolipidos, los
cuales, como blkemos visto anteriormente, son los componentes

lipidicos principales de dicho fluido.

4 . INMUNOLOGIA FETAL

El embarazo <2 puede considerar como un trasplante

semialogénico, ya que la madre y el feto difieren en un haplotipo

en relacién a sus antigenos de histocompatibilidad (HLA). Esta
diferencia, que en la mayoria de los trasplantes clinicos es
suficiente para inducir rechazo, no determina este fenémeno en el
embarazo. Efectivamente, el feto no es rechazado por la madre como

un injerto, aunque exprese antigenos derivados del padre y algunos
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otros antigenos frente a los que el sistema inmune materno puede
reaccionar (FAULK y cols., 1979; JENKIESON y OVEN, 1980; SUNDERLAND
y cols., 1981; CHATTERJEE-HASROUNI y cols., 1983; JOHNSON y MOLLOY,
1983).

Los mecanismos que impiden dicho rechazo no se comocen con
exactitud, pero se ban apuntado diversas posibilidades. Algunos
autores lo bhan atribuido a una alteracién en las subpoblaciones
linfocitarias en sangre materna (VANDERBEEKEN y cols., 1982). Asi
mismo, se ha considerado que algunas hormonas producidas por la
placenta pueden tener propiedades inmunomoduladoras (STITES y
SIITERI, 1983; CLEMENTS y cols., 1985). Las células del
trofoblasto, interpuestas entre la sangre materna y la circulacion
fetal, han sido involucradas también en el mantenimiento del
embarazo, bier por la baja expresién de antigenos Ce
histocompatibilidad (LALA y cols., 1983) o por la produccién de
factores humorales por las mismas (NcINTYRE y FAULK, 1979; CHAOUAT
y cols., 1980; HAMAOKA, 19¢3). También se ba sugerido el paso de
células T supresoras desde el feto a la madre a través de la
placenta (JACOBY y OLDSTONE, 1983).

Todas estas variaciones determinan una modulacién negativa de
la respuesta inmune de la madre que protege al feto de la agresién
por parte de ésta.

Por tanto, parece claro que el desarrollo de la
inmunocompetencia fetal va a jugar um papel importante en el

mantenimiento del embarazo.

4.1, DESARROLLO DE LA INMUNOCOMPETENCIA
FETAL
E1 feto fue considerado inmunolégicamente incompetente basta
los afios 50, en que se dieron a conocer los experimentos realizados
por SCHINKEL y FERGUSON (1953) en Australia, demostrando como fetos
de cordero podian rechazar aloinjertos de piel en utero.
1a inmunocompetencia humoral fetal frente a determinados

antigenos se origina precozmente, a pesar del escaso nimero de

células inmunocompetentes y de encontrarse inmaduros los 6rganos

iinfoides secundarios, habiéndose sugerido que las células
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respondedoras sean las células linfoides del higado fetal (ROCKLIN
y cols., 1979; KAYE, 1980), el cual, segiun algunos autores, seria
en los mamiferos el equivalente de la bolsa de Fabricius (OVEN y
cols., 1974).

En fetos de cordero, el aloinjerto de piel es rechazado tan
eficlentemente como en el adulto, a partir de la mitad de 1la
gestacién, lo que nos indica un sistema maduro de células T
(SILVERSTEIN, 1972).

Actualmente, se cree que una de las principales funciones del
timo es educar a las células precursoras de linfocitos T para
distinguir lo "propic" de lo "no propio" (LE DOUARIN y cols.,
1984) .

Algunos autores creen que la incapacidad de neonatos para
responder a algunos antigenos es el resultado de la supresién
producida por la Ig G materva, adquirida de forma natural y no por
un defecto del sistema inmune neonatal (JONES, 1976). No obstante,
otros autores piensan que esta falta de respuesta se debe a una
inmadurez de células T (ETLINGER y CHILLER, 1979), células B (CHENG
y cols., 1984) o macrofagos (HARDY y cols., 1973) y/o la presencia
de células supresoras o factores inmunosupresores.

La Ig G es 1la unica inmunoglobulipa materna que es
transportada al feto (VIRELA y cols., 1972). BEste transporte
selectivo es dependiente de la interaccién de la regioén Fc de la
molécula de Ig G con receptores Fcx (FcyR) enm células fetales
(VILD, 1976; SCHLAMOVITZ, 1976; KRAEHENBUHL y cols., 1979).

Existen diversas evidencias de que la mayoria de la Ig G es
transportada a través de las vellosidades placentarias, donde las
circulaciones fetal y materna est&n en aposicién directa (KING,
1982; CONTRACTOR y cols., 1983). Algunos autores han demostrado que
el irofoblasto de las vellosidades placentarias expresa FcxR (LIK,
1980; VOOD y cols., 1982). No obstante, parece ser que las
vellosidades placentarias contienen varios tipos celulares que
expresan FcyR con funciones distintas al transporte de Ig G
(JOHNSON y cols., 1976; VOOD y KING, 1981; ¥OOD y KING, 1982; WVOOD,

1983), por lo que el mecanismo preciso de este transporte no esta

bien conocido.
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Recientemente, STONE y cols. (1987) han demostrado 1la
habilidad de células del amnios humeno para ligar e internalizar Ig
G marcada con peroxidasa. Dichas células presentaban FcyR, y dichos
receptores exibian una afinidad y una especificidad exquisita por
monémeros de Ig G. Otras inmunoglobulinas marcadas no se fijabar a
las células del epitelio amniético. Los receptores FcyxR estaban
localizados tanto en la membrana apical como en la basal de dichas
células, por lo que las células amniéticas parecen participar en la
fijacién, internalizacién y excrecién de los monémeros de ig G.
Bstos experimentos de STONE y cols. parecen involucrar al epitelio
amniético como modelo de transporte de Ig G desde la madre basta el
feto.

Otro aspecto de la inmunocompetencia fetal es el desarrollo de
su antigenicidad.

~ Los carbohidratos antigénicos de los eritrocitos sanguineos
que componen el sistema ABO, se detectan desde la 5-6 semana de
gestacion, pero no alcanzan su madurez hasta los 2-4 afios de vida.
Estos antigenos estan presentes en todas las células somiticas y en
ciertas bacterias gramm-negativas intestinales, lo que explica la
presencia de iscaglutininas en nifios de 6 meses 0 mAs. Bstos hechos
también explican el que nifios primogénitos puedan ser afectados por
la inccmpatibilidad ABO y que el incrememto de la gravedad con
subsiguientes embarazos pueda no ocurrir, dado que los eritrocitos
fetales son pobremente inmunogénicos Yy las células somiticas
fetales compiten con los anteriores por la Ig G matarna anti-ABO
fetzl (ROCKLIN y cols., 1979).

En cuanto a los antigenos de histocompatibilidad, e bhan
descrito en ratones, aunque con resultados contradictorios,
antigenos H-2 en el estadio de morula y al inicio del estadio de
blastocisto (KRCO y GOLDBERG, 1977; HEYNER, 1980). Los antigenos de
histoconpatibilidad estan presentes en los eritrocitos de rata,
pero no en el hombre. Estos antigenos se cetectan en células
mononucleadas de sangre fetal humsna (ROSENTHAL y cols., 1983) y

anticuerpos frente a ellos se encuentran en el suero del 25% de

primigestas, aumentando la incidencia con embarazos sucesivos (VAN
DER WVERF, 1971; DOUGHTY y GELSTHORPE, 1974). El contacto materno
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con las células mononucleadas sanguineas fetales no es obligatorio
para la produccion de anticuerpos anti-HLA, pues se han encontrado

en suero materno después de embarazos molares (LAVLER y cols.,
1974).

4,2, RESPUESTA FETAL FRENTE A LGS
ANTIGENOS MATERNOS

Deciamos antes que la 1g G es la unica inmunoglobulina capaz
de atravesar la placernta, pero aparte de ella, la pueden atravesar
diversas sustancias, tales como virus, antigenos sintéticos, etc.
La posibilidad de que células maternas dirigidas frente al feto
atraviesen la placenta es actualmente admitida, ya que linfocitos
maternos pueden detectarse durante algin tiempo en recién nacidos
normales, como se evidencia por la presencia de linfocitos de
cariotipo 46XX en cultivos de células mononucleadas procedentes de
sangre de cordén de recién nacido macho (VALNOVSK y cols., 1969;
FEDOROVA, 1985). AdemAs, GEHA y REINHERZ (1983), demnstraron que
nifios con inmunodeficiencia combinada severa eran incapaces de
rechazar células B y T maternas transferidas via placentaria, y que
dichos linfocitos sobrevivian bastante tiempo en la circulacién del
nific.

La respuesta fetal frente a los antigenos anteriores va a
tener un gran componente inmunosupresor, es decir, el sistema
inmune fetzl responde a los antigenos, pero de una manera negativa.
Esto puede producirse de diversas formas, citando aqui sélo los
mecanismos mAs interesantes.

VAR TOL y cols, (1983) observaron cémo determinadas
concentraciones de antigenos, que actuaban sobre células
mononucleadas sanguineas del adulto, provocando un incremento en la
respuesta de células formadoras de placas (PFC), al actuar sobre el
mismo tipo de células, pero de recién nacidos, producian un
descenso en la respuesta de PFC, encontrando el mismo efecto que en
adultos con concentraciones menores de dichos antigenos. BEstos
autores demostraron que el descenso en la respuesta de PFC fue

debido a 1la generacién de células T supresoras antigeno-

especificas, sin aclarar si fue por un diferente procesamiento y/o
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presentacion del antigeno por los macréefugos o por propiedad
intrinseca de los linfocitos.

La interaccion directa de antigeno con células T en ausencia
de macrofagos Ia* puede induclr la generacién de células T
supresoras antigeno-especificas (PIERRES y GERNAIN, 1978).
Posteriormente a este hallazgo, se demostré cque macréfagos de
ratones recién nacidos no presentaban correctamente el antigeno,
correlaciondndose este defecto con el escaso numero de macréofagos
portadores de antigeno Ia (LU y cols., 1979, 1980; HNADLER y cols.,
1980). Recientemente, se ha podido comprobar que la a-fetoproteina,
prostaglaadinas y determinadas células supresoras, inhiben la
expresion de antigeno la en macrofagos de ratones (SNYDER y cols.,
1982; LU y cols., 1984).

Er bazo de ratones neonatos se detectaron diversas células con
actividad inmunosupresora (MOISIER y JOHNSON, 1978) y,
posteriormente, se demostré que timocitos de neonato conetitufan
una rica fuente de células supresoras en la siutesis de anticuerpos
por células adultas (MOISIER y cols., 1377). Estes autores
sugirieron la hipétesis de que células supresoras existentes entre
los timocitos corticales externos emigraban al bazo neonatal, donde
se detecta uma actividad inmunosupresora similar. Células
suprescras de bazo de ratén neonato, caracterizadas por anticuerpos
monoclonales como Thy 1* y Lyt 1*2-, inhiben la sintesis de
anticuerpos por linfocitos adultos. :

Existen diversas opinicnes acerca de la célula sobre la cual
actuarian estas células supresoras. Algunos autores, encuentran que
células T de neonatos pueden ejercer una actividad inhibidora sobre
células B que responden a antigenmos independientes de células T
(MDISIER y cols., 1977; HARDY y MOZER, 1976; DEKRUYFF y cols.,
19080). Sin embargo, la sintesis de anticuerpos T-dependientes es
bastante mAs sensible a la supresién por células de neonato o
fetales que 1la sintesis T-independi«nte (MURGITA y cols., 1978;

LUCKENBACH y cois., 1978).
En bazo de ratones neonato, pero no en timo, se detectan

células T supresoras que inhiben la reaccion injerto contra huésped

(SKOVRON-CENDRZAK y PTAK, 1976), reacc'ones de hipersensibilidad
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por contacto (PTAK y SKOVRUN-CENDRZAK, 1977), reaccién linfocitaria
mixta y la generacién de células citotéxicas en cultivo
linfocitario mixto (ARGYRIS, 1978).

El higado fetal es un elemento fundamental en el desarrollo de
la inmunocompetencia murina. Por ello, se investigé la existencia
en él de células inmunosupresoras. GLOBERSON y cols. (1975
demostraron en ratones que células procedentes de higados fetales o
de recién nacidos suprimian la reaccién linfocitaria mixta y la
generacion de lisis mediada por células. Estas células suorimen
también la generacién de linfocitos T citotéxicos dirigidos contra
sus propios antigenos (MURAOK* y KILLER, 1983).

Recirntemente, se ha 'visto en humanos que la estimulacién de
células procedentes de bhigados fetales, de 8-12 semanas, con
diferertes dosis de concanavalina A, generaba upa poblacién de
células capaces de suprimir el cultivo linfocitaric mixto. la
supresién sélo se produjo por células estimuladas por concanavalina
A (RABINOVICH y cols., 1983).

En humanos, a partir de sangre ce cordén de recién nacidos, se
han aislado células que inhiben 1la proliferacion (OLDING y
OLDSTONE, 1974, 1976) y la siutesis de anticuerpos (OLDSTONE y
cols., 1977) per los linfocitos maternos correspondientes. El
fenotiyn de las células T de sangre de cordén responsable de los
efectus anteriores es CD3*, CD4*, CD8~, y estos, para actuar, no
necesitan la presencia de células CD8" maternas (JACOBY y OLDSTONE,
1983).

El papel de las células CD.° en sangre de cordén es
controvertido. Algunos autores han encontrado actividad supresora
en dichas células si ha existido antes proliferacién como respuesta
a determinados estimulos (FAYVARD y MERRILL, 1981).

La actividad supresora de células mononucleadas de sangre de
cordén en recién nacidos, mediaa a través de la induccién de
células supresoras por concaruvalina A, se encuentra aumentada
respecto a adultos, segun algunos autores (POLEVA y TRUNOVA, 1985)
o disminuida segin otros (DVYER y JOHNSON, 1983).

También se han involucrado a células no-T =n el ambiente

{nmunosupresor fetal. Para la maycria de los autores, serian
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células de estirpe monocitica (HOOPER y MURGITA, 1980; PIGUET y

cols., 1981). Entre sus propiedades destacamos la capacidad de
inhibir la r2acién linfocitaria mixta (HOOPER y NURGITA, 1980) y la
inhibiciéon de la expresion de antigenos la en macréfagos, med: - nte
la liberacion de prostaglandinas (PIGUET y cols., 1981; SHNYDER y
cols., 1982). DVYER y JOHNSON (1983) democtraron en b anos que las
células T de cordén umbilical eran mhs resistentes a las sefiales
supresoras que las células T del adulio, observanco también que
células supresoras de sangre de cordé; inhibr . a células de adulto
mhs intensamente que a células de -~nrdén en la respuesta a
fitohemaglutinina. Segun estos autor. s, estoc permitiria al feto
responder normalmente, mientras que las células maiernas, presentes
en la circulacién fetal, estarian inhibidas.

Asi como los aloanticverpos anti-fetales quedan retenidos en
placenta, parte de .5 células citotoxicas frente al fetc pueden
atravesarla, como queco expuesto anteriormente. El fern, para
defenderse de dichas células y no recultar dafiado, debera
neutralizarlas. Se han aislado en cordon celulas B capaces de
sintetizar anticuerpos (Ig ¥> contra células T citowoxicas
meternas, denomindndcse anticuer~~= fetales humapos anti-células T
citotéricas (TLFA) (MIYAGA¥A y cols., 1981, 1982). Se han descrito
TLFa frent> a células T killer mantenidas en cultivo (MIYAGAVA,
1084). Estas células maternas desaparecen pronto de la circulacién
fetal tras el alumbramiento, a lo que quizés ayude la existeacia de
un factor citotéxico para linfocitos encontrado en leche materna
(DREV y cols., 1984).

La actividad NK (Natural Killer) en ratones est4 ausente en
células procedentes del higado fetal y bazo de recién) ~idos, pero
aparece y aumenta réapidamente a las 3 semanas de nacer. Lla
explicacién exacta de por qué no hay actividad MK en estos estudios
no se conoce, pero se especula con tres posibilidades: ausencia de
células FK en ratones neonatos, existencia de um sistcas cupresor
para células NK, o falta de una regulacion adecuada en los niveles
de interferon procedentes de macréfagos (MURGITA y cols., 1983).

En humanos, el aumero de células Leu7+ (NK) en sarjre de

cordén es menor que en adultos, aunque la actividad §F se ba




descrito conservada (FOA y cols., 1984) o disminuida (SA
cols., 1985). Posteriorme te, se ha descrito uma subpot
linfocitaria en sangre de cordéon con actividad NK, la cual,
de los marcadores tipicos de estas células (HNK-1, OKM-1) (VI
y cols., 1984).

5. FACTORES INMUNOQLOGICOS EN
LIQUIDO AMNIOT1CO

El liquido amniético constituye un medio ideal para e’ ¢
de la prublemAtica de 1a inmunologia del embarazo, ya que
situacién en iﬁtimn contactu con la madre y el feto, puede re
las alteraciones en las moléculas que intervienen em la reg.
de dicho proceso.

ABRAMSKY y cols. (1979) demostraron que el liquidc am
humano inhibia significativamente la reaccién im vitro
anticuerpos frente al receptor de acetilcolina proceden’
pacientes con miastenia gravis y el sntigeno de dichos rece
Este efecto fue observado con liquido amniético obtenido dur:
segundo trimestre, y se incrementaba desde la semara 16 ha
24, para sufrir un descenso posteriormente. Bsto sugie:
durante =21 embarazo de una paciente con miastenia gravis
efectn inhibitoric similar en la reaccién 1in vivo ent
anticuerpos maternos anti-receptor de acetilcolina, transfer
través de la placenia, y dichc receptor en la placa reurom
fetai. La presencia de factores inhiborios feto-plac .arios
explicar el desarrollo de debilidad muscular trausitori
después del nacimiento y sélo en una mincria de recién nac
madres miasténicas.

Por ntra parte, se vié que el liquido amriético incre

la emigracién de leucocitos (LME: leucocyte migra*ion enhzn

maternos durante el segundo y tercer trimestre de ¢

(GLEICHER y cols., 1979). En un estudio posterior (GLEI

1s,, 1980), se confirmé lo anterior y se extendié dicho ef

plasma materno. Estos autores observaron que leucocitos proc
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de machos, expuestos ante 1liquido amniético, mostraron una
inhibicién en la emigracion de los leucocitos (LMI: laucocyte
migration inhibition), mientras linfocitos controles procecdentes de
hembras no embarazadas no mostraron ninguno de los dos efectos (LME
o LMD,

Estos resultados se interpretaron como indicativos de un doble
mecanismn. Se necesitaria una fraccion de Ig G muy especifica, la
cual, secundariamente, activaria una  subpoblacién celular
especifica., El efecto LMI seria entendido como un exceso de
antigeno, mientras el efecto LME representaria un exceso de
anticuerpos. NHo se eacontraron, por otra parte, compiejoe inmunes
ni en plasma ni en liquido amniotico de embarazadas, y esto excluia
la posibilidad de una influencia directa de tales complejos 1niunes
sobre la emigraciéon de leucocitus en el sistema anterior (GLEICHER
y cols., 1978).

Del mismo modo que ABRAMSKY y cols. (1979, GLEICHER y cols.
(1480) encontraron que el liquido amniotico del segundo trimestre
mostraba los resultados mAs significativos. Sin enbargo, el grupo
de ABRAMSKY no demostré la mismpa actividad en plasma materno,
quizés porque usaron un factor de dilucién mayor para el suero o
porque la actividad bloqueante durante el embarazo se encuentra en
plasma mAs que en suero (McINTYRE y PAGE, 19792.

A pesar de estos descubrimientos, la actividad inmunolégica
del liquido amniético permanece ain poco entendida. ABRANSKY y
cols. (1979) eligieron a la alfa-fetoproteina (aFP) como 1la
sustancia inmunosupresora en liquido ammiético. Sin enbargo,
mientras los niveles de AFP descienden en liquido amniético
conforme avanza la edad de gestacion, del mismo modo aumentan en
suero materno, por lo que debia esperarse el mismo efecto con suero
materno en la edad gestacional mAs tardia. El suero del cordén no
presentaba actividad inhibitoria, como cabria esperar si la AFP
jugase un papel significativo en el procesc inhiborio. Por otra
parte, SUZUKI y TOMASI (1980) han demostrado que tanto el liquido
amniético como la AFP presentan un efecto bifésico, y asi, pequefias

concentraciones de los mismos puecen estimular la proliferacién de
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células T, mientras que altas concentraciones de los mismos inhiben
dicha proliferacién.

Los antigenos embriogénicos fetales pueden jugar un papel

importante en ‘a induccién de tolerancia. Estos antigenos se
encuentran en el embarazo y en procesos malignos, dos condiciones
biolégicas en las que el tejido antigénico es tolerado por um
Sistema lnmune aparectemente normal. Sin embargo, es probable que
su participacién no sea por una actividad bloqueante directa, sino
por induccién de ciertas subpoblaciocnes celulares, las cuales,
causan una actividad inhiboria. El bloqueo competitivo de los
receptores de acetilcolina por inmunoglobulinas producidas de esta
mapera podrian explicar lus descubrimientos de ABRANSKY. Tales
inmnoglobulinas podrian ser maternas o fetales, y representar una
fraccién minime de un grupo mayor de inmunoglobulinas obtenidas al
fraccionar el liquido amniético.

Otros hallazgos inmunolégicos de interés er liquido amniético,
son la presencia de alfa-interferén (LEBON y cols., 1982), asi como
la neutralizacién del virus herpes simple per anticuerpos
detectados en dicho medio (BRADLEY y cols., 1982).

También, el liquido amniético ha demostrado la capacidad de
suprimir la actividad BK a través de un bloquec de la capacidad
litica de células NK activadas, sin afectar a las células MK
inactivadas {(pre-NK) (TODER y cols., 1984).

Por otra parte, se han encontrado propiedades inmunolégicas en
el liquido amniotico do ratén (MAF: mouse ammiotic fluid). FOFFNAN
y cols. (1978) examinaron la proliferacién de células esplénicas de
ratones reonatales en presencia de MAF. Las células neonatales
fueron estimuladas considerablemente hasta la edad de 20 dias. las
células con pAs de 20 dias de edad eram inhibidas por las mismas
muestras de MAF. Estos autores insinuaron que podria haber dos
tipos de factores en el MAF. umo estimulador y otro inmhibidor, y
que las células neonatales eran relativamente mas sensibles al
factor estimulador.

TOMASI y cols. (1977 demostraron que la administraciém de
altas concentraciones de MAF a animales adultos suprimia la

aparicion directa de células sintetizadoras de inmunoglobulinas,
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también llamadas células formadoras de placas (PFC: plaque foruing

cells), tras la estimulacién con hematies de carnero. Atribuyeron
este efecto a la AFP y comprobaron que los niveles de la misma en
estos ratones adultos eran ligeramente mAs altos que aquellos
encontrados en el animal embarazado, pero sélo 1/10 parte de los
encoatrados en el neonato. La supresiénm ocurria para diversas dosis
de hematies de carnero, pero era mis evidente para dosis
suboptimas.

Otro efecto del liquido amniético de ratén es el demostrado
por GAMBEL y FERGUSON (1982). Estos autores comprobarcn que el NAF
inhibia potentemente la gemeracién in vitro de una respuesta
citolitica mediada por células T hacia las células tumorales
alogénicas EL4.

Como resumen de todas estas actividades, podemos decir que
todas ellas, tanto en liquido amniético humano como de ratén,
concuerdan en la actividad inmunorreguladora de este fluido, y la
mayoria suelen atribuir esta actividad a la alfa-fetoproteina
(AFP). No obstante, ultimamente se le esta dando gran importancia
en la regulacién inmunolégica del embarazo a factores solubles que
son secretados por la placenta y que, probablemente, estén
presentes ez el liguido amniético ademis de en la circulacién
fetal.

Recientes investigactiomes han revelado la importancia del
tejidn decidual como una interfase inmunolégica feto-materna. Se ha
referido qu= el sobrenadante de cultivo de células deciduales
murinas (KIRKVOOD y BELL, 1981; BADET y cols., 1983a; BADET y
cols., 1983b) suprimia la reaccién linfocitaria mixta (MLR), y que
explantes de cacidua humana liberaban un factor que suprimia dicha
reaccién (GOLANDER y cols., 1981). Asimismo, células purificadas
del estroma decidual inphibian la MLR cuando se afiadian a los
cultivos (LALA y KEARES, 1985; FAKAYAMA y cole., 1985; PARHAR y
LALA, 1985) y células pequefias (l1infocitos noc-1) del tejido
decidual suprimian 1la generacién de linfocitos T citotéxicos
(SLAPSYS y CLARK, 1982; SLAPSYS y CLARK, 1983; CLARK y cols.,
1984a; CLARK y cols., 1984Db; CLARK y cols., 1985; DAYA y cols.,

1985).




..41_

Sin embargo, 1a naturaleza y el mecanismo de i nmunosupresién
por células deciduales no se conmoce bien, por las dificultades en

obtener una suficiente cantidad de estas muestras. Si es que estos

factores se encrentran en cantidades apreciables en liquide

amniético, como deciamos antes, éste puede constituir un medio
ideal para su estudio.

TATSUMI y cols. (1987, han demostrado que el sobrenadante de
cultivo de la linea celular TTK-1, establecida a partir del tejido
decidual humano (TATEYAMA y cols., 1984), contiene un factor que
suprime potentemente la reaccién linfocit..ia mixta (MLR). Este
factor parecia ser una molécula protéica, por su inestabilidad al
calor y por su peso molecular estimado entre 43 y 67 kd.

El sobreradante de TTK~1 también suprimia la proliferacién de
lineas celulares T interleukina-2 dependientes, pero no suprimia la
de lineas cciulares T interieukina-2 independientes. Esto sugilere
que uno de los mecanismos de supresion de la MLR por este factor es
la inhibicién de la accién de la interleukina-2.

Otras experiencias recientes (SAJI y cols., 1987) han
demostrado que las células del trofoblasto cultivadas secretan un
factor soluble que tiene un efecto inmunosupresor sobre la
respuzsta linfocitaria in vitro. Este factor puede interaccionar
con linfocitos materros en la interfase materno-fetal previniendo
su activacién y proliferacién. Su actuacién sobre los linfocitos T
parece ser en la fase de reconocimiento y proliferacién bloqueando
el brazo aferente de la respuesta inmune celular. AdemAs, el
sobrenadante de trofoblasto suprimia la actividad celular KK in
vitro.

Por tanto, los resuitados de SAJI y cols. parecen indicar un
papel importante para un factor soluble secretado por células del
trofoblasto en prevenir la destruccién del embrion al comienzo del
embarazo.

En cuanto a la natv-aleza de dicho factor, no se conoce muy
bien, pero podria ser un homélogo humano de los factores
trofoblasticos murinos referidos por GUPTA y cols. (1984) y DUC vy

cols. (1985). Sin embargo, no se ha determinado si los factores
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trofoblasticos murinos son secretados a partir de cultivos
primarios de células de trofoblastc in vitro.

Por otra parte, algiunas de las hormonas producidas por la

placenta han mostrado tener propiedades inmunorreguladoras. La
progesterona (CLEMENTS y cols., 1985), asi como la gonadotrofina
coriénica humana (HCG) (ADCCK y cols., 1973), prostaglandinas
(CLARK, 1985) y varios poiipéptidos (JACOBY y cols., 1984) pueden
inhibir la respuesta linfocitaria in vitro. Sin embargo, SAJI Y
cols. (1987) bhan examinado la concentracién de estas hormonas en
los sobrenadantes de trofoblasto y ban comprobado que esta
concentracién es mucho menor que 1a necesaria para causar
inmunosupresién im vitro, por lo que su factor soluble no parece
identificarse con ninguna de estas hormonas.

§o se sabe con exactitud si otros componentes asociados al
embarazo, con probable actividad irmunosupresora, tales como la fi-
glicoproteina especifica del embarazo (SP1), la proteina A
plasmAtica asociada al embarazo, o la az-glicoproteina asociada al
embarozo, existen en sobrenadante de trofoblasto. No obstante, hay
resultados contradictorios sobre la actividad inmunosupresora de
las glicoproteinas im vitro (STIKSON, 1980; NUCHNORE y cols.,
1985).

Por tanto, la identidad del factor identificado por SAJI y
cols., ¢1987), al igual que los anteriores, se desconoce zum, pero
parece estar claro que el efecto local protector de las células del
trofoblasto y de la placenta fremte al rechazo aloinmume juega un
papel importante en los mecanismos miltiples protectores del

embarazo.

6. FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL
LIQUIDO AMNINDOTICO

Pucos estudios se han llevado a cabo para intentar identificar
factores de crecimiento celular en liquido ammniéiico. Jo obstante,
recientemente se ha detectado la presencia de dos de estos factores

denominados "insulin-like growth factors (lGFs) I y 11" (MERINEE y
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cols., 1984). Ademis se ha demostrado que ambos factores estan
ligados a una proteina de un peso molecular entre 40 y 45 Kd.

La concentracién de IGF-I, el cual es identico a la
somrtomedina C, permanece constante a lo largo d21 embarazo, siendo
aproximadamente de 20 ng/ml. Por cont-a, la concentracisn de IGF-1I
varia a lo largo de la gestacién, siendo de 114 ng/ml entre las
semanas 15 y 20, de 111 ng/ml entre lus semanas 26 y 32 y de 65
ng/ml entre las semanas 38 y 40. En los dos primeros periodos la
concentracién de IGF-1]1 permanece mAs o menos constante, a pesar de
un gran descenso en la concentracién de proteinas totales en
liquido amniético (5,2 mg/ml en el primer periodo y 2,3 en el

segundo periodo). Sin embargo, en el ultimo periodo ocurre un gran

descenso en la concentracién de IGF-II sin un descenso posterior enm

la concentracién de proteinas. Por tanto, las variaciones de IGFs
no se pueden achacar a la variacién en la concentracién de
proteinas en liquido amniétice.

Estos resultados indican que existe un control dindmico de
IGFs en liquido ammiético a lo largo del embarazo normal y,
posiblemente, este control se extienda a otros muchos factores de
crecimientn aun no detectados.

Hay que destacar también, que muchos efectos
inmunorreguladores pueden ser entendidos ccmo reguladores del
crecimiento celular en general, es dcecir, que aunque s&ean
detectados en células inmunes, no se restringen a las mismas, sino
que el espectro de accién de estos efectos reguladores se extiende
sobre otros muchos tipos celulares.

Un ejemplo de esta interrelacién lo comstituye la regulacién
de la produccién de gamma-interferén por diversos factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento derivado de fibroblastos (FDGF) (JOHESON y TORRES,
1985). Estcs factores de crecimiento tlenen propiedades
inmunorreguladoras al rezmplazar completamente las necesidades de
interleukina-2 (factor regulador caracteristico de células inmunes)

en la produccléen de gamma-interferon poi parte d4e las células T
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colaboradoras, pero al mismo tlempo, estos factores poseen un

marcado efecto estimulador de la proliferacién celular.

Por todas estas razones, consideramos imprescindible hacer un

estudio amplio del crecimiento celular y de 1los factores

reguladores del mismo dentro de esta introduccién.




IX. CRECIMIENTO CELULAR




1. GENERALIDADES

El estudio del crecimiento y maduracion de tejidos normales y

malignos, asi como la respuesta de ambos ante agentes citotéxicos o

citostaticos, requiere un conocimiento previo de la cinética y

ciclo de replicacidén celular.

Tanto en tumores como en tejidos normales existe nacimiento y
muerte celular. No obstante, las células de tejidos normales
proliferan hasta obtener un tamafio fisiolégicamente atil. Para
mantener este tamafio util, la muerte de las células normales
igualaré el nacimientc de éstas.

El control de lcs tejidos normales en situacion estable no
estA bien conocido, pero dicho control puede ser positivo
(estimulador), o negativo (inhibidor); humoral y efectivo a gran
distancia (hormonal); por sustancias 1liberadas localmente
(chalonas) o relacionadas con el contuctd (inhibicién por contacto
0 estimilacion por la matriz producida por la célula).

En contraste con las células normales, en las células
tumorales el nacimiento sobrepasa a la muerte celular; es decir, un
tumor maligno es una poblacién celular en incremento constante,
hasta la muerte del portador.

Esto no implica que la tasa de proliferacién en la célula
tumoral sea muy superior a la de tejidos normales, ya que se ha
observado que la proliferacién de las células tumorales nunca
excede a la tasa de creclmiento mAximo de sus tejidos normales
homélogos, e incluso, es ipferior a la de tejidos embriomarios,

higado en regeneracién o epitelio de la mucosa intestinal (SHAPOT,

1980).
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2. CRECIMIENTO EN TEJIDOS NORMALES

2,1, ACTIVIDAD PROLIFERATIVA DE TEJIDOS
NORMALES
Desde un punto de vista cinético, los tejidos normales en
situacion estable pueden dividirse en tres categorias:
A.- Tejidos con recambio celular o de renovacién.

Estdn en constante proliferacion para reemplazar a las
células con una vida de duracién limitada. Hay un alto indice de
nacimiento y muerte celular. Ejemplos de éstos los encontramos en
la piel, mucosas, sangre y células germinales.

B.- Tejidos no proliferativos o estaticos.

En estos tejidos no hay reemplazo celular por muerte de
las células. El numero de éstas nc se incrementa durante la vida
del individuo. Como ejemplo tenemos a las células neuronales y
misculo estriado.

C.- Tejidos con poca o ninguna actividad proliferativa (de
expansion).

Son tejidos que crecen hastan que el individuo es adulto,
o bien, cuando existe una gran mortalidad celular. Musculo 1liso,
tejido glandular, tejido corectivo, parénquima hepatico y rifién sen

ejemplos de ello.

2.2, QUIESCENCIA Y PROLIFERACION CELULAR,
“STEM CELLS"®

La mayoria de las células *in vivo" se hallan en un estado
quiescente (en reposo) Yy s6lo upa minima parte de la poblacién
celular, entre ella, las células madre (stem cells), proliferan.

Las células quiescentes pueden permanecer en este estado, bien
porque fisiologicamente mno estan capacitadas para abandonarlo (e§.:
neuronas) o si lo estadn, B0 proliferan por encontrarse en una
situacién estable.

La quiescencia es um estado espacial denominado Go que es
diferente de cualquier estadoc de las células en crecimiento
(EPIFANOVA, 1977). Las células madre se encuentran en situacion

activa, al menos en 10S tejidos de renovacién ¥y expansion. En los
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tejidos estaticos es poco probable que existan células madre, y si

es asi, permanecen inactivas.

Algunas de las caracteristicas generales de las células madre
son las sigulentes:

- Células no diferenciadas.

- Intensa capacidad proliferativa.

- Capacidad para dividirse durante toda la viia del sujeto.

- Posibilidad de autoperpetuarse y diferenciarse.

La proliferacion de las células madre, como acabamos de decir,
va dirigid: en 21 sentido de autoperpetuarse y diferenciarsz. En el
primer caso, la célula madre entra en el ciclo de replicacion
celular, reproduciéndose a si misma, para mantener un estado de
reserva constante. En el segundo caso, proliferaria hacia una
célula diferenciada (adulta) con el fin de reponer a otra que ya ha
muerto o como respuesta a una necesidad fisiolégica (proliferacién
de fibroblastos después de una herida, aumento del nimero de
eritrocitos bajo una disminucion de la presién de Oz en 1los
ascensos 0 altitudes, etc.).

Evidentemente, un mecanismo regulador finamente ajustado esta
involucrado en el mantenimiento de este balance (McCULLOCH, 1975;
HELLMAN y cols., 1978).

cuando las células madre evolucionan para diferenciarse, lo
hacen siguiendo una serie de etapas. Partiendo de una estado
alemental (inmaduro), con baja actividad prcliferativa y en el cual
la célula madre se autoperpetua, se llega a un primer estado de
diferenciacién al que se le denomina "celula madre comprometida®,
de gran proliferacién. Después, continica su maduracién a través de
una serie de etapas sucesivas, hasta que se origina una célula
adulta funcionante. Esta célula, que desarrollara su funcién hasta
que muera, no suele dividirse. Sin embargo. éste no es e) caso de
las células inmunes especificas, que una vez que hban madurado, al
conectar con el artigeno, proliferan de ruevo alcanzando estadios

steriores de diferenciacion celular.
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3. CRECIMIENTO
TUMORALES,

TEJ IDOS

La caracteristica fundamental de cualquier célula tumoral es
la de presentar una disregulacién de su proliferacisén, aunque con
esto no queremos decir que la tasa de proliferacién en la célula
tumoral sea muy superior a la de los tejidos normales, como veiamos
antes.

Un tumor se desarrolle utilizando recursos del huésped, pero
su crecimien'c no estA en absoluto relacionado con los
requerimientos del  mismo, perdiéndose tod: posibilidad de
homeostasis sobre las células tumorales y quedando éstas en una

situacién autéonoma.

3.1, CELULAS MADRE (STEM CELLS) EN EL
CANCER

el punto de vista de los patologos, el <concepto de
malignidad va intimamente unido al de indiferenciacién celular.
Hasta hace poco, se ha venido persando que cuaiquier célula del
organismo, diferenciada o no diferenciada, podia transformarse
neoplasicamente. Para el caso de transformacién de uma célula
diferenciada, se suponia que es‘a sufria un procesc de
desdiferenciaciéon. Actualmente, este punto de vista estd desechado
y se sabe, hoy en dia, que las suténticas diana de la
carcinogénesis son las células madre. Estas células madre
transformadas pueden a su vez diferenciarse, mAs O Benos, siguiendo
los pasos fisiolégicos de la diferenciacién normal, aunque

manteniendo su estado de transformacién maligna.

3.2 TRANSFORMACION NEOPLASICA “IN VIVO"®

Como ya hemos comentado, la carcinogénesis en humanos, ¥
también en animales, esta intimamente relacionada con el desarrol.o
de una serie de defectos en la célula maare. Este proceso comns az de
dos fases’ iniciaciér y promocién (BEREMBLUK, 1982)

La célrla madre es iniciada por carcinogenos quimicos, fislcos

o por cler is virus. Esta iniciactiébn, que ncirre en un corto
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intervalo de tilempo, es wua proces~ que produce una lesién
irreversibtle en el DNA de la célula mure, que la hace susceptible
a la accion de un agente promotor; es Jecir, se irduce um caubio
por @l que la célula queda predispuesta a la transformacién
maligna. A nivel clinico se conoce esta situacién como unr estade
preneoplasico, displasia severa o carcinoma "in situ" alteraciones
que pueden persistir durante muchos akos antes de convertirse en
tumores.

Para jue la transformeciéon neoplédsica ocurra, las células
iniciadas deberL estar expuestas a un ageate promotor. La promocién
ocuirz en un periodo de tiecmpo mA: prolongado y necesitc ranetidas
exposiciones a dicho agente.

Estos promotores no son por si mismns mutagénicos y no inducen
tumores, pero si scn mitogéricos (COLBURN, 1980), pudiendo producir
hiperplasias y tumcraes benignos (BOUTVELL y cols., 1982). Su accién
es reversible y se debe alcanzar un determinado umbral de dosis. Se
han incluido en este grupo diversaos compuastos, entre los que se
encuantran la sacarina y el fencbarbital,

Algunas investigaciones (JAMES y BRADSHAV  1984; MNASSAGUE,
1284) han indicado (ue lus fac'ores de crecimiento, y en concret
algunos factores polipeptidicos, pueden actuar como agenies

promoiores.

3.3 TRANSFORMACION NECPLASICA "IN VITRO®

Los estudios en cultivo de las céiulas tumorales han sido los

que nos han proporcicpado la mayor parte de los copocimientos que
tepemos sobre éstas: capacidad de proliferar, actividad metabélica,
transformacisn "in vitro® de células normales en células tumorales,
etc.

El concepto de malignidad "in vivo® estd mas O mEROS
delimitzdo; depende de la capacidad ipvasiva o metastatizante del
tumor. Sin embargo, es di“‘cil equiparar esie concepto “in vitro®.

Los investigatores continuarente estén buscando una
caracteristica que al aparecer ei ana célula estudiada “in vitro*,
la ,ueda gefinir indi: *{blemente como maligna. Sin embargo, hasta

-~ f -
el momento, no Se ha encontrado una caracteristica claramente
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diferenciadora. No obstante, existen una serie de propiedades que
por si solas no definen a una célula como tumoial, pero que en
conjunto, nos permiten, muy aproximadamente, definirla como tal.

En un cultivo de tejido normal se observan las siguientes
caracteristicas:

- Las células tienen un crecimiemic limitado (C.L.*): las
células se dividen durante un clerto tiempo y después dejan de
hacerlo.

- Tienern inkibicién por contacto (1.C.*): las células dejan de
dividirse al hacerse confluentes.

- A excepcién de las células hematopoyéticas, que crecen en
suspenc i6n, las células normales crecen en monocapa (A.D.*: anclaje
dependientes).

- Las células se mantienen euploides (ZN*).

- Cuando son inoculadas en el animal de origen, su
proliferacion es controlada por los mecanismos homeostaticos del
organismo (T™: no tumorogénicas).

Un ejemplo puede ser los fibroblastos humanos, que en cultivo
conservan las caracteristicas indicadas, dividiéndose durante 50
generaciones, para cesar al final en su crecimiento (HAYFLICK y
MOORHEAD, 1961).

Algunas células normales en cultivo pasar a un estado de
inmortalizacién, multiplicAndose indefinidamente (C.L.”). Estas
células son (A.D.*), (2%, (I.C.*) y (T.7). Pueden considerarse
como células iniciadas. Los fibroblastos de ratén tiemen facilidad
de inmortalizarse en cultivo (TODARO y GREEX, 1963).

La accisn de ciertas sustancias quimicas y ciertos virus sobre
células iniciadas pueden conducir a wun estadc avanzado de
inictacién, siendo sus caracteristicas més importantes: (1.C.7),
(C.L.-), (A.D.=), (2F~) y (T~) (STILES y cols., 1976).

El siguiente estadio es la transformacién neoplasica, en 1la
que la célula transformada tiene: C.L ), £1.C.73,
predominantemente (A.D.7), aunque hay células transformadas que
suelen temer un cierto anclaje (A.D.*) 1y, fundamentalmente,

producen tumores “in vivo® al ser inoculados en el receptor

apropiado (T.*) (PASTAN, 1979).
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Todas estas caracteristicas rueden identificar a una célula

como tumoral.

4. EL CRECIMIENTO EN LA CELULA

4.1, FASES DEL CICLO DE CRECIMIENTO
CELULAR

A principios de este siglo, se observé que el ciclo celular
ti~ne un periodc de duplicacién de estructuras celulares o
interfase y ctro d2 reparto de estructuras entre las dos células
hijas o mitosis.

Posteriormente, los estudins realizados en cultivos celulares
ban sido esenciales para un mejor conocimiento del crecimiento
celular, al poder aplicar una serie de técmicas que no podia: ser
aplicadas “"in vivo". Estas técnicas, y la posibilidad de obtener
cuitivos de crecimiento sincronizadns, nos han permitido conocer
nuevas subdivisiones en el ciclo celular.

El ciclo celular, que puede ser definidc como el periodo que
transcurre desde que termina una mitosis bhasta el finpal de la
siguiente, fue descrito por primera vez por HOVARD y PELC (1951),
usando 2P como marcador de las células que sintetizaban DEA. La
timidina tritiada (°H-Timidinz) bha reemplazado posteriormente a
este marcador.

Al ciclo celular lo podemos dividir en cuatro fases separadas.

Una fase de duracién muy variable de unas células a otras

(BASERGA, 1965), llamada G, (presintesis). Es una fase sometida a

un conirol especifico del crecimiento. Bs en esta fase donde las

condiciones externas determinarar si la célula se mantendré en el

se diferenciara o entraré en reposo.

ciclo replicativo,
e de sintesis (S), cuya duracién varia entre 8

Le sigue una fas
n tejidos normales como malignos.
que es una fase de crecimiento

es corta (alrededor

y 30 horas, tanto e
Una fase posterior es la Gz,

cuya duracién, determinada con peor precisién,

de 1 hora).
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Tenemos por ultimo la fase M (fase mitética), que en mamiferos
suele ser corta (entre 0,5 y 1,5 horas).

La fase M puede ser identificada en el microscopio optico y 1a
fase S por incorporacién de *H-Timidiva. Las fases G y Gz son los
periodos entre S y M.

El terminc Go ha sido introducido para designar aquellas
células que estan en reposo, fuera del ciclo, pero gque son
incapaces de ser incorporadas al mismo (PRESCOTT, 1976; BROOKS y
cols., 1980).

Algunos autores creen que la fase G no es tan variable, sino
que las medidas incluyen tanto a las células que se hallan en G
como a un numeroc variable de células en Go.

Segun SCOTT y cols. (1982a, 1984), que trabajaron con el
sistema de proadipocitos 3T3 , se pueden definir una serie de
etapas dentro de la fase G, que han sido designadas sucesivamente

com0 Go, Gs, Ge ¥ Own.

FIGURA 1: Fases del ciclo celular (segin SCOTT y
col., 1984).

Go es la primera etapa de G, donde se regula el control de la

proliferacién y diferenciacién celular. Aqui las células pueden

permanecer quiescentes, reiniciar la proliferacién o diferenciarse.

A continuacién, se encuentran los estadios Gs ¥ Gc, donde la célula
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@s susceptible a la regulacién por factores de crecimiento. Por
ultimo, €e encuentra la etapa Gn, donde la célula presenta
sensibilidad a nutrientes tales como isoleucina.

En el estadio Go encontramos a su vez varias etapas (Fig. 1,
segun SCCTT 7 cols., 1984).

Lus célulns ejecutan una parada er la fase Go (flecha 1).
Aqui, puedea permanecer en reposo, reiniciar la proliferacién
(flecha 5), o diferenciarse (flechas 2 y 3). St ocurre la
diferenciacién, las células se salen del ciclo llegando a un
estadio Go: (flecha 2), en el que las células estédn diferenciadas,
pero no totalmente. Este es un nuevo punto de control de la
proliferacién, donde las células pueden diferenciarse totalmente
hacia el estadio TD (flecha 3), reiniciar la proliferacién (flecha
6), desdiferenciarse volviendo al estadio Go (flecha 4), o bier
permanecer quiescentes.

Existen factores fisiologicos y farmacolégicos que regulan la
proliferacién y diferenciacién a rmivel Go (SCOTT y cols., 1982b;
VIER y cols., 1983). Determinalos factores de crecimiento pueden
estimular la proliferacién de células en reposo (Go ¢ Go:’. Ademas,
se ha encontrado que ciertas vitaminas y drogas pueder inducir a
las células en Go: a que pierdan su diferenciacién regresando a Go
(SCOTT y cols., 1982b; YUN y cols., 1983). Se ha observado también,
que la sintesls de DNA no es necesaria para que ocurra la
diferenciacion (YUN y cols., 1983).

Estos autores terminan sugiriendo que los controles del
crecimiento a nivel de Gs, Gc & Gn, SOn ccmo procesos salvavidas
que previenen a los proadipocitos para crecer en condicones
adversas (masificacién o medio ambiente deficiente en factores de
crecimiento o nutrientes).

SCOTT y cols. (1984) encontraron que mientras las células 3T3
normales temian capacidad de parar en el estadfo Go, diferenciarse,
asi com , detenerse en los estadios Ge, Gs y Gw, las 313
transfc. adas no podian parar en Go, diferenclarse, ni detenerse en

Ge, pero si podian efectuar paradas en Gs y Gw.

Observaron que ciertos clomos de estas células, que tenfan

solamente un defecto en el paro en Go ¥y diferenciacién, no eran
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células ‘“ransformadas o tumorales, pero tampoco eran células

tumorales aquellos clonos, que presentando capacidad de paro en Go

y diferenciacion, tenian, sin embargo, algin defecto en algunos de
los otros estadios de G:.

La conclusién mAs inmediata es que para que una célula sea
transformada o tumoral, debe de presentar no s6lo un defecto en el
paro en Go junto con un defecto en la diferenciacién, sino ademas,
en uno o mAs del resto de las etapas de G.

Se puede considerar, por tanto, que durante el proceso de
iniciacién de la carcinogénesis ocurririan uno o mAs defectos a
nivel de Go 6 Go:, mientras que durante la promocién se

desarrollarian alteraciones en los estadios Gs, Gc § Ow.

4.2, BIOQUIMICA DEL CICLC CELVULAR

Cuando la célula entra en el ciclo de replicacién se producen
una serie de acontecimientos bioguimicos y morfolégicvos muy
diferentes de cuando la célula estd en reposo. La sintesis de
proteinas y acidos nucléicos no se excluyen una a otra, aunque se
situan en momentos diferentes del ciclo.

La mayoria de las proteinas del citoplasma son fabricadas a lo
largo de G, S y Gz; el grado de sintesis disminuye en Gz,
reduciéndose considerablemente durante la mitosis. Las histonas,
proteinas béasicas componentes de la cromatina, se sintetizan
soiamente durante la fase S. Parece ser que estas proteinas,
asociadas con el DHA, desempefian una funciénm importante en el ciclo
celular. Las histonas experimentan unos procesos enzimsticos de
acetilacion y fosforilacion, de forma muy ordenada a lo largo del
ciclo celular. Se considera que estas reacciones modificadoras
juegan un importante papel ea la estructura y funcién de la
cromatina cuando la célula progresa a través del ciclo
proliferativo (RATILE y cols., 1978).

La sintesis de DNA, al 1{gual que las histonas, ocurre
solamente durante la fase &. Una rapida incorporaciéon de “H-
Timidina es detectada generalmente en el punto inicial de la fase
S. Durante esta etspa, el DNA replica toda su masa. Sin embargo, la

sintesis de DNA no comienza en todas las partes de los Cromosomas
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al inicio de la fase 5 (HAMLIN y PARDEE, 1978). Los cromosomas
contendrian unidades de replicacién (replicones) que se duplicarian
en diferentes momentos ue la fase S. Por tanto, deben existir
seflales secuenciales que marquen el inicio de grupos de replicones,
aunque no se sabe culles son estas sefiales.

Por otra parte, la formacion de RNA mensajero, transferente y
ribosemico, tieme lugar a lo largo de toda la interfase, cesando en
la mitosis. Las células quiescentes producen RNA de forma menos
rapida que las células en crecimiento. y cuando aquéllas son
activadas para crecer, el transporte de precursores de RNA y la
sintesis de]l mismo aumenta en pocas horas. Una fuerte inhibicién de
la sintesis de RNA blogquea la entrada de estas células estimuladas
en la fase S, aunque aigunos datos indican que no es esen-’'.i l»
presencia de nuevo RFA ribosémico (KLEIN, 1982).

Varios autores (BASERGA, 1985; PARDEE, 1985; CANPISI y cols.,
1086; PARDEE, 1987) han estudiado con detalle los acontecimientos
bioquimicos, localizados en puntos definidos del ciclo celular, que
parecen intervenir en el control del crecimiento.

Un paso fundamental en dicho control ocurre previapente a la
entrada de las células en la fase S. Este paso parece regular, no
s61o el comienzo de la sintesis de DNA, sino otros procesos que
tienen lugar simultédneamente, tales como sintesis de histonas y
enzimas especificas involucradas en la sintesis de DNA (e].:
timidina-kinasa). Llas células estan obligadas a completar la
duplicacién de su DNA aproximadamente dos horas antes del
establecimiento de la fase S. Llegadas a este punto (punto de
restriccién), las células pueden continuar sintetizando DNA en
ausencia de factores de crecimiento externos. Por tanto, la
proliferacién es controlada por procesos que ocurren durante la
fase G, mAs que durante la fase S5, Gz 6 M del ciclo celular. Los
4ltimos estadios del ciclo son terminales y necesarios para la
produccién de una nueva célula, pero los procesos moleculares
reguladores de dicha produccién parecen ocurrir en Go y G1.

Jumerosos experimentos usando inhibidores han demostrado que

la sintesis de proteinas es esencial para el trémsito del ciclo
celular (CHAUDHURI y LIEBERMAN, 1968; TURFER y GARLICK, 1974;
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RUDLAND y JIMENEZ DE ASUA, 1979; VASSERNAB y cols., 1.°2; VIDKLER y
cols., 1985). Las células deben ser capaces, no sélo de sintetizar
proteinas, sino también de hacerlo rApidamente. Este requerimiento
es especifico para el periodo G: del ciclo celular. La sensibilidad
particular a inhibidores de la sintesis proteica durante G,
sugiere la idea de que una proteina imestable con una corta vida
medis (2,5 horas) es esencial para iniciar la fase S (SCHNEIDERNAF
y cols., 1971; BROOKS, 1977; ROSSOV y cols., 1979).

Por otra parte, se ha demostrado que las condiciones que
inhiben preferentemente el crecimiento de céluias no transformadas
son aquéllas que limitan la sintesis proteica, tales como la falta
de aminoAcidos esenciales (PARDEE, 1974). Estos resultados sugieren
que la proteina inestable esencial para iniciar la fase S del
ciclo, de la cual hablabamos antes, puede temer una estabiiidad
incrementada en células transformadas (ROSSOV y cols., 1979;
CANPISI y cols., 1982; CAMPISI y PARDEE, 1984).

Por tanto, las células normales necesitarian una cantidad
critica de una proteina particular que es bastante inestable (con
una vida media de unas 2,5 horas), para pasar el punto de
restriccion. Las células tumorales tendrian esta proteina
estabilizada o en exceso, y esto, les permitiria escapar del
control del crecimiento.

Varios estudios (SHILO y cols., 1979; POPOLO y ALBERGUINA,
1984; POPOLO y ALBERGUINA, 1986) han apuntado el papel central de
una proteina 14bil, que actua especificamente al comienzo de la
sintesis de DNA, regulando la progresién de células a través del
ciclo. Sin embargo, esta proteina no se ha identificado aun. Los
estudios anteriores han permitido establecer tres caracteristicas
fundamentales de dicha proteina:

- a) Debe ser producida en la fase G: del ciclo celular.

- b) En células normales, esta proteina debe ser inestable,

con una vida medis de 2 a 3 horas.
- ¢) La proteina debe estar alterada en células transformadas,

de tal forma, que su estabilidad aparente esté incrementada.
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CROY y PARDEE (1983) encontraron una proteina que cumplia
estas caracteristicas, y la llamaron pb8, porque tenmia un peso
molecular de 68000.

La produccién de cantidades adecuadas de proteina(s)

14bil (es), incluyendo p68, ocurre durante las primeras cuatro horas

del periodo Gy. La sintesis de esta proteinai{s) requiere la

presu:ncia de factores de crecimiento (CANPISI y cols., 1984a;
ZETTERBERG y LARSSON, 1985) y es bloqueada por inhibicién suave de
la sintesis proteica. Se ha encontrado que el factor de crecimiento
epidérmicc (EGF) parece ser esencial para los acontecimientos
iniciales de G:. 5in embargo, el factor de crecimiento ipsulinico I
(IGF-1) es el principal para las células murinas durante el ultimo
periodo de G:, puesto que estas células pueden progresar durante 6
horas dentro de la fase S con aportes exclusivos de IGF-! (LEOF y
cols., 1982; CAMPISI y PARDEE, 1984).

Relativamente poco se conoce ucerca de los procescs
especificos que ocurren en el periodo de 6 horas previo a la
sintesis de DNA, excepto que durante este tiempo, el zncogén "ras®
es activado (CAMPISI y cols., 1984b) y parece ser esencial para la
progresién celular (MULCARY y cols., 1985). También, excepic para
la produccién de la preteina p68, las diferemcias durante escte
periodo entre células ncrmales y CADCRrosas permanecen bastante
desconocidas.

Los requerimientos metadélicos celulares casbian
dramAticemente aproximadamente 2 horas antes del comienzo de la
fase S (TEMIN, 1971; CAMPISI y cols., 1982; ZETTERBERG y LARSOS,
1985). A partir de este punto, que com0 deciamos antes se llama
punto de restriccién, mno se requieren factores seéricas de
crecimiento para completar el ciclo, ni ocurre uma rapida sintesis
protéica (CANPISI y cols., 1982). Durante este periodc de 2 horas,
que transcurre entre la pérdida de la dependencia sérica y el
comienzo de la fase S, se producen enzimas que son necesarias para
la sintesis de DNA, las cuales, se ensamblan en un complejo
multienzimatico que funciona para dar lugar a dicha sintesis.

La fase S no es sincrénica simplemente con la sintesis de DHA,

sino que varios procesos mds o menos cstrechamente acoplados
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ocurren al mismo tiempo (COPPOCK y PARDEE, 1985; YANG y PARDEE

1966). Por ejemplo, la siatesis de histonas comienza con la

sintesis de DNA y estA estrechamente ligada a la misma,

primariamente a travées de cambios en la estabilidad del REA
mensajero (RNAm) de histonas (SITTHAN y cols., 1983). Si la

sintesis de DNA es bloqueada por un inhibidor, el RNAm cae muy

rapidamente y la sintesis de histonas se interrumpe iemporalmente.

Algunas de las enzimas involucradas en la sintesis de DNA e
incremertan bruscamente al comienzo de dicha sintesis. For ejemplo,
l# actividad de la tiuidina-kinasa aumenta al mencs 40 veces
durante la fase S. Al comienzo de estz fase, bay un incremento del
RN.» para dicha enzima, que se debe a un incremento en la cifra
transcripcioral y a un descenso en la cifra de degradacién.

SEK1 y MULLER (1976) v VISHVANATHA y cols. (1986) ban sugerido
que el DNA es sintetizado =n las células eucariéticas por um
complejo multienzimatico, mis que por enzimas solubles.
Posteriormente, se ha extendido este concepto, incluyendo no s6lo
enzimac involucradas en la sintesis de DHA, tales como DRA-a-
polimerasa, topoisomerasas, etc., sino tembién enzimas de la
sintesis de precursores de DHA, incluyendo ribonucledtido-
reductasa, timidina-kinasa, timidilato-sintetasa y otras (REDDY y
PARDEE, 1980). Todas estas proteinas forman parte de un gran
complajo, denominado "replitasa® (NOGUCHI ¥y cols., 1983). Este
complejo tiene un peso molecular de alrededor de 5 millones, que
corresponde aproximadamente al de un ribosoma.

El complejo estad presente en las células en la fase 5, pero
estas ausente de células en la fase G: (REDDY y PARDEE, 1280). Sin
embargc, varias enzimas pueden estar presentes durante la fase G,
localizadas en el citoplasma., Parece ser que el ensamblaje del
complejo “"replitasa® ocurre durante el periodo de 2 horas existente
entre el punto de restriccién y el comienzo de la fase S, y el
complejc, una vez ensarhiado, permite la sintesis de DINA.

Todos estos datos sugieren la importancia de un estado
dinamico en la sintesis de DEA, y por tanto, en la regulacién del

crecimiento celular, 10 mismo que ocurre en biologia con 1la

regulacién a otros niveles.
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4 3, PROCESOS BIDQUIM COS INTRACELULARES
DURANTE LA ESTIMULACION DEL
CRECIMIENTO

El crecimiento de la célula normal “in wvive® e "in vitro"
depende, principalmente, de factores externos (GOSPODAROVICZ, 1975;
SATO y ROSS, 1979). Estos factores deben, primeramente, entrar en
contacto con la membrana y, alt.rdndola de alguna manera o bien
atravesandola, ejercer sus efectos en el interior de la célula.
Existen numerosos factores externos reguladores del crecimiento
celular. A continvacién, vamos a estudiar aquellos procesos
bioquimicos que ocurrer en el interior de la célula cuando
moléculas activadoras, como mitégenos o antigenos, sSe unen a la
superficie celular estimulando la mitosis.

Diversos trabajos realizados sobre 1la estimulacién de
linfocitos por mitéogenos o antigenos, nos pueden llevar a resumir
las secuencias bioquimicas en las sigulentes etapas: recepcion de
la seflal, alteraciones de la membrana plasmAtica, trausferencia de

la sefial de la membrana al nicleo y cambios er el nucleo.

4,.3,1, RECEPCION DE LA SERAL

En primer lugar, el mitégenc o antigeno ba de conectar con un
receptor de la superficie celular, probablemente una glicoproteina
(RESCH, 1979).

Parece ser, que la molécula activadora debe permanecer
conectada al receptor duraite un cierto tiempo para que se produzca
la sefial iniciadora del crecimiento celular, pero no es necesaria
su presencia cuando comienza la sintesis de DNA; incluso, puede ser

quitada varias horas antes de que ésta ocurra.

4.3.2. ALTERACIONES DE LA MEMBRANA PLASMATICA
- A) ENTRADA DE CONPUESTOS Al INTERIOR CELULAR:

Al poco tiempo, unos 20 minutos, de la conexion de la molécula

activadora al receptor de membrana, se intensifica la penetracion
en la célula de nucleésidos, azicares, aminoAcidos, fosfato, colina
y Ca**; también aumenta la actividad de la bomba §a* /K",

Algunos de estos incrementos se ha probado que son

irrelevantes en la activacién del Ilinfocito, pero otros son
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esenciales. Por ejemplo, hay evidencias de que el aumento del

transporte de la bomba Na*/K* es importante para la estimulacién de

los linfocitos. La mayor intensidad en el transporte Na*/K*, podria

representar un ajuste preparatorio para el incremento del volumen
celular, caracteristico de la transformaciéon blastica, o podria, de
alguna forma, estar relacionado con los cambios en la concentracién
del AXc en el linfocito estimulado. Algunos bioquimicos consideran
que la activacién del infocito requiere un descenso en la
concentiacién intracelular de ANPc, y puesto que la adenil-ciclasa
y la ATPasa Na*/K* compiten por el mismo ATP, la funcion
incrementada de la bomba Ba*/K* répidamente agotaria este ATP.

- B) CANBICS EN LOS LIPIDOS DE NENBRANA:

La estimulacién del linfocito conduce a un enriquecimiento en
la membrana de acidos grasos poliinsaturados. Como comsecuencia de
esto, los fosfolipidos de membrana se encueniran menos densamente
empaquetados, la membrana se bhace mAs fluida y el grado de
transporte resulta alterado.

- C) INTERPRETACION DE LOS CANBIOS E¥ LA NENBRANA:

El ligando, mitégeno o antigeno, se ume al receptor plasmAtico
y se piensa que activa a dos enzimas de membrana, fosfolipido-
metiltransferasa 1 y II (FNT 1 y FNT 11). las dos enzimas se
encuentran en sitios opuestos de la membrana: la FNT 1 contacta con
la parte intracelular y la FXT 1I con la extracelular. Esta
localizacién se debe a que el sustrato de FNT I, la
fosfatidiletanolamina (FE), esté situado principalmente en la parte
intracelular, mientras que el sustrato de FNT II, la
fosfatidilcolina (FC), esta orientado hacia la zona extracelular de
1# membrana.

Cuando se activa 1la FNT 1 metila a FE y la convierte en
fosfatidil-F-monometil-etanclamina (FXE). La FXNE es caracterizada
ahora por FNT I1I, que la transforma, por adicién de dos grupos
metilos, en FC. Los fosfolipidos metilados son transportados, por
tanto, desde la parte interna de la membrana a 1. externa,
siguiendo el mecanismo "flip-flop". Esta translocacién disminuye la

viscosidad lipidica y, Por lo tanto, aumenta la fluidez de ia
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membrana, facilitando los movimientos laterales de los receptores y

otras moléculas de membrana (HIRATA y AXELROD, 1980).

Se cree que el aumento de la fluidez afecta, al menos, a tres
importantes procesos. Primero, la ATPasa dependiente d4e Ca**,
2anzima que regula el flujo de este ién al interior celular, se
altera de tal forma que permite la entrada del mismo a la ctlula.
En segundo lugar, se afecta la ATPasa Na*/K*, intensificAndose el
transporte de estos dos iones. Finalmente, la adenilciclasz resulta
también afectada, influyendo en 1los niveles de A%XPc en el

citoplasma.

4,3,3., TRANSFERENCIA DE LA SENAL DE LA MEMBRANA
AL NUCLEOD

Esta es la fase de mayor importancia en el proceso de
activacién celular y la que se conoce con menor exactitud. No
obstante, en los ultimos afios parece haberrse aclarado la forma de
transmitir dicha sefial al nicleo celular.

Desde hace tiempo, se ha involucrado un hipotético segundo
mensajero como agente transmisor dz la informacién desde el
exterior al interior de la célula (el primer mensajero seria la
molécula externa estimuladora).

En primer lugar, se relacionaron los nuclestidos ciclicos,
AMPc y GNPc, con la regulaciér del crecimiento celular (PASTAN y
JOHNSON, 1974). HADDEN y HADDFE (1972) estudiaron la transformacion
blastica de 1los linfocitrs periféricos bhumanos inducida por
mitégenos, como la fitohemaglutinina o concanavalina A, ¥
observaron que, a los 20 minutos de adicionar el mitégeno, el nivel
de GMPc aumentaba unas 10 & 15 veces, mientras que el ANPc no
variaba. También encoantraron que el GMPc comenzzba a gemerarse e:n
el momento en que la fitohemaglutinina conectaba con la membrana
celular. Estos autores, por tanto, asumieron que el GNPc jugaba el
papel de mediadaor que transmitia la sefial desde la membrana al
nicleo, provocando la serie de acontecimientos bioquimicos
relacionados con el inicio de la proliferacién celular, incluyendo

acetilacién de histonas, fosforilacién de proteinas nucleares,
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aceleracién de 1la sintesis de RNA nuclear, estimulandose Ila
transcripcién.

Sin embargo, FOKER y cols. (1979) encontraron en cultivos de
linfocitos de raton en presencia de mitégenos, un aumento inicial
de los niveles de AMPc, que alcanzaba un mAximo a las 30 horas de
cultivo y coincidia con un pico de mAxima actividad de las protein-
kinasas, determinade por un incremento de las fosforilaciones de
ciertas proteinas.

Las protein-kinasas ANPc-dependientes, enzimas que fosforilan
una serie de proteinas aumentando o disminuyendo sus actividades
(GREENGARD, 1978), parecian estar implicadas =n es’e proceso, ¥y
existian evidencias al respecto (COFFINO y cols., 1976; HADDOX,
1980) .

Como vemos, no existia un acuerdo con respecto a un dnico
papel del ANPc 6 GMPc en el control del crecimiento, con
experiencias contradictorias en cuanto a la concentracién ¥y
actuacién precisa que estos mpetabolitos pudieran tener en 1la
proliferacien celular (KLEIN, 1982).

Otros candidatos para segundos mensajeros podian ser los iomnes
Ca**, Mg*+, Na* y K*. Las concentraciones intracelulares d~ estoe
iones dependen de sistemas de transporte (FAIDITCH y CUNKEINGHAX,
1977) y su captacién es estimulada por suero y factores de
crecimiento (McKEEHAN y McKEZHAN, 1980). Los iones activan varias

nzimas y procesos metabélicos, incluyendo las protein-kinasas y
ATPasas, estimulando la sintesis de proteinas y la produccién de
energia por el sistema glucolitico.

El Ca** tiene una concentracién extracelular éptima para ia
mitogénesis de 5x10°* N (HESEETH, 1979), no existiendo estimulacién
ni divisién si los niveles de Ca** extracelulares se mantienen
elevados. No obstante, esto no parece afectar a las células
neoplasicas (BOYTON y VHIFIELD, 1979). Parece ser, que el efecto de
los mitHgenos es, {nicialmente, favorecer la entrada de Ca** en la

célula. Las funciones del Ca** intracelular son mediadas

posteriormente por la calmodulina, una proteina ligadora especifica

para este 1é6n (CHEUNG, 1980; NEANS y DEDNAN, 1980).




Como hemos visto, todos los mensajeros anteriores podian

intervenir en el fenomeno de transmision de la sefial de membrana al
nucleo, activando la proliferacién celular.

En los ultimos afios, se ha tratado de conexionarlos a través
de un mecanismo comin que desencadenara todas las modificaciones
vistas anteriormente. Este mecanismo parece ser el metabolismo de
los fosfoinositoles de membrana (BERRIDGE, 1984). La hidrélisis de
estos fosfoinositoles de membrana puede representar una sefial
transductora fundamental que inicia una cascada, resuitando en la
movilizacien de Ca**, la activacién de protein-kinasa C, la
liberaciéon de Acido araquidénico {(para la sintesis de
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) y la estimulacién de
guanilato-ciclaca para formar GMPc (BERRIDGE, 1984).

Segun O'SHEA y cols. (1986), existen evidencias que sugieren
que dicho metabolismo estd implicado en la activacién de los
linfocitos T. No obstante, dada la importancia de ecte mecanismo en
la activacién, no sélo de los linfocitos T, sinc de gran nimero de

células, lo describiremos con mas detalle en el apartado siguiente.

4.3,4, CAMBIOS EN EL NUCLED

La activacién del 1linfocito va acompatiada de una serie de
modificaciones en el nucl20. Se han detectado reaciones enzimAticas
de acetilacién y fosforilacién de histonas y de otras proteinas
cromosemicas, después de que la molécula activadora se ha unido al
receptor de membrana.

la sintesis de DFNA ocurre 24 horas después de adicionar el
mitogeno al cultivo de limfecitos, alcanzando un maximo a las 72
horas.

El incremento en la formacién de RNA parece que afecta
solamente al RNA transferente y ribosémico. Para la sintesis de REA
mensajero no se hbha podido encontrar diferencias entre 1los
iinfocitos estimulados y los que no lo han sido.

Inmediatamente después de interaccionar el mitogeno com el
receptor, comienza la sintesis de proteinas, llegaido a alcanzar

niveles diez veces superiores a los del linfocito no estimulado.




4.4, PAPEL ESENCIAL DEL METABOLISMO
LOS FOSFOINOSITOLES DE MEMBRANA
EL CRECIMIENTO CELULAR

El metabolismo de los fosioinositoles de membrana const:t
un mecanismo central en la activacion mediada por receptores v
la transduccien de la sefial que se origina cuando son ocupad
estos receptores en una amplia variedad de tipos celulares (kU
1985) .

Asimismo, un gran nomero de agonistas d?!ferentes pued
estimular un incremenio en el metabolismo de los fosfolnositoles
membrana. Estos agonistas incluyen neurotransmisores clésicec
tales como acetilcolina (VEISS y PUTHEY, 1981), noradrenali
(PRFIC y cols., 1982), histamina (JONES y cols., 1979),
hidroxitriptaamina (FAI¥ y BERRIDGE, 1979), ademAs de moléculas mu
complejas, tales como los péptidos vasopresina, taquikininas
bombesina (HANLEY, 1985), sustancia P (VEISS y cols., 198¢
angiotensina <(BILLAH y MNITCHELL, 1979; PRICK y cols., 198
pancreocimina (CALDERON y cols., 1980), ceruleina (PUTHEY y cols
1983), factor 1liberador de tirotropina (TRF) (MARTIN, 19¢
REBECCHI y cols., 1983), factor de crecimiento derivado
plaquetas (PDGF) (BERRIDGE y cols., 1984) y factor de crecimien
epidérmico (EGF) (BERRIDGE y cols., 1984). En aquellos casos don
la farmacologia estad bien establecida, el cambio en el metabolis
de los fosfoinositoles es también especifico para uma clase
receptor particular, tales como el receptor colinérg!

muscarinico, el receptor ai-adrenérgico, el receptor H
histaminérgico o el receptor V.-vasopresinérgico.

4 4.1, METABOLISMO DE LOS FOSFOINOSITOLES ©D
MEMBRANA
El término colectivo de los fosfoinositoles ha sido usado pa:
describir los tres fosfolipidos aniénicos que contienen mioinosite
en sus grupos principales (BERRIDGE, 1981). La forsa mAs abundant
es fosfatidilinositol (Ptdlms) que contiene mioinositol ligado
fosfato a través del grupo hidroxilo en posicién 1. Los otros dc

miembros estan formados por fosforilacion secuencial de grupc
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hidroxilc en las posiciones 4 y £ del Ptdins. Las membranas

«ontienen una fosfatidilinositol-kinasa (PtdIns-kinasa), que
fosforila especificamente 2] grupo hidroxilo en la posicién 4 para
producir fosfatidilinositol-4-fosfato (Ptdlas4 P . Una
fosfatidilinositol-4-fosfato-kinasa (PtdIns4P-kinasa) fosforila el
grupo hidroxilo en 1la posi..én 5 para formar fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato (PtdIns4,5PF.). La conversién del fosfatidilinositol
en estos dos polifosfoinositoles puede ser reversible por dos
fosfomonoesterasas, que =aspecificamente separan fosfato de las
posiciones 5 y 4.

Las kinasas y fosfomonoesterasas que mantienen este equilibrio
dinAmico entre estos tres lipidos son algunas de las enzimas
celulares mAs activas.

La interaccién de un agonista con su receptor induce la
hidrélisis de PtdIns4,5P: por la enzima fosfodiesterasa para formar
dos compuestos intracelulares transmisores de la sefial,
diacilglicerol e inositol-1,4,5-trifosfato (Insl, 4,5Fs) (BERRIDGE,
1984). Los dos productos formados durante la bhidrolisis de
PtdIns4,5P. son conservados en su mayoria y se introducem ea un
ciclo lipidico y en un ciclo de inositol-fosfato, que finalmente se
combinan para formar Ptdlms.

Una inositol-trifosfatasa activa, defosforila especificamente
Insl,4,5Ps a inositol-1,4-bifosfato (Insl,4Pz) (DOVEES y cols.,
1082). 1lambién hay evidencias de que una inositol-bifosfatasa
convierte 1Insl,4P: a inositol-l1-monofosfato (InslP) (BERRIDGE y
cols., 1983). El1 paso final seric la conversién de InslP a
micinositol 1ibre por una inositol-1-fosfatasa.

Por otra parte, una diacilglicerol-kinasa fosforila
diacilglicerol para formar scido fosfatidico (PA), el cual
{nteracciona con citidina-trifosfato (CTP) para formar citidina-

difosfato-diacilglicerol. Este ultimo se recombina con inositol

para rellepar el "pool® de Ptdlns, con loc cual, se cierra el ciclo.

El sustrato inmediato para estimulacién por el receptor es
PtdIns4,5Pz, que debe ser constantemente repuesto por fosforilactén

de Ptdlns usando las enzimas kinasas descritas anteriormente.
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Parece ser, gue la formacién de fosfoinositoles es dependiente de
energia en forma de ATP (BERRIDGE, 1984).

lLas células ©parecen tener un "pool® de inositoles
relativameunte pequefio, sensible a la estimulaciéon de receptores pes

sus agonistas, que quizds se localice cu la membraca plasmatica. El

mantenimiento de este "pool® dependerd del balance entre 1la
propoicién en que los fosfoinositoles son degradados por el
mecanismo del receptor y la proporcién de sintesis. Un nivel alto
de mioinositol libre puede ser esencial para la resintesis y, de
este modo, contrarrestar la degradacién mediada por el receptor. Un
ejemplc de esto, lo tepmemos con el litio, el cual inphibe a la
enzima mioinnsitol-1-fosfatasa, que libera el mioinositol libre
necesario para resintetizar Ptdlns, y quizds de esto, dependa su
accion terapeutica en el control de la enfermedad maniaco-depresiva
(BERRIDGE, 1984).

Por tanto, cualquier prnceso que interfiera con el aporte de
inositol libre podria determinar cambios en la sensibilidad del
receptor por alteracién de la cifra del “"pool® de inositoles,
requerido para transmitir la sefial de estimulacién de dicho

receptor.

4.4.,2. FORMACION DE SEGUNDOS MENSAJEROS

Deciamos antes, que la consecuencia de la hidrélisis agonista-
dependiente del PtdIns4,5F: es la formacién de Insl,4,5Ps ¥y
diacilglicerol. BEstos dos productos funcionan como segundos
mensajeros activando dos mecanismos de sefiales independientes, pero
paralelos.

El 1Insl,4,5Ps actua liberando Ca** de los reservorios
intracelulares (BERRIDGF e IRVINE, 1984; JOSEPH y cols., 1984a;
JOSEPH y cols., 1984b; PRENTKI y cols., 1984; STREB y cols., 1984),
No se ha estabtecido del todo el mecanismo por el que el Insl,4,5P
libera Ca** interno. Pudiera ser, que actuara sobre un receptor
interno para estimular la liberaciom, o también, pudiera inhibir el
mecanismo de recaptacién responsable de secuestrar el Ca*”
intracelular (BERRIDGE, 1984). También, puede que exista un
incremento en la permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca**,
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pero la relacién entre el metabolismo de los fosfoinositoles y la

entrada de Ca** todavia no ha sido establecida.

Estudios con fibroblastos 3T3 de raton Swiss, bhan permitido
comprobar que 1( liberacién de Ca** intracelular es especifica de
un determinado fosfoinositol de membrana (IRVINE y cols., 1984;
IRVINE y cols., 1986) . Asi , el inositol-1,4,5-trifosfato
(Insl,4,5P:) moviliza Ca** intracelular con una dosis media de 0,3
uM, de forma similar al! inositci-1,2-4 ciclico,5-trifosfato
(Insl,2cic4,5P3). El inositol-1,3,a-trifosfato (Insl,3,4Fs)
requiere una dosis media de 9 pM para producir el mismo efecto. El
inositol-2,4,5-trifosfato (Ins2,4,5Ps) y el glicercfosfoinositol
4,5-bifosfato (GroPIns4,5P:) requerian una dosis media de 1,6 K,
el 1inositol-4,5-bifosfato (Ins4,5P:) de 20 pX, mientras que el
inositol-1,4-bifosfato (Insl,4P2) y el inositol-1,3,4,5-
tetrafosfato (Insl,3,4,5P.) eran inefectivos para liberar Ca*™
intracelular. Por tanto, parece ser que los grupos fosfato en las
posiciones 4 y 5 son esenciales para el efecto movilizador de Ca*"
del inositol-trifosfato, y que ademds, se requiere un grupo fosfato
en la parte opuesta de la molécula, con preferencia en la posicién
1.

El otro producto principal de la hidrélisis de Ptdlns4,5FP: es
el diacilglicerol, el cual es capaz de activar a la protein-kinasa
C en un complejo proceso que requiere Ca*" ¥y fosfatidilserina como
cofactores (ROZEEGURT y cols.. 1983; ROZEBGURT y cols., 1984;
ROZENGURT y cols., 198%).

Un aspecto particular de esta kinasa C, es que puede ser
activada por los ésteres de forbol, los cuales, son promotores
tumorales (BERRIDGE, 1984; ROZENGURT y cols., 1983; ROZENGURT y
cols., 1984).

Cuando esta kinasa C es activada por el diacilglicerol o por
ésteres de forbol (FISHIZUKA, 1984a), fosforila proteinas celulares
especificas, que después contribuyen a varios procesos fisiolégicos
(particularsente secrecion y proliferacion), especialmente aquellos
que ocurren a muy bajos niveles de Ca™".

La accién de segunud pensajero del diacilglicerol es terminada

por dos mecanismos. puede ser fosforilado a acido fosfatidico por
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una diacilglicerol-kinasa, y éste, puede entrar em el ciclo de
resintesis de Ptdlns (como deciamos anteriormente) o puede dar
lugar a Acido araquidénico por m-dio de una fosfolipasa Az A&cido
fosfatidico especifica (DAVSON y cols., 1984). Por otra parte, e}
diacilglicerol puede ser convertido en Acido araquidénico por medio
de una diacilglicerol-lipasa (PRESCOTT y MAJERUS, 1983).

El &cido araquidénico, o uno de sus metabolitos, puede a su
vez estimular la guanilato-ciclasa para formar GNPc a partir de
GTP, y también, puede derivarse hacia 1la sintesis de
prostaglandinas (BERRIDGE, 1984).

Por tanto, 1la hidrélisis de Ptdins4,5P: por agoristas
representa una bifurcacién er el mecanismo de transmisién de la
seflal que resulta en la formacién de dos segundos mensajeros
diferentes. Un brazo de este mecanismo depende del diacilglicerol,
el cual, activa la kinasa C, y ésta, fosforila proteinas celulares
especificas, mientras que el otro mecanismo depende del Insl, 4,5Ps,
el cual, incrementa el Ca** intraceluiar, y éste, actia a través de
la calmodulina para fosforilar otro grupo de proteinas diferentes.
Los dos mecanismos pueden contribuir a la respuesta final actuando,
bien de forma cooperativa o de forma sinérgica. La importancia
relativa de cada mecanismo puede estar referida al tiempo de
actuacisén. El Ca** puede ser responsable de la iniciacién, mientras
gque el diacilglicerol puede tenmer mAs importancia en mantener la
respuesta (KOJIMA y cols., 1983).

El sistema bifurcador de sefiales genera un repertorio diverso
de segundos mensajeros intracelulares que ocupan estos receptores
con la versatilidad necesaria para controlar un amplio rango de los
procesos celulares, incluyendo la proliferacién celular.

Los dos acontecimientos iénicos principales que contribuyen al
establecimiento de la proliferacion celular son cambios en el nivel

de Ca** y la activacién de un transportador de intercambio iénico

Ea‘/ﬂ*.'que expulsa protones al exterior celular e introduce HNa*,

creando una marcada alcalinizacién del citoplasma (BERRIDGE, 1984).
El aumento del nivel de Ca** vendria determinado por el

Insl,4,5Ps, mientras que la activacién del transportador de Na* ¥
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H* vendria dada por el diacilglicerol, a través de la protein-
kinasa C.

El AMPc también parece contribuir a la accison mitogérnica de
algunos factores de crecimiento. Parece ser, que el Acido
araquidénico, producido a partir del diacilglicerol, puede
derivarse a la formacién de una prostaglandina de tipo E, la cual,
funciona de forma autocripa activandc la adenilato-ciclasa, y ésta,
transforma ATP en ANPc (BERRIDGE, 1984).

Por tanto, 1la Dhidrélisis de PtdIns4,5P. puede ser unm
acontecimiento clave en la accién de agentes mitogénicos, porque
inicia una cascada de seflales que resultan en niveles elevados de

. Ca**, AMPc y Na*, asi como una caida en los niveles de H*.

4.4,3, EJEMPLOS DE UTILIZACION DEL. METABOL.ISMO
DE LOS FOSFOI' JSITOLES DE MEMBRANA PARA
TRANSMITIR L~n SERAL DE ESTIMULACION DE
LA PROLIFERACION CELULAR

Este mecanismo de transmisién de la sefial que estimula la
proliferacién celular ha sido observado en varios tipos celulares
(POUYSSEGUR y cols.,1982; MOOLENAAR y cols., 1983; L'ALLEMAIN y
cols., 1984; PARIS y POUYSSEGUR, 1984). Igualmente, dicho mecanismc
puede ser estimulaé: por una amplia variedad de factores de
crecimiento (ROZENGURT, 1985; ROZENGURT y MENDOZA, 1985).

Los fibroblastos 373 de ratén Swiss son una de las células en
las que el mecanismo anterior ha sido mejor estudiado (BERRIDGE y
cols., 1984; IRVINE y cols., 1984; HASEGAVA-SASAKI, 1985; IRVINE y
cols., 1986: ZACHARY y cols., 1986; MENDOZA y cols., 1986).

La bombesina (ROZENGURT y SINNETT-SMITH, 1983) y péptidos
estructuralmente referidos (ROZENGURT 1y SIWNETH-SMITH, 1983;
ZACHARY y ROZENGURT, 1985), al igual que otros factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) (ROSS y VOGEL, 1978), y el factor de crecimiento derivado de
fibroblastos (FDGF) (DICKER y cols., 1981; RNZENGURT y cols.,
1982), estimulan directamente la sintesis de DNA y la divisién en

las células 3T3. Este efecto es mediado por receptores de alta

afinidad, especificos para cada factor de crecimiento (ZACHARY y
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ROZENGURT, 1985), € 1incluso, en el caso de la bombesina

es
blogqueado por un antagonista del mismo (JENSEN y cols., 1984;

ZACHARY y cols., 1986), la sustancia P. Sin embargo, el mecanismo
de transmisién de la sefial de estimulacién de la proliferacién
celular parece ser el mismo para los distintos factores de
crecimiento.

Este mecanismo parece ser un incremento en el mecanismo de los
fosfoinositoles de membrana, que determina un aumento de inositol-
1,4,5-trifosfato (Insl,4,5Ps) y de diacilglicerol en las células
3T3. El1 1Insl,4,5Ps actia de segundo mensajero Iinduciendo la
movilizaciéon de Ca** de los depésitos intracelulares (BRCVN y
cols., 1984; BERRIDGE y cols., 1984; HASEGAVA-SASAKI, 1985; IRVINE
y cols., 1986). El diacilglicerol parece actuar activando una
proteina de 80000 de Pm (denominada 80k) .

Varios hechos parecen confirmar que esta proteina se trata de
la protein-kinasa C, la cual, puede ser activada también por
ésteres de forbcl (NISHIZUKA, 1984b), como deciamos antes. Estos
hechos son los siguientes:

- a) Esteres de forbol biolégicamente activos o diacilglicerol
afiadidos de forma exbégena (ROZENGURT y cols., 1984) o de forma
endégena  (ROZENGURT y cols., 1983) estimulan una rapida
fosforilacién de esta proteina.

- b) El pretratamiento prolongado de células 3T3 con ésteres
de forbol, que conuuce a un descenso marcado en el nimero de sitios
de enlace de ésteres de forbol especificos (COLLIES y ROZEBGURT,
1962a; COLLINS y ROZENGURT, 1982b; ROZENGURT y COLLINS, 1983;
COLLINS y ROZENGURT, 1984) y a la desaparicién de la actividad de
protein-kinasa C "in vitro® (RODRIGUEZ-PENA y ROZENGURT, 1984;
ROZENGURT y cols., 1985), bloquea el incremento en la fosforilacién
de la proteina 80k, propio de 1los ésteres de forbol ©
diacilglicerol.

- ¢) La uisma fosforilacién de la proteina 80k puede ser

generada en extractos libres de células por activacion de protein-

kinasa C (RODRIGUEZ-PENA y ROZENGURT, 1936).
Estos hechos pareceln coanfirmar que la p
la protein-kinasa C, la cual, puede jugar un papel fundamental en

roteina 80k se trata de
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la estimulacién de la proliferacién de fibroblastos (ROZENGURT y
cols., 1983; ROZENGURT y cols., 1985).

Por otra parte, se ha visto que varios mitégenos estimulan la
entrada de Na* en células 3T3 (MENDOZA y cols., 1980a; MENDOZA y
cols., 1980b; DICKER y ROZENGURT, 1981; LOPEZ-RIVAS y cols., 1984)
a través de un sistema de cotransporte Na*/H*. Este sistema
incremanta el Na* intracelular y causa una alcalinizacién del
citoplasma (SCHULDINER y ROZENGURT, 1982; BURNS y ROZENGURT, 1983;
CASSEL Y cols., 1983; BURES y ROZENGURT, 1984; VARA y cols., 198%).
Puesto que la actividad de la bomba Fa'/K* es regulada por Na*
intracelular (SNITH y ROZENGURT, 1978), bay uma estimulacién
secundaria de la actividad de la bomba Fa*/K*, incrementando el K~
intraceiular y restaurando el gradiente electroquimico para el Na*
(ROZERGURT y EEPPEL, 1975; LOPEZ-RIVAS y cols., 1982).

Estos cambios rapidos de los flujos de Na*, K* e H* ocurren en
una variedad de otros tipos celulares tras su estimulacién
mitogéniza (KOCE vy LEFFERT, 1979; MCOLENAAR y cols., 1981;
MOOLENAAR y cols., 1982; BENOS y SAPIRSIEIN, 1983; FELEER y BRAND,
1083; OVEN y VILLEREAL, 1983; MOOLENAAR y cols., 1984, POUYSSEGUR y
cols., 1984), y parecen deberse a la fosforilacién de la protein-
kinasa C, la cual, parece ser la responsable de la activaciéon del
sistema de cotransporte Na*/H* (VARA y cols., 1985; MENDOZA y
cols.,1986). De ahi, la importancia de ia protein-kinasa C en la
estimulacién de la proliferaciém celular.

§o obstante, algunos factores de crecimiento como la insulina
y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) parecen estimular el
cotransporte §a~/H* por un mecanismo desconocido, pero que €S
independiente de la protein-kinasa C (VARA y ROZENGURT, 1985).
Quizas, este mecanismo pudiera ser la activacion de otra proteina,
ya que se bha asociado a los receptores para los factores de
crecimiento epidérmico (BGF), insulina e insulinico I (IGF-1), com
la actividad tirosin-kinasa, la cual, parece estar ea relacién
estrecha con el control de la proliferacién celular (HASEGAVA-

SASAKI, 1985).
Ademas, se ha comprobado que la tirosin-kinasa es una parte

integral de la molécula del receptor para el factor del crecimiento
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derivado de plaquetas (PDGF), el cual, estimula la fosforilacién de
una proteina tirosin-especifica (HASEGAVA-SASAKI, 1985).
Por tanto, el PDGF puede inducir la proliferacién celular a

través de dos mecanismos, el metabolismo de fosfoinozitoles de

membrana y la tirosin-kinasa, aunque se desconoce la conexitn que

pudiera haber entre ambos. Es posible, que ambos mecznismos actuen
sinergicamente en la iniciacién de la proliferacién celular.

Otra de las célvlas en cuya activacion parece estar
involucrado 21 metabolismo de los fosfoinositoles de membrana es el
linfocito T, y existen varias evidencias al respecto:

- a) La activacién de células T inducida por mitogenos y por
antigenos, asi como la fijaciéon de anticuerpos al complejo receptor
de la célula T, parece asociarse con un incremento en el Ca*~
intracelular (TSIEN y cols., 1983; HESKETH y cols., 1983; SHAPIRO ¥y
cols., 1985; OETTGEN y cols., 1985).

- b) Los ésteres de forbol, activadores farmacolégicos de la
protzin-kinasa C, ban mostrado también su capacidad para uactivar
linfocitos T (VEISS y cols., 1964; TRUNEH y cols., 1983).

- ¢) La activacién de células T estd asociada con un
incremento de 1iiositol-trifosfato (Insl,4,5Ps) (INBODEN y STOBO,
1985), asi como de polifosfoinositoles (PtdlnsdP y PtdIns4,5P:)
(TAYLOR y cols., 1984; BUOH y cols., 1985).

Por tanto, parece ser que uno de los primeros acontecimientos
en la activacién de los linfocitos T es la estimulaciér de la
enzima que fosforila al fosfatidilinositol (fosfatidilinositol-
kinasa).

O'SHEA y cols. (1986) han logrado detectar esta enzima en la
membrana de linfocitos T murinos y bhan llegado a caracterizarla. Es
una proteina con Pm de 60000 aproximadamente, dependiente de Hg** 6
Mn**, que utiliza como sustrato preferente GTP y cuya actividad es
inhibida por fosfatidilinositol-4-fosfato (Ptdlns4éP) y por
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PtdInsé4,5Pz). Esta actividad
enzimatica tiene similares caracteristicas en membranas derivadas

de un hibridoma de células T, timocitos y clones de células T

(0*SHEA y cols., 1986).




Por dltimo, hay que resefiar que algunos oncogenes, cuya

funcién se desconcce aun, pueden también codificar proteinas que

participan en el mecanismo receptor que usa inositol-trifosfato
(Insl,4,5Ps) y dlaciiglicero! como segundos mensajeros.

Asi, el gen v-ros del virus del sarcoma aviar VR2 y el gen v-
src del virus del sarcoma de Rous codifican proteinas gque pueden
fosforilar Ptdlns para dar lugar a Ptdins4P y PtdIns4,SF: (MACARA y
cols., 1984; SUGINOTO y cols., 1984). AdemAs, el gen v-src puede
fosforilar diacilglicerol para formar &cido fosfatidico (SUGINOTIO y
cols., 1984).

También, el gen v-sis del virus del sarcoma de simio codifica
una proteina que es casi idéntica al factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF) (DOOLITTLE y cols., 1983) y el gen erb-B
produce una proteina que es muy similar a una parte del receptor
para el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (DOVEVARD y cols.,
1984).

Por tanto, se ha encontrado que los oncogenes pueden modificar
al menos tres aspectos claves del mecanismo procesador de lz sefial
que emplean los fosfoinositoles. Codifican uno de los factores de
crecimiento (sis), un receptor para factor de crecimiento (erb-B) y
también enzimas (ros y src) que proveen el sustrato 1lipidico
requerido para estos receptores.

Por otra parte, se ha visto que células 373 transformadas por
tres genas diferentes “ras’ presentan niveles alterados de
PtdIns4,5P. y de sus catabolitos (FLEISCHMAN y cols., 1986).

Todo esto parece demostrar gue existe una posible relacién
entre los oncogenes y el metabolismo de los fosfoinositoles de
membrana, aunque la relacién exacta se desconoce. De todos modos,
este hecho puede indicar que las células neoplasicas utilizan los
mismos sistemas de estimulacién de la proliferacién celular que las
células normales, y que la diferencia entre ambas estaria en la

iptensidad de funcionamiento de dichos sistemas.
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LA LINEA NIH 3T3 COMO MODELO DE
CRECIMIENTO CELULAR

La linea celular N!H 3T3 fue seleccionada originalmente por

repetidos pases de cultivo, & baja densidad, de células
embrionarias de ratén (TODARO y GREEN, 1963), Posteriormente, esta
linea celular continua fue desarrollada por JAINCHILL y cols.
(1969), a partir de cultivos embrionarios de ratén Swiss, para el
estudio de la infeccién y transformacién de células por virus del
complejo sarcoma-leucemia murino.

Los fibroblastos de ratén 3T3 exhiben una forma de control del
crecimiento, en la cuval, las células alcanzan sé6lu una baja
dencsidad de saturacién y pueden permanecer durante largcs periodos
en un estado viable de monocapa (TODARO y GREEN, 1963; STOKER y
RUBIN, 1967). La densidad de saturacién depende marcadamente de la
coucentracién de suero, y este efecto de la concentracién parece
atribuible a la disponibilidad de sustancias especificas promotoras
del crecimientc en el medic y a la liberacién de inhibidores del
crecimiento «celular <(HOLLEY y KIERNAN, 1968; DULBECCO y
STOKER, 1970; STOKER y PIGGOTT, 1974; THRASH y CUNNINGHAM, 1975;
STECK y cols., 1979). No obstante, se bha comprobado que el
crecimiento de célulac 3T3 puede ser reiniciado por la adlcién de
mitégenos (VOGEL y cols., 1980).

El crecimiento de células normales "in vitro" esta sujeto a un
control altamente efectivo que da lugar al cese de «<icho
crecimiento cuando se alcanza una densidad celular especifica. Dos
hipotesis principales intentan explicar esta regulacién:

- a) La inhibicién del crecimientc por mecanismos dependientes
de densidad, debido a depleccion del medio (HOLLEY y EIENAN, 1968)
o0 a la acumulacién de moléculas inhibidoras en el medio (ESU y
cols., 1984).

- b) Inhibicién del crecimiento por interacciones especificas
célula-célula (inhibicién del crecimiento por contacto) a través de
glicoproteinas de membrana plasmatica (iAKOMOR! y cols., 1974;
VHITTENBERGER y GLASER, 1977; FAKANURA y cols., 1983; PETERSON y

LERCH, 1983).
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Con respecto a la primera hipétesis, DUNN e IRELAND (1984) han
sugeridc que el fenémeno de inhibicién de la proliferacison que se
da en las células 3T3 (tarbién conocido como topeinhibicién) se
debe a la depleccién local ce algin factor de crecimientn, debido a
que los centactos celulares 4ificultan la difusién del mismo. Estos
autores han demostrado que estimulando el flujo forzado de medio en
los cultivos celulares a través de una pequefia bomba se puede
incrementar la cifrs de crecimiento de células 3T3, lo cual
refuerza la hipétesis antericr. No obstante, DUNN¥ e IRELAND (1984)
sugieren que dicno zZccanismo de inhibicién podria deberse también a
ia liberacién por parte de las células de un factor soluble
inhibidor, que seria transportado por el flujo al resto del
cultivo, y que explicaria el que las células de los extremos, donde
los contactos entre las mismas son menores, también se encuentren
inhibidas.

Se ha visto que el tratamiento de cultivos de células GT3 que
proliferan espaciadamente con medio condicionado por exposicion a
cultivos de células 3T3 inhibidas por densidad, da lugar a umna
inhibicién del crecimiento y de la divisién en las células diana,
cuando se comparan con ur tratamiento similar con medio no
condicionado (STECK y cols., 1979). Esta actividad inhibitoria fue
fraccionada, obteniendo una preparacién q.e exhibia inhibicién
reversible del crecimiento e interaccién diracta con células diana
3T3 (SIECK y cols., 1982 VOSSS y cols., 1982). Esta fraccion,
designada como FGR-s (fibroblast growth regulator, soluble form),
contenia dos polipéptidos principales, de Pm 10000 y 13000,
respectivamente (VANG y cols., 1982).

Usando procedimientos similares VELLS y MALLUCCI (1983) han
demostrado que cultivos secundarios de fibroblastos embrionarios de
ratén liberan 21 medio un factor imhibidor, cuya composicién
polipeptidica y caracteristicas fisicoquimicas, coinciden
estrechamente con las del FGR-s.

¥as recientemente (HSU y cols., 1984; HSU y VANG, 1986), se ha

obtenido un anticuerpo monoclonal que neutraliza la actividad de

FGR-s y que se liga especificamente al polipéptide de Pm: 13000,




por lu que éste parece ser e! responsable, al menos en parte, de la
actividad inhibidora observada.

Por tanto, estos resultados parecen indicar que se ha
purificado un factor soluble regulador que actia inhibiendo la
proliferacion de los fibroblastos 3T3 de forma autocrina.

Y y cols. (1985) han demostrado que ciertas lineas celulares
similares a fibroblastos humanos pueden secretar un factor que
inhibe 1la proliferacién de varias lineas celulares tumorales,
aunque no se ha demostrado si el mecanismo de actuacién es similar
al del factor encontrado en las células 3T3.

En cuanto a la segunda hipétesis, de la que hablabamos antes,
aunque las moléculas que se supoue estén involu-radas en la
inhibicién por contacto del crecimiento, han sido sélo pircialmente
purificadas (RABEN y cols., 1981; NAKANURA y cols., 1984a) existen
claras evidencias de que dicha imhibicién, ejercida por e mbranas
plasmAticas o por proteinas de membrana purificadas, s de
naturaleza especifica. Los procesos caracteristicos de cultivas ac
alta densidud pueden ser inducidos por la adicién de membranas
plasmiticas aisladas, o0 de moléculas de membrana plasmatica
solubilizadas, a células que crecen espaciadamente (RABEF y cols.,
1981; NWAKAMURA y -ols., 1983; VIESER y cols., 1985).

()tras experiencias (VHITTENBERGER v GLASER, 1977; HATRAJ ¥y
DATTA, 1978; VALE y cols., 1984) han demostrado que fracciones de
la membrana celular puede regular la replicacion de células 3T3.
LIEBERMAN y GLASER (1981) sugirieron que tales componentes de la
membrana podian ser similares a factores involucrados en la
adhesisn celular. Estos factores parecen temer ciertas propiedades:
inhiben especificamente a la célula de origen; no inhiben a células
transformadas; la inbibicion de l2 replicacién no parece ser total;
la inhibicién es reversible.

VHITTENBERGER y cols. (1978) demostraron que 2 ug de membrana
plasmatica aislada de células 313 producian uc 50% de inbibicién de
la replicacién de dichas células. Este efecto podia ser

contrarrestado por la adicién de un exceso de suero, y la actuacién

inhibidora parecia deberse a un ipcremento de la proporcién de

células en G., implicando un bloqueo fisiolégico en Go O um
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intervalo prolongado de G,. lLa s acia inhibidora parecia ser una
proteina de membrana, siendo solubilizada por

octoglucasido.

el dztergente

Tres lineas de evidencias parecen involucrar a glicoprote.nas

de membrana plasmidtica en la inhbibicien del
dependiente de contacto (VIESER y OESCH, 1986):

crecimiento

- a) La inhibicién dei crecimiento causada por la adicién de
membranas plasmAticas se redujo extensamente cuando dichas
membranas se aislaron de células previamente tratadas con
tunicamicina (WEISER y cols., 1985), un antibiético que inhibe la
sintesis de la porcien oligosacarida de glicoproteinas ligadas a
asparagina.

- b) La inhibicién del crecimiento fue reversible por
tratamiento con NalQs de proteinas inmovilizadas.

- ¢) La inhbibicién del «crecimiento fue reversible por
tratamiento con B-galactosidasa de moléculas de membrana plasmatica
‘amovilizadas.

El hecho de que las células transformadas no sean sensibles al
mecanismo de inhibicisn de la proliferacion celuiar por contacto,
podria explicarse porque estas células tienen un defecto em los
receptores de glicoproteinas invclucradas en dicho mecanismo
(NAKAXURA y cols., 19€4b), aunque la maquinaria intracelular que
procesa la sefial originada en €s0S receptores esta intacta
(PETERSON y LERCH, 1983).

Por tanto, parece ser que las glicoproteinas de membrana
parecen estar involucradas en el control del crecipiento de las
células 23T73. Una de las glicoproteinas que podria intervenir em
dicho control es la fibronmectina, la cual es uno de los factores
promotores de la adhesién celular mejor caracterizados, y se sabe
gue esta involucrada en mediar la fijacién de fibroblastos a
colageno (FAGATA y cols., 1985) y a proteoglicanos (LARK y CULP,
1984). JONES y cols. (1986) han demostrado que la glicosilacien de
la fibronectina es muy importante para dicha funcién, ya que modula
la adhesién y la expansién de 10S fibroblastos.

Otros autores bar referido el papel de las glicoproteinas

(NATRAJ y DATTA, 1978: KINDERS y cols., 1980; MANNINO y cols.,
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1981; YAOI, 1984) y de los glicosaminoglicanos (FRITZE y cols.,
1985) en el control del crecimiento. No obstante, el tratamiento
con tripsina de las membranas plasmaticas alsladas, tiene
relativamente poco efecto sobre su actividad inhibidora (VIESER y
cols., 1985), por 1lo que ©parece poco probable que los
glicosaminoglicanos sean responsables de los efectos observados.

HEIMARK y SCHVARTZ (1985) han demostrado que las interacciomes
membrana-membrana juegan un papel muy importante en la regulacién
del crecimiento de células endoteliales. Estos autores piemsan que
la proteina inhibidora, tanto en células 373 como en células
endoteliales, podria estar localizada a nivel de los complejos de
unién intercelular. MURPHY y cols. (1983) identificaron por medio
de anticuerpos monoclonales una proteina de Pm: 100000, localizada
a nivel de dichos complejos. Puede que esta proteina sea el agente,
o uno de los agentes, responsable del efecto inhibidor referido
anteriormente.

Por otra parte, se ha visto que las proteinas del
citoesqueleto, aparte de estar involucradas en la morfogénesis
celular, podrian intervenir en la formacién de contactos por parte
de fibroblastos cultivados y en el control de su proliferacién. Una
de estas proteinas puede ser la vinculina, la cual, tiene un Pm de
130 Kd, y se localiza en zomas de contacto y unién iptercelular.
UNGAR y cols. (1986) han propuesto gie la sintesis de vinculina, al
igual que 1la de otras proteinas del citoesqueleto (actina,
tubulina, citokeratina), tienme un mecanismo de control ®feed-back®,
sansible a los contactos intercelulares y a los contactos entre las

células y el sustrato. Estos autores han demostrado que la sintesis

de wvinculina es mucho mis baja en cultivos de fibroblastos

espaciados, que miestran cifras maximas de proliferacién, que en

cultivos con alta densidad celular. Igualmente, dicha sintesis es

mucho menor em células proliferantes no adheridas, en experimentos

donde e1 sustrato esté alterado.

Estas observaciones demuestran el papel de los contactos

intercelulares en la regulacién del crecimiento, y suglerea que

proteinas, tales couc la vinculina, la cual estad involucrada en la



construccién de las estructuras celulares, participan en dicha
regulacién.

IVANYI (1987) ha examinado el fenotipo antigénico de la linea
celular NIH 373, usando anticuerpos monoclonales y aloantisueros
especificos para antigenos H-2 y varios no-H-2.

El fenotipo de la linea celular NIH 373 examinada era H-29,
Qa-2, Ly-6.2, Thy-1.2, Ly-23.2 y 9F 3*. La expresién de antigenos
H-2 (K=, D=/L=) fue menor que en los linfocitos T de la cepa Bl0.Q
(H-22), y la expresién de Qa-Z2 fue muy baja. Del complejo Ly-6, el
antigeno Ly-m6.2A fue el mAs fuertemente expresado, mientras que
Ly-m.6B, Ly-m.6C y los antigenos ThB y H9/25 no se detectaron.

RICE y O'BRIEN (1930), estudiaron con detalle ia historia
genealogica de la cepa salvaje de ratones Swiss, demostrando sus
experiventos que esta colonia salvaje retenia, aproximadamente en
la mispzy extensién, la variabilidad genética encontrada en
poblaciones murinas O humanas naturalas. Por tanto, no existe un
receptcr singénico para la linea celular NIH 3T3 (obtenida a partir
de rotones Swiss). No obstante, IVANYI (1987) identificé dos cepas
endogamica= de ratam, B10.Q y DBA/1, cuyos antigenos eran idénticos
a los examinadc- er su estudio sobre las células ¥1H 313, por lo
que dichas cepas tielen um uso potencial para el trasplante con
estas células.

El hecho de que la linea celular NIH 3T3 no se originara a
partir de una cepa endogAmica de raténm, podria determinar que
inicialmente fuesra heterogénea, ya que el subclonaje en diferentes
laboratorios podria originar diferentes sublineas. Esto, junto con
la facilidad para la tramsformacion espontdnea, caracteristica de
las células NIH 313 a alta densidad (LEMOINE y cols., 1987), puede
explicar el que el fenotipo antigénico de la linea NIH 3T2 obtenido
por otros jaboratorios en un futuro pueda ser diferente del

obtenido por IVANYI (1987).
Las células NIH 373 han sido ampliamente usadas para el

estudio de oncogenes activados en DNA derivado de tejidos

neoplasicos, ya que esta linea de fibroblastos de ratén es un

ptor para la transferencia de DNA y es susceptible de
produciendo

eficiente rece
n completa por un s6lo oncogén activado,

transformacio
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focos de ceélulas transformadas que pueden

ser detectados
directamente por inspeccién de los cultivos en monocapa (KRONTIRIS

y COCPER, 1981; SHIH y cols., 1981; GOLDFARB y cols., 1982; LAND y
cols., 1983). No obstante, la facilidad para la transformacién
espontanea en alta densidad de cultivo, de la que hablAbamos antes,
puede dificultar esos estudios. Es por ello, por lo que LEXOINE y
cols. (1987) recomiendan para dicho fin utilizar cultivos con una
baja densidad celular iniciai, los cuales, son mAs apropiados para
ia deteccion de actividad transformante (SPANDIDOS, 19568).

Asimismo, se han utilizado anticuerpos monoclonales
desarrollados tras la inmunizacién de ratones con células NIR 313
transformadas por oncogenes, en un esfuerzo de identificar
antigenos de la superficie celular asociados con algun oncogén
activado. De esta forma, se han definido determinantes antigémicos
expresados en la superficie celular, que podriam estar relacionados
con los fensmenos de transformacién neoplasica (DREBIN y cols.,
1984; SATO y cols., 1987). AdemAs, 1la inoculacién de ratones
inmunocompetentes con cél:las NIH 3T3 transformadas ha sido usada
para estudiar genes que podrian ser especificos del fenotipo
metastatico (BERNSTEIN y VEINBERG, 1985). Para este tipo de
estudios, es deseable que el receptor inmnocompetente sea también
histocompatible con las células N1H 373 inoculadas, para excluir la
respuesta inmune frente 2 antigenos de histocompatibilidad extrafios
en un experimento dado.

Deciamos anteriormente, que las ceélulas transformadas se
pueden diferenciar de las §I1H 313 simplemente por inspeccién de los
cultivos. Pero ademés, su comportamiento va a ser diferente, en
cuanto al crecimiento celular se refiere, en idénticas condiciones
de cultivo.

Se ha visto que células 313 transformadas por el virus 40 de
simio, expresan un RuUmero de receptores para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) muy inferior al expresado por células

3T3 normales (CHEN y cols., 19087), quizas debido a que una parte de

esos receptores estén ocupados por factores autocrinos en las

células transformadas.
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El acido retinéico ha mostrado efectos sobre la proliferacion
celular en presencia de factores séricos (GOSPODAROVICZ, 1974;
HARPER y OSAVAGE, 1980; LOTAN, 1980) y en el enlace de EGF a
diversas celulas (JETTEN y cels., 1979; JETTEN, 1980; JETIEN, 1981;
JETTEN, 1982). CHEF y cols. (1937) bhan demostrado que el
tratamiento con A&cido retinéico de células 3T3 transformadas
produce un rapido incremento de la fijacién de EGF a dichas
células, cosa que no ocurre con células 3T3 normales.

Por otra parte, trabajos con fibroblastos humanos bhan
demostrado que el comportamiento de éstos es diferente también al
de células transformadas. Asi, BODINE y TUPPER (1984) demostraron
que antagonistas de la calmodulina disminuyen el enlace de EGF a
fibroblastos humanos transformados, pero no a sus homénimos
normales, a pesar de que en ambos se podia aislar la calmodulina.

Aparte del EGF, otros factores de crecimiento pueden estimular
la proliferacién de células KNIH 373 (BERRIDGE y cols., 1984;
HASEGAVA-SASAKI, 1985; CORPS y cols., 1985), como deciamos en el
apartadc anterior de esta introduccion. También deciamos que la
mayoria de estos factores de crecimiento estimulaban 1la
proliferacién celular a través de una activacién del metabolismo de
los fosfoinositoles de membrana (BERRIDGE y cols., 1984; IRVINE y
cols., 1984; HASEGAVA-SASAKI, 1985; IRVINE y cols., 1986).
Asimismo, se ba demostrado que la estimulaciéon mitogénica de
células HIH 373 en cultivo da lugar a diversos cambios en el modelo
de sintesis protéica, con expresién alterada de proteinas
especificas (THOMAS y THOXAS, 1686).

Todas estas caracteristicas conocidas sobre los mecanismos de

estirulacién de la proliferacién de céluias NIH 3T3, asi como su

facilidad para la transformacién neoplasica, hacen de esta linea

celular establecida un modelo idéneo para el estudio de los
mecanismos intimos reguladores del crecimiento y de Ila

transformacién tumoral.
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6. REGULACION CRECIMIENTO
CELULAR

Las actividades celulares estAn estrechamente reguladas por un
balance de influencias opu2stas, estimuladoras e inhibidoras.

En los pasados afios, los investigadores que han tratado de
descubrir los misterios del céncer, han concentrado sus esfuerzos
s6lo en las fuerzas que podian estimular activamente el crecimiento

incontrolado de «células cancerosas, tales como factores de

crecimiento y oncogenes. De este modo, se han ignorado las fuerzas

inhibidoras, cuyo déficit podria intervenir también en el
desarrollo de tumores malignos.

Sin embargo, actualmente se admite la teoria del "Yin y Yang"
del chncer (MARX, 1986), segun la cual, la pérdida de las
respuestas inhibidoras puede ser tan importante para el desarrollo
del potencial maligno de las células como la activacién de las
fuerzas estimuladoras. En realidad, ambas deben estar involucradas,
1o cual encajaria con el hecho de que la mayoria de los canceres se
desarrollan lentamente porque se requieren diversos camblos
celulares.

idemas, existen moléculas que regulan el crecimiento celular y
que pueden ser estimuladoras e inhibidoras dependiendo de las
circunstancias.

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) constituye
un ejemplo de lo anterior. Esta molécula estimula el crecimiento de
fibroblastos, pero al mismo tiempo, puede inhibir el de ceélulas
epiteliales, keratinocitos y linfocitos (ROBERTS y cols., 1985b).
Se ha visto, que la pérdida de respuesta a la accién inhibidora de
TGF-{ puede dar lugar a la c¢ivisién incontrolada de células
cancerosas. Estas células pueden haber perdido la capacidad de
convertir al TGF-p en su forma activa, o pueden carecer de
receptores de membrana para dicho factor.

Otra molécula estimuladora o inhibidora, dependiendo de l&S
circunstancias, es el factor de necrosis tumoral (TNF), el cual,
constituye un punto de atencién por su pobible papel en el

tratamiento anticancer. Este factor es un potente estimulador para




clerto tipo de células normales, incluyendo fibroblastos, pero al

mismc tiempo, estimula la produccién de interferonm tipo B, que

inhibe la division celular (VILCEK y cols., 1986). Esto ultimo,
puede ser un mecanismo "feed-back® que mantiene el crecimiento en
limites normales.

La toxina del célera puede inhibir o estimular la sintesis de
DNA y la division celular, dependiendo del tipo celular examinado
(PRUSS y HERCHMAN, 1979; ROZENGURT y cols., 1981b).

Otro ejemplo lo constituye el TIF-1 (tumor cell growth-
inhibiting factor) aislado por IVATA y cols. 11985) en la linea
celular A-673 de un rabdomiosarcoma humeno. Este factor puede
inhibir el crecimiento de gran numero de lineas celulares
tumorales, mientras estimula el de varias lineas celulares
normales.

Otros factores estimvladores del crecimiento, incluyendo el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) (BUSS y cols., 1982) e
interleukina-2 (SUGAMURA y cols., 1985; HATAKEYANA y cols., 198%),
pueden inhibir el <crecimiento de algunas lineas celulares
transformadas.

Por tanto, los agentes estimuladores del crecimiento y los
inhibidores pueden ser capaces de inducir respuestas contrapuestas.
No obstante, no se puede hablar, en sentido estricto, com los
términos anteriores, sino que es mas correcto llamar a estos
factores como predominantemente estimuladores o predominantemente
inhibidores de la proliferacién celular. Lo que finalmente le
sucede a la célula (aumento o descenso er la divisién) depende de
cuhl de las actividades contrapuestas predomine. Un cambio celular
que perturbe algunas de las fuerzas reguladoras puede alterar el
delicado equilibrio entre ambas, determinando el desarrollo de un
cancer.

La transformaciéon maligna celular, al menos en cultivo, parece
deberse a los oncogenes. Aparentamente, estos se producen cuando
los genes celulares, que controlan normalmente el crecimiento y la
diferenciacién, sufren una alteracion estructural o regulatoria que

determina una estimulacién intensa de la proliferacién celular.
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No obstante, aunque no se han aislado todavia genes supresores

de tumores, hay evidencias que indican que tales genes axisten y

que su peérdida puede ser uno de los pasos requeridos para el
desarrollo del céancer. Por tanto, las células normales pueden
contener informacion genética que suprima el desarrollo de tumores.
La forma exacta en que los genes supresores actuan no se conace
aun. Algunos podrian ser necesarios para la diferenciaciéa normal,
o incluso podrian contrarrestar la accion de los oncogenes.

La transformacion maligna completa, "“in vitro®, de celulas
normales requiere al menos dos pasos:

- 1) Deben ser inmortalizadas (capacidad de dividirse
indefinidamente en cultivo) por carcinégenos quimicos o por ciertos
oncogenes.

- 2) Deben ser capaces de formar tumores malignos en animales.

Parece ser que para adquirir esta segunda propledad, se
requiere la pérdida de ia funcién supresora, €s decir, la pérdida
de los genes supresares.

El esfuerzo de los investigadores se concentra en clonar los
genes supresores de tumores. Si se llega a lograr esto, puede que
el desarrollo de los factores que inhiben el desarrollc de la
proliferacién celular ¥y la formacién de tumores iguale al
desarrollo de los factores estimuladores.

A continuacién, vamos a estudiar los factores estimuladores de
la proliferacién celular y después los factores inhibidores; aunque
como deciamus antes, hay algunos de ellos que pueden estimular o
iphibir 1la proliferacion segun las circunstancias en que Se

encuentren, y las concentraciones a las que actuen.

7. FACTORES ESTIMULADORES
CRECIMIENTO CELULAR

7.1, POLIAMINAS
La 1,4-butanodiamina (putrescina) ¥ dos de sus poliaminas

derivadas, espermidina (una triamina) y espermina (una tetramina)l,

son compuestos basicos que se ballan en todas las células
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vivientes. Se encuentran en concentraciones muy diversas en los
tejidos, plantas, animales, bacterias y hongos, pero en general, su
concentracion es baja en las células de crecimiento lento e
inactivas y alta en las células de crecimiento rapido.

Muchas observaciones bhan sugerido que la sictesis de
poliaminas est4 intimamente relacionada con la sintesis de Acidos
nucleicos, y algunos investigadores han indicado que controlaa la
sintesis de estos Acldos.

HEBY y cols. (1978) demostraron que los cultivos celulares, en

los que eran eliminadas las poliaminas, no sobrevivian mas de una

generacién. siendo su presencia esencial para un 6ptimo crecimiento

celular. Parece confirmar este hecho el que sustancias inhibidoras
de la biosintesis de poliaminas provocan upa parada en las céelulas
a nivel de la fase Gi. Se ha evidenciado, igualmente, su papel
estimulador en la sintesis de DNA, RNA y proteinas. El mecanismo de
actuacisn se debe al cardcter polibasice de las poliaminas, cu2
facilitan su conexién con los Acidos nucleicos (TABOR Y TABOR,
1984).

Por otro lado, el proceso de sintesis de las poliaminas, a
partir de la ornitina, se reaiiza a través de un sistema de
descarboxilacién y reacciones de transferasas. La velocidad de la
biosintesis parece ser controlada por la primera enzima del
cendero, la ornitina-descarboxiiasa, que elimina el grupo carboxilo
de la ornitina para producir putrescina. Se ha comprobado que esta
enzima presenta unos niveles bajos durante el estadio de reposo
celular, pero gque se incrementa rapidamente durante la
proliferacién celular (HEBY, 1983).

En lo referente a tumores, Se sabe que muchos de ellos
contienen altos niveles de ornitina- descarboxilasa y poliaminas.
Esto no implica uma relacion directa del proceso neoplasico con un
incremento de poliaminas, sino que simplemente puede reflejar la

variacién normal del petabolismo de una célula proliferante.




7.2, PROSTAGLANDINAS

Las prostaglandinas son una clase de lipidos producidos en el

organismo en cantidades diminutas y que son rapidamente degradados

por enzimas catabolicas.

Todas las prostaglandinas son variantes de un acido de 20
carbonos, que contienen un anillo de ciclopentano, el écido
prostanoico. Su sintesis se realiza en el organismo a partir de
ciertos &cidos insaturados, siendo uno de los precursores mAs
comunes el acido araquidénico. Dado que no hay indicacién de que se
produzca su almacenamiento intracelular y que la principal fuente
productora de acido araquidénico son los fosfolipidos, es probable
que a medida que se vayan necesitando las prostagiandinas se
sinteticen en las membranas celulares o bien cerca de ellas.

La PG Fzx es la prostaglandina estimuladora del crecimiento
celular por excelencia. Su efecto parece estar modulado por
hormonas tales como la insulina y la hidrocortisona (JIMENEZ DE
ASUA y cols., 1982.

Segun SMITE y cols. (1984), en la estimulacion de la
proliferacién celular parece intervenir la PG Fz. en combipacion
con la PG E a bajas dosis y factores polipeptidicos del
crecimiento. lLa PG Fz. estimula la proliferacién en dos fases
cinéticas: progresisén a través de la fase que antecede a la intensa
proliferacién celular, y a continuacién, la iniciacién de la
sintesis de DNA. La PG E, a bajas dosis, parece actuar en la
estimulacién de la proliferaciéon celular, regulando la entrada en
la fase S.

Se ha atribuido al AMPc el papel inhibidor de la proliferacién
celular caracteristico de las prostaglandinas E: ¥ Ex, comp veremos
mas adelante. Segun OTTO y cols. (1982), la PG Fza. no afecta a los
niveles de AMPc (deberia de disminuir), por lc que RUDLAF y JIMENEZ
DE ASUA (1979) niegan el efecto regulador del AMPc.




-—88_

7.3, OTROS LIPIDOS ESTIMULADORES DEL
CRECIMIENTO CELULAR

Se ha demostrado que las lipoproteinas de tumores murinos
asciticos, y los lipidos extraidos de estas lipoprcteinas, inducen
el crecimiento de macréfagos peritoneales in vitro.

Hasta ahora, se creia que los macréfagos eran células
postmitoticas que no se dividen en condiciones normales en los
tejidos (VIRULAINEN y DIFFENDI, 1967; VAN FURTH y cols., 1982). Sin
embargo, se ha comprobado q:= la proliferacién de macréfagos ocurre
“in vivo" durante la infiamacién (BITTERMAN y cols., 1984), en
tumores (STEVART, 1983; EVANS y CULLEN, 1984) y en el bazo (VAN
FURTH y DISSELHOFF-DEN DULK, 1984).

Parece ser, que los lipidos tienmen un papel destacado en la
proliferacién tisular de los macrofagos. Se ha demostrado que estas
células comienzan a proliferar tras la adicica de fluido ascitico
de tumores a medio de cultivc (YAMAZAKI y cols., 1983; YUI y cols.,
1984), y qve las lipoproteinas separadas del fluido ascitico y los
lipidos de estas lipoproteinas (YUI y cols., 1985) inducen el
crecimiento de macrofagos.

Ademis, varias funciones de los macréfagos, como fagocitosis y
citotoxicidad de células tumorales, son influenciadas por lipidos
(MAHONEY y cols., 1977; SCHROIT y GALLILY, 1979; TAKENURA-HATTIORI y
cols., 1980; SCHLAGER y cols., 1983).

Segiun YUI y YAMAZAKI (1986), los componentes de lipoproteinas
estimuladoras de la proliferacién de macréfagos son el colesterol y
sus ésteres, asi como los triglicéridos. Los fosfolipidos pueden
ser esenciales por ser necesarios para formar vesiculas lipidicas o
liposomas, pero no parecen estimular directamente la proliferacién.
Asi, la fosfatidilserina facilita la captacion de liposomas por
parte de los macrofagos (RAZ y cols., 1981)

Los hechos anteriores parecen teper una implicacién clinica.
Se ha demostrado que los ésteres de colesterol y los triglicéridos
se acumulan en el citosol de macrofagos en el estado de
hipertrigliceridemia (PARKER y cols., 1970; GIANTURCO y cols.,
1982: LINDQUIST y cols., 1983). Por tanto, el crecimiento de

macrofagos, estimulado por dichos ésteres de colesterol o
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triglicérido., podria ser una reacciéen defensiva frente a la
acumulacién lipidica.

Por otra parte, los macrofagos han sido implicados en la
fisiopatologia de la arterioesclerosis. De hecho, las células
formadoras de las placas arterioescleroticas, parecen derivarse, al
menos en parte, de macréfagos (FOVLERS y cols., 1979; SCHAFFREER y
cols., 1980) . Ademas, los macréfagos pueden elimipar las
lipoproteinas en exceso del espacioc intersticial de la pared'
arterial (BROWN Y GOLDSTEIN, 1983) o las lipoproteinas alteradas o
anormales (FOGELMAY y cols., 1980), las cuales, estimularian a su

vez su proliferacién.

7. 4, FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

El factor de necrosis tumoral fue descrito como una sustancia
antitumoral presente en el suero de animales tratados con
endotoxina (CARSVELL y cols., 1975). También se ha encontrado en el
medio de cultivo de algunas células, tales como monocitos (NATTEWS,
1078: MATTEVWS, 1981) y células leucemicas promielociticas humanas
(PENNICA y cols., 1984). ademas, recieutemente, se ha producido TNF
recombinante humano en Escherichia coli (PENFICA y cols., 1984).

El TNF es una proteina derivada de monocitos/macrefagos, cuyo
papel principal es, presumiblezente, ser mediador de citotoxicidad
para células tumorales (HELSON y cols., 1979; HARAVAKA y cols.,
1984). Este factor esta referido, estructural ¥y funcionalmente, a
linfotoxinas derivadas de linfocitos (PENNICA y cols., 1984), ¥
ambos son citotéxicos O citostaticos para algunas tipos de células
tumorales. Por contra, lineas celulares no transformadas son
generalmente resistentes a la accién citotéxica o citostatica de
estas dos proteinpas (RUFF y GIFFORD, 1981; EVANS, 1982).
Recientemente, se ha atribuido al THF un papel en la defenca frente
a parésitos (TAVERNE y cols., 1984). Asimismo, se ha visto que esta
estrechamente ligado, 0 €S posiblemente idéntico, a otra proteina
derivada de monocitos, la caquectina (BEUTLER y cols., 1985a;

BEUTLER y cols., 198507 .
TSUJIMOTO vy cols. (1985) demostraron Que las células

ptibles 2 1a accién citotoxizca del T¥F, asi como células

susce




resistentes a la misma, podian tener un numero similar de
receptures especificos de alta afinidad para dicho factor. Por
tanto, no se ha encontrado una correlacion entre el numero de
receptores, o su afinidad para TNF. y la susceptibilidad de las
células a la accion citoténica del mismo (TSUJINOTO y cols., 1986).
Esto sugeriria, ademaAs, que el TNF podia mediar otra funcién
biolegica, y ésta, podria ser la estimulacién de la proliferacién
celular.

LEE y cols. (1984) observaron que la linfotoxina humana podia
estimular el cre-‘miento celular. Posteriormente, VILCEK y cols.
(1986) han referido que el TNF recombinante humano altamente
purificado puede estimular la proliferacién de la linea de
fibroblastos humanos FS-4. La estimulacion era demostrable a una
concentracion de 10 pg/ml de THF, y era maxima a 10 ng/ml.

La accién estimuladora de la proliferacién celular del TNF
puede ser incrementada por otros factores de crecimiento, tales
como insulina o factor de crecimiento epidérmico (EGF). La insulinpa
parece tener un efecto sinergico con el THF, mientras que las
acciones de)l EGF y THF son menos que aditivas, sugiriendo que ambos
pueden activar mecanismos idénticos o similares. Probablemente,
tanto TNF como EGF, al igual que otros factores de crecimiernto,
podrian provocar cambios bioquimicos similares al unirse a sus
receptores, tales como la activaciéon de la protein-kinasa C (COHEN
y cols., 1980; EK y HELDIN, 1982) y la induccién de genes celulares
involucrados en la regulacién del ciclo celular, incluyendo c-myc
(ARMELIN y cols., 1984) y c-fos (GREENBERG y Z1FF, 1984).

Otros factores derivados de monocitos/macrofagos, tales como
la interleukina-1, ban demostrado tambien su capacidad para
estimular la proliferacién de fibroblastos (SCHMIDT y cols., 1982).

Por contra, tanto el interferén gamma (IFF¥-y) como el
interferon beta (IFF-f), han demostrado su capacidad para inhibir
la accién estimuladora de la proliferacién celular por parte del

THF. El mecanismo se descomoce, pero puede que inhiban la expresion

de genes reguladores, cOmo el c-myc, inducida por factores de
crecimiento (JONAK y KNIGHT, 1°84). Puesto que los interferones y

el TEF o linfotoxina son producidos a menudo por las mismas
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poblaciones celulares en respuesta al mismo estimulo (STONE-VOLFF y

cols., 1284), las interacclunes entre los mismos pueden tener una
significacion biolégica "in vivo".

7.5, FACTORES DE CRECIMIENTO
POLIPEPTIDICOS (PGFs: Folypeptide
Growth Factors)

Los factores de crecimiento polipeptidicos parecen ser una
pieza clave en el mecanismo de regulacion del crecimiento celular,
de tal forma, que es posible que, tanto los factores inhibidores
como los estimuladores, desarrollen su efecto a través de los PGFs.
Incluye este grupo una gran variedad de polipéptidos, responsables
al parecer, de la proliferacién y diferenciacién de las células en
tejidos especificos. Para alguros tejidos, estos factores de
crecimiento, no sélo son necesarios para la est!zulacién de la
proliferacién de células inmaduras, sino también para su
supervivencia (TUSHINSKY y VARNER, 1982).

Por otra parte, el estudio de los mismos no tiene sélo una
importancia bioleégica, sino también clinica (CHATELAIN, 1985). Como
ejemplo de esto, tenemos el efecto de factores de crecimiento en el
proceso de replicacién ¥y diferenciacién de células oseas,
imprescindible en la consolidacién de fracturas y reparacién de
diversas enfermedades de los huesos (CANALIS, 1985).

Segun JAMES y BRAISHAY (1984). para que una sustancia pueda
ser considerada como PGF debe reunir, como minimo, una serie de
requisitoes:

- La mayor parte de la estructura esta formada de material
polipeptidico.

- La iniciacién de la respuesta ocurre en el exterior de la
célula diana.

- Las respuestas son lnicladas, exclusivamente, por la
formacién de complejos con el receptor especifico.

- De la formaciéon del complejo receptor-factor de crecimiento

resulta una respuesta hipertréofica y/o hiperblastica.
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- El PGF y su receptor son separados de la superficie celular
por endocitosis receptor-mediada, con el fin de degradacién (o
reciclaje del receptor).

-~ Debe ser producida, transportada e interactuar con células
diana de un modo consistente, en un proceso fisiolégico normal o
regulado.

La ¢ .mplejacién del PGF con su receptor correspondiente
produce respuestas rapidas o lentas de crecimiento, que
generalmente envuelven estimulacion del metabolismo anabolico de la
célula y modulacién en la expresion , sea en el nivel translacional
0 transcripcional.

Aunque la generacion de segundos mensajeros, como resultado de
la formacién del complejo PGF-receptor, parece verosimil, bhay
opiniones contradictorias al respecto.

Los PGFs son claramente distintos de las hormonas que producen
nuclestidos ciclicos como segundo mensajero, pero se ajustan,
razonablemente bien, dentro de una vasta categoria de hormonas
¢.scritas como de mantenimiento permisivo, o de crecimiento
(ANTONIADES y OVEN, 1982). A pesar de que los PGFs son claramente
distintos de las hcrmonas gue producen nucleétidos ciclicos como
segundo mensajero, se ha visto que ambos estimulan la proliferacién
e inhiben la motilidad de fibroblastos quiescemtes 3T3 (O'BEILL y
cols., 1985). AdeméAs, comc hemos visto con anterioridad, algunos
factores de crecimiento polipeptidices, *ales como el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), pueden activar el
metabolismo de los fosfoinositoles de membrana, incrementando los
niveles de inositol-1,4,5-trifosfato (Insl,4,5F) ¥ diacilglicerol,
y éste dltimo, a su vez, podria influenciar los niveles de
nuclestidos ciclicos, en el proceso de transmision de la sefial de .
estimulacién de la proliferacicn celular.

Pcr tanto, no parece estar claro si los nucleétidos ciclicos

estan involucrados como segundos mensajeros o no lo estan. Puede

que funcionen como tales para algunos factores de crecimiento y

para otros no.
Se ha observado que clertos factores de crecimiento

polipeptidicos, al unirse a sus receptores especificos, provocan




que éstos desarrollen una actividad enzimAtica tirosin-kinasa,
capaz de fosforilar residuos de tirosina en proteinas de membrana v
citoplasmaticas (USHIRO y COHEN, 1©80; NEVMARK, 1985). No obstanteJ,
al ser muchos los sustratos sujetos a esta accion enzimAtica,
resulta dificil explicar culles de estas fosforilaciones de
tirosina son las responsables de la division celular.

Por otra parte, se bha visto que diversos factores de
crecimiento mitogénicos regulan la actividad colin-kinasa y la
biosintesis de fosfatidilcolina en fibroblastos 313 (VARDEN y
FRIEDKIN, 1985).

Ultimamente, se han sugeride como sustratos mAs probables
ciertas proteinas citoesqueléticas e intermedias, tales como
tubulina, vinculina y actina. Se ha observado que basta que una
pequefia proporcién de estas proteinas (por ejemplo, las mas
cercanas a las membranas citoplasmdtica y nuclear) sean
fosforiladas para que se produzcan cambios topograticos del
citoesqueleto o de la matriz nuclear (STEINERT y cols., 1982);
estas perturbaciones podrian, a su vez, estar relacionadas con el
crecimiento celular. De esta manera, los PGFs serian los inductores
de estas fosforilaciones de proteinas aspecificas del
citoe=queleto.

Estas observaciones explicarian también la estrecha relacién
quec se encuentra entre algunos factores de crecimiento, clertos
productos oncogéenicos y proteinas citoesqueléticas.

El mecanismo de transporte de los PGFs a su célula diana
parece ser principalmente paracrino, aunque se han identificado
impnrtantes ejemplos de mecanismo de transporte endocrimo (insulina
y factores de crecimiento insulin-semejantes) ¥ autocrinos
(factores de crecimiento transtormantes). Dentro del transporte
paracrino, los factores de crecimiento pueden ser producidos por
células muy diferentes a aquellas sobre las que actian.
ce ha descubierto un factor derivado de ceélulas

Recientemente,

enioteliales que estimula el crecimients de células mononucleares

sanguineas periféricas (McCARTHY y cols., 1983).

La interaccién de PGFs con las memhranas plasmaticas,

generalmente. produce umna estimulacién tropica que, €en compafiia de
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otras respuestas, estd caracterizada por una elevacion metabolica y
modulacion de flujos ionicos (PRADSHAV y RUBIN, 1980). Estos
cambios, presumiblemente, producen la activacién de moléculas
transportadoras apropiadas en la membrana, mAs que simples cambios
en la porosidad de la misma. El efecto neto es el incremento del
metabolismo anabélico, que puede servir para preparar la célula
para el proceso de replicacién (HAIGLER, 1983).

Los PGFs han sido subdivididos en dos grupos, segun sea la
respuesta de la célula tras su estimulacién mitogénica: de
progresion y de competencia (STILES y cols., 1979). Los factores de
la clase de progresion son capaces de estimular a la célula a pasar
a la fase S (sintesis de DNA). Los factores de competencia son
solamente capaces de preparar las células, pero requieren
asistencia, en la forma de factores adicionales, para llevarlos al
principio de la sintesis de DNA.

lLa forma de actuacién de estos PGFs no parece ser universal.
Asi, mientras que unos producen la respuesta mitogénica con cortos
periodos de exposicién, otros necesitan periodos mucho mAs largos.

A continuaciéon, describiremos con mis detalle algunos de los

factores de crecimento polipeptidicos mejor conocidos.

7. 5.1, FACTCR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF),

El factor de crecimiento epidérmico fue aislada, inicialmente,
de la glandula submaxilar de ratom, cuyo extracto, inyectado en
ratones recién nacidos, indujo uma apertura precoz del parpado y la
salida prematura de los incisivos (COHEN, 1962). Dicho efecto se
debia a una estimulacién del crecimiento epidérmico y de 1la
keratinizacisn (COHEN y TAYLOR, 1974).

Posteriormente, el DNA complementario del EGF clonado de raton
fue secuenciado por CARPENTER y COHEN (1979), encontrandc que era
un polipéptido de 53 aminoacidos, de bajo peso molecular (5700 d4.),
termoestable y no dializable. El gen que codifica al EGF humano se
q del cromosoma 4 (BRISSEEDEN y cols., 1984),

que los genes del factor de crecimiento de

encuentra en el brazo

en la misma region
(TCGF) y del factor de crecimiento transformante alfa

celulas T
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(TGF-a). Estos mismos autcres sugieren que el EGF, TCGF y TGF-a

deben pertenecer a la misma familia genética.

Se ha observado que la urogastrona, hormona antisecretoria
gastrica, alslada por GKREGORY (1975) en la orina humana, presenta
una secuencia muy parecida a la de EGF. No obstante, se han
detectado ciertas diferencias en la composicién de aminoacidos, lo
que hace pensar en una estrecha relacion, pero no en su identidad.

Algunos factores pueden imitar parte o todos los efectos del
EGF (KING y CARPENTER, 1983). No obstante, para que a un compuesto
se le asignen propiedades similares al EGF, debe unirse,
interaccionar o modular los receptores especificos de membrana para
dicho factor (CARPENTER y COHEN, 1984). Un factor que cumple esas
caracteristicas es el TGF-a.

Deciamos antes, que el EGF estimula el crecimiento epidérmico
y la keratinizacién. Fo obstante, los efectcs del ECF no se iimitan
a tejidos epiteliales. Muchas lineas celulares responden
mitogénicamente a dicho factor o presentan receptores para el mismo
en su membrana. Entre éstas, se incluyen los fibroblastos, células
del cristalino, células renales, células gliales, células de la
granulosa del ovario Yy celulas de carcinoma epidermoide (DAS,
1982). Ademas, se ha detectado EGF en tiroides, pancreas, gléndula
cubmaxilar, duodeno, yeyuno, rifien y liquido cefalorraquideo.

A nivel celular, se ha visto que el EGF estimula la sintesis
de proteinas, RNA y DHNA (KI§G y CARPENTER, 1982), aupenta la
captacion de nutrientes, incluido el Ca** (SAVYER y COHEN, 1981),
altera el metabolismo del fosfatidilinositol (SH1TE y cols., 1983)
y aumenta la liberaciéa de &cido araquidonico (AOYAGI y cols.,
1985)

La estructura completa primaria del receptor para EGF fue
deducida a partir de la secuencia de nucleotidos de los clones de
DNA (ULLRICH y cols., 1984), tras conocer su secuencia parcial
(DOVNVARD v cols., 1984). Su purificacién se hizo por cromatografia
de inmunoafinidad (YARDER y cols., 1985). E1 gen que lo codifica

esta situado en el cromosoma 7 en el ser humano.

El receptor maduro es una glicoproteina transpembrana y esté

compuesto por 1186 residuos de aminoAcidos, que estan precedidos en




- 896 -~

su extremo NH.-terminal por un péptido sefial de 24 aminoAcidos
hidrofebicos.

Una vez que se une el EGF a su receptor, éste es internalizado
a travées de las membranas del reticulo endoplasmAtico. Aqui, se
rompe el péptido seflal y el receptor es glicosilado y transportado
a través del aparatc de Golgi a la membrana plasmAtica (DAS, 1982).

El receptor maduro estd compuesto de tres elementos
estructurales principales. El primero es un dominio extracelular de
enlace al EGF, compuesto de 621 residuos de aminoAcidos, anclado a
la membrana plasmAtica por unma sola regioén transmembrana de 23
aminoAcidos hidrofébicos. La regién transmermbrana estéd seguida de
una secuencia formada, en su mayoria, por residuos basicos.

El dominio citoplasmatico del receptor para EGF estd compuesto
de 542 aminoAcidos. Contiene una regién de apr.ximadamente 300
residuos de aminodcidos, que es homéloga al dominio catalitico de
la proteina tirosin-kinasa, codificada por el gen src de la familia
ds oncogenes (HUNTER y COOPER, 1985).

El dominio extracelular del receptor para EGF contiene una
alta proporcién de residuos de cisteina enclavados en dos regiones,
cada 160 residuos aproximadamente. Estos dominios, ricos en
cisteina, ban sido encontrados también en el receptor para inmsulina
(EBINA y cols., 1985; ULLRICH y cols., 1985), y en la proteina HER
2/neu, la cual, probablemente funcione como un receptor de membrana
para un factor de crecimiento aun no conocido (SCHECHTER y cols.,
1984; COUSSENS y cols., 1985). El dominio rico ea cisteina de los
receptores para factores de crecimiento, probablemente, derive de
un gen ancestral comin (LIVEEH y cols., 198%5).

También se ha demostrado que el gen para el receptor EGF es
amplificado y reexpresado en mchos tumores cerebrales de origen
glial (LIBERMAFN y cols., 1985). La sobreexpresién resultante del
receptor para EGF puede jugar un papel en el desarrollo ¥y
progresison de estos tumares.

Otras experiencias (TODARO y cols., 1976; HIRATA y cols.,
1983; HENDLER y OZANNE, 1984; LIBERNANN vy cols., 1984; LIN y cols.,
1084; KAMATA y cols., 1986; KORC y cols., 1986) han mostrado que el

nomero de receptores para EGF puede estar incrementado o disminuido
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en diversas celulas transformadas con respecto a sus homénimas

normales. lgualmente, se ha demostrado que el Acido retinsico puede

regular el numero de receptores para EGF en la superficie celular
en diversas lineas celulares establecidas de fibroblastos murinos
transformados (JETTEN, 1980; JETTEN, 1982; ROBERTS y cols., 1984;
ROBERTS y cols., 1985a).

Experimentos de fijacién de '<®EuF al receptor para EGF en
células vivas, han revelado dos estados de afinidad diferentes de
dicho receptor (KING y CUATRECASAS, 1982). Aproximadamente, el 10%
del total de receptores son de alta afinidad. Esto se correlaciona
bien con la ocupacién sptima requerida para inici -~ la sintesis de
DA, y por eso, se ha sugerido que el receptor de alta afinidad
juega un papel en el procesamiento de la sefial mitogénica.

La fijacion de EGF a su receptor induce la activacién de la
proteina tirosin-kinasa (CARPENTER y COHEY¥, 1979), la cual,
fosforila varias proteinas celulares, asi como, al propic receptor
para EGF. Se ha sugerido que la autofosforilacién de dicho receptor
regula su capacidad para fosforilar sustratos exogenos (BETRICS ¥
GIIL, 1985%5).

Algunos ectudios (PRYVES y cols., 1986) bhan sugerido que la
actividad tirosin-kinasa no es necesaria para internalizar el
receptor para EGF, ni para estimular la mitogénesis. Esta ultima
accién podria derivarse de la activazién de]l ciclo del
fosfatidilinositol de 1la membrana celular, que conlleva 1la
movilizacien de Ca** y la activacién de la protein-kinasa C, con
liberacion de acido arquidémico y sus metabolitos (ADYAGI y cols.,
1985). De hecho, el EGF parece modular Ila actividad de
ciclooxigenasas o lipooxigenasas, alterando el metabolismo de las
prostaglandinas, y esto, podria derivar de la liberacién de acido
araquidénico y sus metabolitos. Ademas, dicha liberacion es de gran
interés, ya que esto podria propar su intervencion en los
mecanismos de crecimiento, promocién tumoral, inflamacion, e
incluso, tramsporte y secrecion a través de membranas. No obstante,
estas Gltimas acciomes, atribuidas al EGF, podrian derivar de su

interaccién con otros factores de crecimiento.
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Recientes hallazgos, sugieren que varios ligandos que actuan a
travées de una tramsmodulacion del receptor (ROZENGURT y COLLIMS,
1983), como ésteres de forbol (BROVE y cols., 1979; LEF y
VEINSTEIN, 1979; SHOYAB y cols., 1979), vasopresina (ROZENGURT y
cols., 198la), bombesina (BROVE y cols., 1984); PDGF (VRANN jy
cols., 1930; BOWEN-POPE y cols., 1983; COLLINS y cols., 1983) y
FDGF (ROZENGURT y cols., 1982), pueden modular la afinidad del
receptor de EGF para un gran numero de mitégencs, ligados
estructuralmente al mismo (MAGUF y cols., 1980; SALONON, 1981;
SINNETT-SMITH y ROZENGURT, 1985).

Estos ligandos abolirian el estado de alta afinidad de dicho
receptor, reduciendo su actividad tirosin-kinasa (COCHET y cols.,
19084; IVASHITA y FOX, 1984). El mecanismo, a través del rual,
realizan la accién anterior, podria ser diferente segin el tipo de
ligando. Asi, los ésteres de forbol parecen bloquear la
estimulacién del intercambio Na*/H*, inducida por el EGF (VHITELEY
y cols., 1984; WHITELEY y cols., 1986). La bombesipna podria
incrementar la concentracién de Ca** en el citosol. Fo obstante,
recientes hallazgos obtenidos con celulas intactas (DAVIS y CZECH,
1984; IVWASHITA y FOX, 1984; SINNETT-SKITH y ROZEAGURT, 1985) y con
cistemas libres de células (COCHET y cols., 1984; BUNTER y cols.,
1984), sugieren que la activacién de la protein-kinasa C puede
jugar un papel central en la modulacién de la afinidad del receptor
para el EGF. Distintos ligandos bheterélogos al EGF podrian
estimular el metabolismo de 1los fosfoinositoles de membrana,
activando la protein-kinasa C. Esta, a su vez, fosforilaria el
receptor de EGF en varios sitios (CASTAGNA y cols., 1982; HUNTER y
cols., 1984), determinando un mecanismo de retrocontrol negativo
para la actividad de! receptor de EGF (VITELEY y GLASER, 1986,
disminuyendo la afinidad por sus ligandos y su actividad tirosin-
kinasa.

Como se ve, el funcionamiento del receptor para EGF parece ser
un tanto complejo. Lo que si esté claro, es ague dicho receptor es

una proteina alostérica multifuncional, coa varios sitios de

regulacion. Estos sitios modulan varias funciones del receptor.

tales como: afinidad por ligandos, separacioén del receptor y
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endocitosis, actividad tirosin-kinasa y el estado de fosforilacién
del receptor (SCHLESSINGER, 1986).

7.5.2, FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE
PLAQUETAS (PDGF) .

La posibilidad de que las plaquetas contuvieran factores
mitogénicos se sugirié a partir de experimentos que comparaban la
actividad promotora del crecimiento de sueros preparados en
presencia y ausencia de plaquetas. El suero preparado en presencia
de plaquetas era mucho mAs activo (KOHLER y LIPTON, 1974).

Dentro de las plaquetas, el PDGF ha sido localizado en los
granulos alfa, en estudios plaquetarios de pacientes con defectos
especificos de dichos granulos (GERRARD y cols., 1980), mediante
fraccionamiento de las organelas subcelulares (KAPLAY y cols.,
1979), y estudiando la distinta liberacién de los componentes de
los granulos por plaquetas activadas com diferentes agentes (VITTE
y cols., 1978).

El PDGF es un polipéptido termoestable de un peso malecular de
32000. Al parecer, consta de dos cadenas polipeptidicas de peso
molecular: 14000 y 17000 d., unidas covalentemente por puentes
disulfuro. BNo obstante, 1la electroforesis de preparaciones
altamente purificadas de PDGF ha demostrado que existen al menos
cuatro formas del mismo, cor pesos moleculares de 27000, 28500,
29000 y 31000 4. (RAINES y ROSS, 1982). Todas las especies parecen
ser activas en la estimulacién de la sintesis de DFA y en la unién
a los tipos celulares respondedores, y todos muestran uma gran
homologia secuencial.

Estudios con cultivos celulares ban demostrado que los efectos
debidos al PDGF dependen de su tiempo de actuacion.

Asi, en pocos minutos, el PDGF estimula la fosforilacién de la
tirosina en una proteina de membrana de peso molecular 170000 4.
(PIKE y cols., 1983), que se piensa que es el receptor para el

PDGF. También estimula la fosforilacién de varias proteinas

citoplasmiticas, aumenta el metabolismo de fosfatidil-inmositol y

del acido araquidénico, causa la aparicién de rizos y microvilli en

la membrana celular, reduce la unién de 1z6]--EGF a su receptor,
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aumenta la entrada de aminoAcidos y estimula la actividad de la

bomba Na‘'/K*.

Tras un periodo de horas, el PDGF aumenta el numero de
receptores para lipoproteinas de baja densidad (LDL) y para
somatomedinas, induce la quimiotdxis de células de misculo liso
vascular, fibroblastos y monocitos e incrementa la sintesis de
proteinas.

Por 4altimo, tras varios dias, el PDGF estimula la
proliferaciéon celular y mantiene su viabilidad.

Parece ser, qu: el PDGF predispone a la célula para la
activacién por otros factores de crecimiento <(factores de
competencia), como por ejemplo, las somatomedinas, la insulina y el
EGF. Cada uno de estos factores actua sobre distintos receptores de

membrana, pero la conexién del PDGF con su receptor especifico,

durante breve tiempo, parece regular a los receptores para EGF y

somatomedinas, que necesitan mias tiempo de unién para estimular el
crecimiento celular.

Con la publicacién de la secuencia parcial de aminoacidos del
POGF humano (ANTONIADES y HUNKAPILLER, 1983), se ha observado una
relacién estructural muy estrecha entre dicho factor y uma proteina
sintetizada por células mesenquimales transformadas por el virus
del sarcoma de simio (SSV) (DEVARE y cols., 1983).

En casi todas las ocasiones, la transformacién por um virus
tumoral tieme por resultado un wmarcado descenso en el numero de
receptores para PDGF en las células. En algunos casos, la reduccién
de los receptores se acompafia de secrecién al medio de cultivo de
moléculas PDGF-semejantes. Tambien se ha encontrade, que células
endoteliales vasculares cultivadas producen una molécula PDGF-
semejante (DI CORLETO y BOVEN-POPE, 1983).

ROSS (1981) propuso que el PDGF juega un papel importante en
la proliferacién de células dei tejido comectivo que caracteriza el
proceso normal de reparaciéon de heridas y la formacion de lesiones
artericescleréticas. la hipotesis Dbasica que subyace en esta
teoria, es que el FPDGF, normalmente, est4 secuestrado dentro de los

granulos alfa plaquetarios, y que circula asi hasta que la plaqueta

es inducida a desgranularse, Ppor ejerplo, como resultado del




contacto con superficies subendoteliales expuestas como
consecuencia de unpa lesion vascular. Una vez liberado, el PDGF se
une y activa las células cercanas del tejido conectivo. El estimulo
quedaria localizado en los sitios de activacién plaquetaria, por la
inactivacion y aclaramiento del PDGF que es transportado lejos de
los sitios de lesion, asi como, por la capacidad del endotelio
intacto de impedir el paso de PDGF a los tejidos no dafiados.

Aparte de las células del tejido conectivo, se ha demcstrado
que otras células pueden unirse y responder al PDGF, tales como
fibroblastos humanos, células de misculo liso arterial, células
gliales y fibroblastos de raton 3T3 (BOVEN-POPE y ROSS, 1984).

Las células del endotelio vascular no se unen ni responden al
PDGF en cultivo, asi como tampoco lo hacen las lineas celulares
epitelioides, células musculares estriadas, hematies y linfocitos.

En todos los tipos celulares cultivados, que responden
mitogénicamente al PDGF, se ba demostrado que expresan receptores
especificos de alta afinidad para dicho receptor. Este numero de
receptores varia en las células musculares lisas vasculares entre
38000 en humanos y 79000 en asnos (BOVEN-POPE y ROSS, 1984).

La especificidad del receptor PDGF para este factor es muy
estrecha. Otras proteinas humanas de los granulos alfa
plaquetarios, incluidas el factor 4  plaquetario, beta-
tromboglobulina y trombospondina ra compiten en la unién con el
receptor (BOVEN-POPE y ROSS, 1984). Otras sustancias mitogénicas,
como EGF, FDGF, NGF e insulina, también son incapaces de unirse al
receptor de PDGF.

El receptor de PDGF es monomérico, con un peso molecular de
180000 d., y muy similar en tamafio al receptor para EGF y LDL.
Parece ser, que la formacien del complejo PDGF-receptor, se sigue
rapidamente de la entrada de dicho factor en el interior de la
célula y de su consiguiente degradacién.

La unién del PDGF a su receptor activa el metabolismo de los
fosfoinositoles de membrana, y toda la serie de acontecimientos que
derivan de dicha activacién, como hemos visto anteriormente en esta

introduccion. Pero ademas, se ha comprobado que la tirosin-kinasa

forma parte del receptor para el PDGF, el cual, estimula la
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fosforilacion de una proteina tirosin-especifica (HASEGAVA-SASAKI,
1985).

Por tanto parece ser que el PDGF puede estimular 1la
proiiferacion celular a través de un doble mecanismo, el
metabolismo de los fosfoinositoles de membrana y la tirosin-kinasa,
aungque la conexién que pudiera bhaber entre ambos permanece
desconocida. Es posible que ambos mecanismos actuen sinérgicamente

iniciando la proliferacion celular.

7.5.3. FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGF),

El NGF fue aislado inicialmente por COHEN (1960), a partir de
glandulas submaxilares de ratones machos, como una proteina de peso
molecular de 44000 d. Posteriormente, VAROE y cols. (1967)
mostraron que el NGF también podia ser purificado en forma de un
complejo de altc peso molecular (140000 d.), que en presencia de
buffers acidos o alcalinos se disociaba en tres subunidades. Al
complejo de estas proteinas con alto peso mclecular se le denomind
78-KGF.

SCHUBERT (1984) describe al KNGF como un ccajunto de tres
subunidades denominadas a:, «= y B, que retienmen uno o dos iones de
Zn*+. Parece ser, que la fraccién que tieme actividad sobre las
células nerviosas es la B, que es un dimero estable de 118
aminoAcidos y peso molecular de 13259 d.

Un hecho importante del monémero HNGF-B, es su similitud
estructural con la proinsulina y factores de crecimiento insulin-
semejantes. Alrededor del 25% de la secuencia homologa de estas
regiones en el HNGF se corresponde con las cadenas A ¥ B de
insulina, y uno de los tres puentes disulfuro del NGF esta
posicién analoga al de la insulina. Segin esto, existe
posibilidad de que el §GF, la proinsulina y los factores
crecimiento insulin-semejantes gocen de un gen ancestral comun.

cualquier forma, aunque existiera tal gen comin, la estructura del

NGF y de la insulina han divergido hasta el punto de que la

insulina no se une al receptor para NGF (RIOPELLER y cols., 1980).
La subunidad y del 7S-NGF es una glicoproteina de 233

aminoacidos y peso molecular de 28000 d. (THOMAS y cols., 1981). lLa
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subunidad a, es una proteina de pesc molecular: 26500 d., y al
igual que la anterior no tiene una funcién definida.

El complejo 7S-NGF esta compuesto por un dimero de NGF-B, dos
subunidades « y dos Y. El complejo tieme también dos aAtomos de
Zn**, que le proporcionan una gran estabilidad. E1 papel
fisiolégico del 7S-BGF no es entendido del todo, pero parece estar
relacionado con el hecho de que el NGF-B es inactivo biolégicamente
cuando forma parte de dicho complejo. Por tanto, el 7S-NGF, 1la
forma en que el NGF es secuestrado por las glandulas submaxilares
de ratén y por otras células, puede servir como un almacenamiento
extracelular de NGF-B.

Las neuronas sensoriales y simpaticas son los dos blancos
principales del NGF. Bumerosos estudios sostiemen la importancia de
este factor en su desarrollo, supervivencia y funcionamiento. Las
consecuencias fisiolégicas del tratamiento de neuronas sensoriales
y simpaticas con NGF iacluyen la supervivencia neuronal,
crecimiento axonal y niveles aumentados de neurotransmisores.

Un pap2l importante del NGF es la regulacién de niveles de
neurotransmisores. El NGF induce en las neuronas simpaticas la
sintesis de enzimas que estadn involucradas en la produccién de
neurotransmisores adrenérgicos (GREENE y SHOOTTER, 1980). Asimismo,
la inyeccién de NGF en ratas eleva los niveles de sustancia P,
somatostatina y péptido intestinal vasocactivo, en los garnglios
sensoriales (OTTEN y LOREZ, 1983).

Ademids de las neuronas sensoriales y simpAticas, varios
tejidos pueden ser el blanco del NGF. Entre estos, se incluyen el
sistema nervioso central (VALKER, 1982), neuronas parasimpaticas
(HARPER y THOENEN, 1981) y ganglios retinales (TURNER y cols.,
1982).

El receptor para NGF es una glicoproteina, cuyo tamafio y
estructura de las subunidades, puede variar. En las células del
melanoma humano se presentan dos formas de receptor con pesos
moleculares de 85000 y 200000 d. (PUMA y cols., 1683).

Para la accién del NGF es importante el trasporte axonal

retréogrado de material desde la periferia hasta el cuerpo celular.

Si se interrumpe este transporte en ratas, se produce la
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degeneracion de las neuronas simpAticas y una disminucién en los
niveles de sustancia P en ias neuronas senscriales (GOEDER y cols.,
1981). ©&e han dado dos posibles explicaciones a esta sefial
transportada retrégradamente:

- E1 NGF liberado a los tejidos periféricos es internalizado
mediante un proceso mediado por el receptor, y entonces, es
transportado retrogradamente hasta el cuerpo celular (THOENER y
cols., 1978). Pror tanto, se ha propuesto que el mismo BHGF
internalizado es la sefial intracelular.

- La otra posibilidad es que la seflal sea producto de la
internalizacion dei receptor unido al NGF, y ser transportado
retrogradamente al cuerpo celular (STEINMAN y cols., 1983).

Si de hecho, el NGF o el receptor activado, es una sefial
intracelular, la sefial debe llegar al nicleo. Se ha propuesto que
pueden existir receptores nucleares que son sitios intracelulares
de unién para el NGF internzlizado. No obstante, el NGF que es
transportado retrégradamente hasta el cuerpo celular se acumula en
estructuras vesiculares en lugares distintos del nucleo (ROHRER y
cols., 1982). Otra posible explicacion de la presencia de
receptores nucleares asociados al NGF, es la translocacién de unm
receptor, activado desde la membrana plasmatica, hasta el nucleo.

THCENEN y cols. (1978) propusieron el modelo, por el cual, los
tejidos periféricos inervados por neuronas sensoricles y simpaticas
eran la fuente de NGF para dichas neuronas. Segun esto, los tejidos
periféricos dirigen su propia inervacién secretando BGF. Diversus
estudios han aportado evidencias indirectas que parecen confirmar
esta hipotesis (GREERE y SHOOTTER, 1980; RICHARDSON y EVEWDAL,
1982).

Por tanto, se puede concluir diciendo que el HNGF humano es
probablemente necesario para el normal desarrollo de las neuronas
sensoriales y simpaticas, para la inervacién de tejidos diama por
estas neuronas, para la regulacion de la actividad neurotransmisora

en neuronas sensoriales y simpaticas adultas, y como um factor de

supervivencia de larga vida para las neuronas simpaticas (DAUGHADAY

y HEATH, 1984).
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Tambien cabe sefialar, que aparte del NGF, otros neuropéptidos

tienen gran importancia en la coordinacion de la proliferacian

celular (HANLEY, 1985). Dentro de ellos, destaca la sustancia P y

la sustancia K, que son péptidos pertenecientes a la familia de las
taquikininas. NILSSON y cols. (1985) han demostrado que estas dos
sustancias estimulan la sintesis de DNA en cultivos de células de

rusculo liso arterial y de fibroblastos de la piel.

7.5.4, FACTOR DE CRECIMIENTO DE CELULAS T
(TCGF)> o INTERLEUKINA-2 (IL-2)

La IL-2, denominada or.ginariamente factor de crecimieato de
células T, representa un elemento en la cascada de l..fokinas
liberadas durante la respuesta iurmune (FARRAR y cols.. 1982).
Asociada con la prolifsracién de células T, la IL-2, directa o
indirectamente, tambiém juega un papel importaate en la
proliferacién y maduracién de otros tipos celulares (SMITH, 1980,
ROEB, 1984).

La 1L-2 es liberada por las células T, como respuesta a dos
sefiales, La primara sefial (estimulo) es el antigeno presentado en
el contexto de proteinas del complejo mayor de histoccmpatibilidad
(MHC), y la segunda ec la interleukina-1 (IL-1), una linfokina con
muchos papeles biolégicos (SNITH, 1980).

Aunque todas las subclases de células [ parecer capaces de
liberar 1L-2, bajo las condiciones apropiadas, las células 1
"helper® parecen ser la mayor fuente de la misma (PFIZENMAIER y
cols., 1984). Una vez liberada la IL-2 promueve la proliferacién
de células T con .~>ceptor para la ‘sma células T respondedoras)
(SCHEREIER y cols., 1980).

El TCGF humano tiene un peso molecular de 15000 4., y no
presenta especie—especificidad. Sin embargo, el TCGF de raten, que
tiene un peso molecular de 25000, si es especie-especifico. Se ha
demostrado recientemente, que el gen que codifica la IL-2 esta
localizado en el brazo q del ~omosoma 4 humano (FUJITA y cols.,
198%).

Como sucede con las hormonas polipeptidicas y otros factores
de crecimiento (CARPENTER ¥ COHEN, 1979; NILSSON y cols., 1683, el
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mecanismo de acciéon de la IL-2 en 1la estimilacien de 1la

proiiferacien de celulas T, comprende 1la unién a recepiores
especificos de la membrana ceilular., Esta interacciér se caracteriza
por una afinidad particularmente elevada (ROEB y cols., 1981).

Las células en reposo tienen pocos sitios de union para el
factor. Tras estimulaciéon antigénica o mediante mitogenos, .a
células T activada exhibe de 4 a 12000 sitios de uv'6n. De esta
forma la céluli se transforma de un estado no sensible a la IL-2 a
un estado semsible a la misma.

Poco se conoce acerca del mecani~mo de ‘ransmisién al nacleo
de la sefial de unién de la IL-2 a ia membrana celular. Algunos
experimentos indican que el compl fo I'-a-receptor debe ser
fosforilado, aunque no Se sabe con seguridad, si se debe a la
accisn de la tirosin-kinasa (como ocurre con otros factores de
crecimiento), ni tampoco, Si la reaccién es ligando-dependiente
(ROBB y cols., 1981)

Indepesdienteme.ie ae la naturaleza de la sefial que transmite
la informacién, el efecio de la unién de la IL-Z2 a su receptor es
hacer qua la célula progrese de la fase tardia G, del ciclio celular
a la fase S. Esta conclusion estd basada en el hallazgo de jue la
supresion de IL-2 en células T ove se estan dividiendo activamente,
origina una detencién de dichas células en la interfase G:/5. La
readiccién de IL-2 aace que estas células entren en la fase 5, tras
un periodo de latencic de 10 a 12 horas. La proporcién de ceélulas
que cambia de fase depenue de la concetracisn de IL-2 (KLAUS y
HAVLYLOVICZ, 1984).

Aungue la IL-2 es:& reconocida como un factor de crecimiento

para células T, hay ctras células que presentan receptores para la

micma. Ademas, la IL-2 puede estimular a las célula= T para que
segreguen otras linfckinas.

Uno de los primeros papeles jdentificados en la IL-2, aparte
de su accién como factor de crecimiento, fue su capacidad para
inducir la secreccion de gamma-interferon por las células T (FARRAR
y cols., 1982). El gamma-interferén tiene un marcade efecto en gran

varieqad de funciones {nmunes, incluidas la actividad de células




NK. produccion de células T citotéoxicas, activacien de
macrofagos y modulacisn de la expresién de antigenos HLA.

Por otro lado, lineas celulares T fuer~n inducidas por IL
altamente purificada, a segregar un factor de crecimiento
celulas B (BCGF-1). La respuesta fue inhibida por un anticuerg
monoclonal para el receptor de IL-2, sugiriendo que la misr
interaccion receptor-ligeric era capaz de contribuir a
transicion del ciclo celular y a la secrecion de linfokinas (HOWA!D
y cols., 1983).

La IL-2 también juega un papel directo en la estimulacién ¢
respuestas inmunes de células no 1. Varios estudios han demostrac
que el factor produce un aumento de la actividau de células NK y ¢
linfocitos activadores de células K (LAK) (GILLIS y cols.,1981). I
1L-2 puede contribuir también 2 la proliferacion de tales célula
si bien se ha sugerido que es necesario un cofactor, el cual, puec
inducir receptores para IL-2 (OLAUENAGA y cols., 1983).

Asimismo, la IL-2 puede temer tambiér un efecto directo sobr
las céiulas B, mas alla del ejercido indirectamente a través de !
induccisn de linfokinas especificas de dichas células. VUtilizanc
anticuerpos monoclonales, se ha encontrado que un numero de célule
B activadas o transformadas, presentan receptores para IL-2 (MALY
y cols., 1983; KORSMEYER y cols., 1983).

Se requieren estudios ulteriores para comprobar la accic
directa de IL-2 sobre células B. No obst ite, ircluso si el efect
directo de esta linfokina scbre célul B con receptor para !
misma, representa sélamente un artefacto “in vitro*, ello sugier
que la IL-2 y los factores estimulantes de las células B comparte
algunds escalones tras la union con su receptor, tﬁles que la Ii-

pured inducir su actividad (RCBB y cols., 1981).

7.5.5, FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO D

FIBROBLASTOS (FDGF?
Este factor fue aislado por GOSPODAROVICZ (1975) a rartir

=3

la hipofisis bovina. Aunque su nombre se debe al hecho de que,

principio, estimulaba la proliferacién de fibroblastos, mAs tarc

0

se comprobé que también estimulaba otra serie de células de origen
mesodérmico (GOSPODAROWICZ y HAFDLEY, 1976).

Su posible funcién biolégica estaria relacionada con la
regeneracién de las heridas. Se trata de un péptido termolabil, de
un peso molecular proximo a los 13000 d, Parece ser independiente
del factor de <creciniento nervioso (NGF) y del factor de
crecimiento epidérmico (EGF), pues en este ultimo caso, se observa
que no se une al mismo receptor.

El FDGF induce 1a proliferacién en células que han sido
inhibidas por contacto. Recientemente, se ha comprobado también que
el FDGF mantiene la supervivencia de neuronas "in vitro*. "In
vivo", se ha demostrado que induce angiogénesis en el cerebro da
rata y regenera los nerviocs periféricos, experiﬁentalmente

seccionados.

7.5.6, INSULINA Y FRCTORES DE CRECIMIENTO
INSULIN-SEMEJANTES (I6Fs I y II)

La insulina es una ho:mona polipeptidica de 51 aminoacidos,
que posee una gran variedad de actividades oviolégicas que son
esenciales para el mantenimiento de la vida en animales superiores
(CZECH, 1977).

Aunque el espectro de las acciones de la insulina es continuo,
estas actividades estén separadas, a menudo arbitrariamente, en dos
cafegorias: efectos metabolicos agudos y actividades crénicas
promocionantes del crecimiento (KIBG y KAHN, 1984). Dentro de estas
dos categrrias se puecen distinguir, a su vez, varias actividades:
- a) METABOLICAS:

- Transporte de glucosa y sintesls de glncégeno.

- Antilipolisis.

- Transporte de aminoAcidos.

- Bintesis de proteinas.

- b) PRONDCION DEL CRECINIENTO:

- Sintesis de REA y DNA.

- Proliferacién celular.
los efectos metabélicos de 1a 1insulina son

En general,
s concentraciomes (0,1 a 1 nM), ¥ el tiempo de

observados a baja
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comienzo de estas acciones es muy corto, generalmente, a los pocos
minutos de la exposicion de las células a la insulina. En
contraste, los efectos de promocién del crecimiento, tales como la
estimulacién de la sintesis de DNA y la proliferacién celular, snn
generalmente observados a concentraciones de 0.1 a 1 uK, y el
tiempo de incubacion requerido es de horas a dias (KING y KAHN,
1981).

Los factores de crecimiento insulin-semejantes (IGFs) son una
familia de hormonas polipeptidicas, que son definidas por su
habilidad de imitar los efectos biolégicos de la insulina, aunque
se diferencian estructuralmente de ia misma (ZAPF y cols., 1978).

Han sido definidos dos IGFs, llamados IGF-I e IGF-1I. Son
polipéptidos de 70 y 67 residuos de aminoAcidos y son idénticos en
un 62% de su secuencia primaria (RINDERKNECHT y HUMBEL, 1978).

La estructura del IGF-1 es semejante a la insulina en un 49%
de los residuos de aminiacidos.

Fisiolégicamente, los IGFs parecen ser controlados, mas por el
nivel de la hormona del crecimiento que por el nivel de glucosa.
Ademss, diversas experiencias sugieren que los IGFs pueden mediar
el efecto de la hormona del crecimi:nto sobre el sistema éseo (ZAPF
y cols., 1978).

Los IGFs aparentan ser idénticos a otras clases de hormonas
polipeptidicas. Las somatomedinas, aisladas de plasma humano y de
ratén, tienen exactamente el mismo espectro de propiedades
biolégicas. Datos recientes sugieren que la somatomedina C es
inmunologicamente indistinguible del IGF-1.

Hay por lo menos dos tipos de receptores de IGF, que pueden
ser distinguidos basandose en su relstiva afinidad por IGF-1 e IGF-
11, y por su habilidad para {nteractu.r con insulina (ZAPF y cols.,
1978). El tipo I de receptor reacciona preferentemente con 1GF-1, ¥y
también, con insulina a altas dosis. El tipo II de receptor
reacciona preferentemente con IGF-11, y no reconoce a la insulina,

aon a muy altas concentraciomes.
Algunas células, tales como linfocitcs humanos cultivados,

poseen solamente receptores para IGF-1 e insulina (ROSENFELD y

cols., 1980). Otras tales como las células de higado, sélo tienen
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receptores para IGF-11 y para insulina. Por ultimo, otras, como los

fibroblastos humanos, poseen receptores para los tres tipos de

péptidos (NISSLEY y RECHLER, 1978).

El receptor para insui‘na es el mejor caracterizado y consiste

en dos tipes de subunidades enlazadas por puentes disulfuro. La
subunidad « tiene un peso molecular de 135000 d., y contiene el
lvgar de anclaje para la insulina (PILCH y CZECH, 1980C'. La
subunidad B tiene un peso molecular de alrededor de 95000 d., y
parece tener ac:ividad protein-kinasa tirosin-especifica (KASUGA y
cols., 1981). Emn el receptur nativo, estas subunidades estan
enlazadas por medio de puentes disulfuro, formando una estructura
de pesoc molecular: 350000 4.

El receptor para IGF-I parece ser muy similar en su estructura
al receptor de la insulina, con una subunidad enlazante de peso
molecular: 130000 d., y otra subunidad de peso molecular: 90000 d.
(KASUGA y cols., 1981). La electroforesis en gel, bajo condiciones
no reductoras, sugiere que estas subunidades estan unidas en el
receptor nativo formando un complejo de peso molecular mayor de
300000 d.

El recepter para IGRF-I1 es un unico polipéptido de peso
molecular: 260000 d., con puentes disulfuro intracatenarios (KASUGA
y cols., 1981).

Los efectos metabélicos, o bien estimuladores del crecimiento,
podran ser producidos por la insulina, o por los IGFs, segin el
tipo de receptor con el que interaccionen (XING y KAHN, 1984).

Asi, si la insulina interacciona con Su receptor, se producen
intensos efectos metabdlicos, y se duda que se produzcan efectos
estimuladores del crecimiento. Si interacciona con un receptor para
IGF, se produce el fenomeno icverso.

Algo similar ocurre con los IGFs. Si interaccionan con
receptores para {psulina, producen efectos metabslicos, pero si lo

hacen con sus propios receptores, estimulan la proliferacion

celular (KING y KAHE, 1984).
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FACTORES DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTES
(TGFs)

PGFs que actualmente tienen mayor importanzia son los
factores de crecimiento transformantes (TGFs). Son factores
polipeptidicos secretados, principalmente, por células tumorales,
aunque también se ha encontrado que pueden ser sintetizados por
celulas normales (MASSAGUE, 1984).

Estos factores inducen en células normales una transformacién
semejante como si fueran tumorales, pero su efecto es reversible;
es decir, si eliminamos los factores del medio, las céluias vuelven
a comportarse como normales (MASSAGUE, 1984). Asimismo, estos
factores, al ser secretados por células tumorales, permitirian que
éstas se volvieran autéromas en relacién com su crecimiento
celular, por no depender de la presencia de factores de crecimiento
exogenos. Como ejemplo del proceso anterior, se ha demostrado la
preserncia de niveles elevados de factores de crecimiento en células
embrionarias de ratén, transformadas por tratamiento con N.N-
dimetil-furmamida (LEVINE y cols., 1985), lo cual garantiza su
autonomia.

También bhay evidencias de que célulac transformadas en cultivo
muestran unos requerimientos disminuidos de factores de crecimiento
exogenos, ©i se comparan com Sus homonimas normales (DULBECCO,
1970; HOLLEY, 1975; CHERINGTON, 1979; SIILES y cols., 1980;
McCLURE, 1983). la explicacién que se da al hecho de que las
células transformadas hayan sobrepasado las limitaciones de la
proliferacién, impuestas por el aporte de factores exégenos, es que
tales células sintetizan sus propios factores de crecimiento, y por
tanto, incrementan la concentracién local de factores mitogénicos
en el microambiente que rodea a las células.

Tras la identificaciéen de los factores de crecimiento

transfo- mantes por SPORF y TODARU (1980), se sugirié un mecanismo

de transporte autocrino para los mismos. Las celulas, después de la

transformacién, producirian TGFs, que al cortactar con receptores
de membrana de las propias células rroductoras, estimularian su

crecimiento. El resultado neto es una descompensacién del mecanismo

normal regulador de la division celular (Fig. 2).




FIGURA 2: Mecanismo de crecimiento de células
normales y transformadas (MASSAGUE, 1984).

CELULA NORMAL CELULA TRANSFORMADA

GF1——5 TGFs—
GF2 S2 N— —S2
SINTESIS DE DNA Y MITOSIS

Una celula normal recibe factores de crecimiento del
pedio extracelular. Estos conectan con los teceptores de
pembrana vy provocan una sehal extracelular que llega al
nacleo, produciéndose la sintesis de DNA y mitosis. Una
célula transformada no necesita los factores de creci-
plento externos, va que ella misma produce los TGFs que
se unen a los receptores de la membrana celular, indu-
ciendo la replicacién celular.

Esta hipotesis es reafirmada por los hallazgos de que
oncogenss codifican proteinas con actividad similar a factores de
crecimiento, o que recuerdan receptores para los mismos.

La propagacién de 1la sefial inducida por los TGFs al
complejarse com su receptor, parece producirse al ser estimulada
una membrana ki.asa, la cual, estimula wuna cascada de
fosforilaciones intracelulares (ABDEL-GHANY y cols., 1983).

Dentro de los TGFs han =!do identificados tres tipos: el TGF-a
{(MARQUARDT y TODARO, 1982), el TGF-B (ASSO1A¥ y cols., 1983) y el
TGF-y (YUNIS y cols., 1983), aunque hay autores que s6lo reconocen
la existenci de los dos primeros (MOSES y cols., 198%).

El TGF-a es producido por varias células animales y humanas
(TODARO y cols., 1980) Este factor de crecimiento es un miembro de
la familia del gen que codifica el EGF. Se fija a células
portadoras del receptor para EGF, con una afinidad similar a la de

dicho factor, y estimula su proliferacién.
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El TGF-a y el EGF tienen una semejanza estructural entre un 30
y un 40% y esta semejanza podria explicar el que ambos factores
compartan los msmos receptores (MOSES y cols., 1985).

El TGF-a ha sidgo encontrado en muchas células cancerosas, y se
ba sugerido que su accién autocrina, estimulando el crecimiente de
celulas portadoras del receptor para kGF, puede jugar un papel muy
importante en la transformacién maligna (SPORF y ROBERTS, 1985:.
También, se bha demostrado que el TGF-a humano determina uma
apertura parpebral precoz en ratones recién nacidos (SKITH y cols.,
1985b). Asimismo, la reciente clonacién de los geres para el TGF-a
en el hombre v en la rata (LEE y cols., 1985), permitird umna mayor
investigacion en su mecanismo mwolecular de actuacion, aunque es
probable que sea similar al de! EGF.

El TGF-Y esta peor conocido estructuralmente, y como deciamos
antes, hay autores que dudan de su existencia (MOSES y cols.,
1985). 5i se sabe que no presenta reacciéon cruzada con el receptor
para EGF, como ocurre con el TGF-a.

En cuanto al TGF-B, es el que tieme actualmente mayor
impocrtancia dentro de los TGFs. Este factor fue identificado por su
habilidad para causar transformaciéon fenotipica de fibroblastos de
raton (ROBERTS y cols., 1981; TUCKER y cols., 1983). Muchas células
diferentes sintetizan TGF-B (ANZANO y cols., 1985; ASSOIAN y SPORN,
1986), y esencialmente todas tiene un receptor especifico de alta
afinidad para este péptido (FROLIK y cols., 1984; TUCKER y cols.,
1984a; MASSAGUE y oIKE, 1985). Por tanto, el TGF-§ es una molécula
regulatoria fundamental, actuando a través de ambos mecanismos,
autocrino y paracrino. Recientes estudios indican un importante
papel para el TGF-Bp en células del sistema inmune (KEHRL y cols.,
1986; ROOK y cols., 1986), tejido comectivo (IGNOTZ y MASSAGUE,
1986; ROBERTS y cols., 1986), asi como, en epitelios (SHIPLEY y
cols., 1966).

El TGF-§ es una molécula multifuncional (ROBERIS y cols.,
1985b), puesto que puede estimular o inhibir la proliferacién,

puede estimular o inbidbir la diferenciacién, y puede estimular o

inhibir otros procesos criticos en la funcién celvlar.




La estructura del TGF-B corresponde a un dimero
molecular: 25000 d4.),

(peso
formado por dos cadenas idénticas de 112
aminodcidos (MASSAGUE, 1985; DERYNCK y cols., 1985). Sélo el dimero
es biologicamente activa.

La secuencia total de los TGF-B bumano (DERYNCK y cols., 1985)
y murino (DERYNCK y cols., 1986) difiere solo eu un aminoacido. El
TGF-B bovino (ROBERTS y cols., 1983) también han sido secuenciado
parcialmente, y es idéntico a la molécula humana,

Otros péptidos han mostrado una estructura muy similar, si no
identica, al TGF-B. Entre éstos tenemos un inhibidor aizlado del
medio condicionado de células de rifion de mono (BSC-1) (TUCKER y
cols., 1984b) y un péptido inductor de cartilago (CIF-A4), aislado
de huesc bovino (SEYEDIN y cols., 1985). Asimismo, la inhibina
(MASON y cols., 1985), un polipéptido inhbidor de la secrecion de
FSH, es un heterodimero y un producto ce la familia de genes que
incluye al TGF-§. Por ultimo, el NIS (sustancia inhibitoria
Mulleriana), producida por el testiculo y responsable de la
regresion del conducto Mulleriano en el embrién macho (BUDZIK y
cols., 1985), tiene una estructura muy similar al TGF-§ (CATE y
cols., 1986).

El TGF-B se liga a un receptor especifico de alta afinidad en
la membrana celular, que se encuentra esencialmente en todas las
células, normales o0 malignas, -epiteliales 0 mesenquimales,
incluyendo células de origen hematopoyético, tales como linfocitos
(TUCKER y cols., 1984a; SHEIFETZ y cols., 1986). No hay reactivilad
cruzada para este receptor con otros factores de crecimiento.

Es una molécula grande (aproximadamernte 500 a 600 Kd.), con
dos subunidades unidas por puentes disulfuro (MASSAGUE, 1985;
FANGER y cols., 1986). No parece tenmer actividad tirosin-kinasa, al
contrario que los receptores para la mayoria de los factores de

crecimiento.
Aunque los ecstudios originales sobre el TGF-§ midieron su

capacidad para estimular la proliferacién de fibroblastos de rata

en Agar (ROBERIS ¥ cols., 1981), estudios posteriores han
en cuanto a la proliferacién

demostrado que su papel priecipal,

celular se refiere, es inhibidor.
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F¥o obstante, el TGF-B estimula otras funciones celulares.
Estimula el transporte de glucosa y aminoacidos, asi como la
glicolisis en fibroblastos (SPORN y cols., 1986). Asimismo,
incrementa la formacién de colAgeno y fibronectina en estas células
(IGNOTZ y MASSAGUE, 1986; ROBERTS y cols., 1986; SPORE y ROBERTS,
1986) y estimula su quimiotaxis "in vitro" (POSTLETHVAITE y cols.,
1987). "In wvivo", estas acciones dan lugar a una respuesta
fibrética en el lugar de inyeccién (ROBERTS y cols., 1986).

El TGF-B también incrementa la liberacion de prostaglandinas y
la movilizacién de calcio en érganos en cultivo, mientras que en
células de la granulosa ovarica potencia marcadamente la habilidad
de la hormona foliculo-estimulante (FSH) de inducir la preoduccién
de p.ogesterona y estrogenos (Y1NG y cols., 1986), lo cual altera
la formacién de receptores para la hormona luteinizante (LH),
inducida por FSH. Por altimo, el 1GF-§ inmduce la diferenciacién
escamosa y produccién de una envoltura coérnea en células
epiteliales bronquiales (POSTLETHVAITE y cols., 1987).

De estas funciones, propias del TGF-§, se derivan clertos
hechos de importancia clinica.

Por ejemplo, ciertos tumores (carcinoma escirro de mama ¥y
estémago y fibrosarcomas) se caracterizan por una excesiva reaccion
fibrotica, la cual, podria ser causada por su liberacién de TGF-B
(LEFNOX, 1986).

Asimismo, durante la embriogénesis, el TGF-p puede jugar um
papel critico en dirigir la migracion de fibroblastos que
sintetizan 1z matriz necesaria para la irganogenesis (POSTLETHVAITE
v cols., 1987).

Por otra parte, la liberacion de T:F- B por parte de plaquetas,
linfocitos y monocitos/macréfagos, en sitios de dafio tisular, puede
jugar un papel criticc para lograr la migracién de fibroblastos de
tejidos conectivos vecinos e incrementar 1la produccién de colégeno
y fibronectina por parte de los mismos (SPORN y cols., 1986). De
este modo, se lograria reparar el dafio tisular.

Por 4ltimo, la habilidadé del TGF-§ de promover la formacién de

colageno, puede tener implicacicnes en una enfermedad metabélica,

tal y como la osteoporosis, en la que una ipadecuada formacién de
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colageno, u otros componentes de la matriz &sea, pueden contribuir

4 su patogénesis (SHAPIRO y cols., 1984).

Dentro del funcionamierto autocrino en células cancerosas se
pueden incluir, aparte de los factores transformantes a y B, otros
como el PDGF y bombesina (SPORN y ROBERTS, 1985). Sin embargo, el
mecanismo de funcionamiento autocrino no parece restringirse a
células cancerosas, y recientes estudios con péptidos PDGF-
semejantes en células de misculo liso en animales, asi parecen
probarlo. Asimismo, se ha demostradc la regulacién de la
proliteraciéon celular por factores estimuladores e inhibidores
difundidos a partir de cultivos de células 3T3 (HAREL y cols.,
1985).

Segun MASSAGUE (1984), cada tipo de TGF no produce una
transformacién neoplasica por si solo, sino que tiene que haber una
colaboracién entre ellos y otros factores polipeptidicos ya vistos,
como PDGF e 1GFs.

FIGURA 3: Inducciébn y transformacién en las
células por accién de diversos PGFs.

POGF oTGF/EGF IGFs pTGF
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Cada factor de crecimiento conecta con su receptor espe-
cifico. Producen cada uno una accion determinada sobre la
célula receptora (A,B,C). El efecto producido en la célu-
la por la suma de estas acciones se considera como que
dicha célula alcanza el estadio de induccion en la trans-
formacidén neoplasica.

La acciéon de TGF-B sobre su receptor en una
célula inducida completa el ciclo de transformacion
neoplasica.
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Las acciones combinadas de PDGF, [GFs y TGFs/EGF producirian
la induccién en la ceélula normal. La transformacién vendria dada
por la accion del TGF-B (Fig. 3).

Hay otras evidencias de 1la actuacién conjunta de varios
faciores de crecimiento polipeptidicos. Entre ellas, tenemos la
estimeacién de la glicolisis y captacién de aminoAcidos en células
NRK-49F por TGF-B y EGF (BOERN:ER y cols., 1985), y la estimulacién
de la captacién de glucosa por TGF-B, para la cual, se requiere la
activacion del receptor para EGF (INMAN y COLOVICK, 198%8)"

7.6, ONCOGENES

Muchos virus (especialmente retrovirus) oncogénicos, contienen
secuencias gensémicas que parecen ser responsables de la induccién
de neoplasia. Estos genes son llamados oncogenes virales (v-omc).

Actualmente, se <conocen unos 20 retrovirus altamente
oncogénicos aislados de diferentes especies y, consecuentemente, se
han detectado los oncogenes asociados a cada uno de ellos (RUGGIERO
y cols., 1984). Como ejemplo cabe citar el gen src del virus del
sarcoma de Rous, el abl del virus de la leucemia murina de Abelson,
el erb del virus de la eritroblastcsis aviar, el mos y el ras de
los virus del sarcoma murino de Moloney y de Harvey,
respectivamente (COOPER, 1982..

Una gran parte de los oncogenes de los retrovirus conocidos
(v-onc) tienmen un homélogo equivaiente presente en células normales
(c-onc). Los c-onc parecen haberse conservado a través de la
evnluciéon de los vertebrados y las evidencias disponibles sugieren
que son el origen ancestral de los v-onc; es decir, que los
retrovirus altamente oncogénicos, praobablemente, adquirieron en un
tiempo pasado sus genes transformantes a partir de los homélogos
celulares, en un proceso de recombipacion aun no comprendido del

todo.
Algunos c-onc se transcriben y traducen en células normales,

pero la magnitud de su expresion es muy inferior a la observada en

las células transformadas por los virus oncogénicos portadores de
v-onc. Asi, en 14 pacientes, en los que fue posible estudiar el

tefido normal y maligno del mismo érgano, se oObserve que la
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actividad transcripcional de oncogenes era mayor en el tejide
maligno que en el normal (SLAMON y cols., 1984). Por lo tanto, la
transformacion por virus se ha considerado <omo la consecuencia de
una expresion aumentada de genes que, de no estar asociados con
secuencias reguladoras virales que incrementan su expresion, serian
normales para la célula (RUGGIERO y cols., 1984).

Comc posibilidad alternativa, se ha sugerido que entre los v-
onc y los c-onc existen diferencias muy sutiles, pero decisivas. En
tal caso, es posible postular que las proteinas codificadas por los
distintos v-onc tengan especificidades enzimAticas diferentes de
las codificadas por los <c-onc homélogos, Yy que estas
caracteristicas expliquen el fenotipo transformado. De cualquier
modo, el bhallazgo de los c-onc ha revelado la existencia, en
células normales, de un grupo de genes con potencial transformante
(RUGGIERO y cols., 1984).

La presencia de c-onc en células normales parece indicar que
deben tener una funcien fisiolégica. De hecho, genes claramente
oncogénicos (c-onc) parecen jugar un importante papel durante el
desarrollo embrionario de un ratén.

la tasa de crecimiento exhibida por tejidos proliferantes
embrionarios y algunos malignos son similares. Asi, los c-onc
pueden participar en la proliferacién o diferenciacicn de un tejido
normal embrionario, y cer programados para llegar a ser
relativamente quiescentes en células diferenciadas (GALLO y VONG-
STAAL, 1822).

Las causas que activan a un c-onc no se conocen claramente. Fo
obstante. se han propuesto varios modelos. lmo de ellos, seria el
que los agentes cancerigenos (agentes fisicos, quimicos, etc.)
podrian :rovocar mutaciones de las secuencias que regulan la
expresicz de oncogenes en las células normales o, alternativamente,
podrian mediar su acclién directamente a través de mutaciones de los
oncogenes (RUGGIERO y cols., 1984).

Esta cobrando importancia la idea de la existencia de unos

posibles genes reguladores que controlarian la expresién de los

oncogenez de tal manera, que se podrian explicar los diversos
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mecanismos de activacion de los mismos, que determinan 1la

transformacicén neopléasica.

Existen doterminados virus oncogénicos que DO poseen Oncogén

(por ejemr'o: el virus de la leucemia aviar), pero que cuando se
inocula en un ave da lugar a un linfoma. Este linfoma expresa, con
gran intensidad, =21 oncogén c-myc. Se ha demostrado que el genoma
del virus se integra en el de la celula en un lugar proximo a la
localizacién del c-myc. Es probable, que el genoma del virus se
integre en un lugar ocupade o relacionado con la actividad de un
posible gen regulador del c¢-myc, bloqueando su actividad vy
desrreprimiendo el gen c-myc, cuyos productos, sintetizados en gran
cantidad, provocarian la tronsformacion celul

Otro epemplo de bloqueo del posible gen regulador ocurriria en
las translaciones cromosémicas, evidenciadas en numerosas células
tumorales. Se ha observado que los cromosomas translocados
contienen determinados oncogenes, 1los cuales, podrian haberse
librado de la actuacion represora de los genes reguladores.

En el caso de los tumores inducidos por virus portadores de
oncogenes, podria explicarse suponiendo que el virus, al insertarse
en e] geroma, lo hace en un lugar libre no proximo a genes
reguladores, por lo que el oncogén viral podria expresarse.

Los carcinégenos quimicos, radiaciones, e incluso determinados
virus, pueden provocar mutacioues que podrias afectar al gen
regulador, o bien, directament:, al propio oncogén (REDDY y cols.,
1962). Tanto en un caso como en otro el oncogén celular podria
activarse y determinar la formacién de una neapiasia.

Vemos, por tanto, que la existencia de un hipotético gen
regulador unificaria 1los distintos mecanismes conocidos de la
pncogénesis.

La accion de los virus oncogénicos hay que entenderla en el
ambito de los factores de crecimiento polipeptiiicos. Estos virus
pueden producir o inducir una proteina (producto oncogénico) que,
normalmente, activa la via del complejo factor de crecimiento-

receptor, y que puede imitar la accién del factor de crecimiento

(BURGUESS, 1985).
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Una proteina estructurai o enzimatica quec pudiera per‘ .rhar o
simular algunos aspectos de la acciérn de un factor de crecimiento,
podria esperarse que tuviera un pc'2ncial oncogénico. De este modo,
un producto oncogénico podria ser:

- a) El factor de crecimiento al gue la célula, normalmente,
responde. Se ha demostrado que el oncogén c-sis codifica una de las
dos cadenas del PDGF (DOOLITTLE y cols., 1983: Y'TERFIELD y cols.,
1983). Otros ejemplos son el oncogén lym y la transferrina (GOUBIN
y cols., 1983) y el gen T medio del polioma y la gastrina (BALDVIN,
1982).

- b) Una forma alterada (o un numero incrementado) del
receptor o receptores (BARGF'WN y cols., 1986). De est» manera, .a
célula diana siempre estaria en un estado estipulado. Si los
productos son receptores, al incrementar el numero de éstos, harian
n la célula mAs susceptibie a la actuacién de los factores de
crecimiento. %1 oncogén v-erb B codifica una proteina (YAMANOTO y
cols., 1983) que equivale al receptor de EGF truncado (DOVEFARD y
cols., 1984), y tiene actividad i.rocin-kinasc intrinseca (KRIS y
cols., 1985; LAY y cols., 1985). Esta proteina induciria la
‘transformacisn funclonando como un receptor para um iactor de
crecimiento act.vado. Asirismo, las proteinas de los oncoge' 'S v-
erb B y v-fms presentan estructuras parecidas a los receptores para
EGF y PDGF (DOVNVARD y cols., 1984), y lo mismo .curre con el gen
fms y el receptor psra el faccor estimulado- ‘e colonias (GSF)
(SCHER y PETTENMIER, 1986) y para el erb A y el receptor para la
hormona tiroidea (VEINBERGER y cols., 1986; SAP y cols., 1986).

- ¢) Un cambio en la naturaleza molecular o concentracién de
un sustrato intracelular para el receptor del factor de crecimiento
(IT0 y cols., 1983). Candidatos para sustratos de los receptores

parecen ser componentes del citoesqueleto o enzimas que modifican

las proteinas del citoesqueleto, estrechamente asociados con la

cara interna de la membrana celular.
- d) Una protei a celular involucrada en la activacién de la

cromatina eucariotica, ya sea per conexisn directa con el DNA, ©

por alteracién de la matriz ear (COLBY y cols., 1983).




Por medio de una de estas cuatro posibilidades, o por varias
de ellas, los oncogenes pueden determinar la formaciéen de una
neoplasia, a través de mecanismos involucrados en la regulacién del

crecimiento de células normales.

8. FACTORES INHIBIDORES DEL
CRECIMIENTO CELULAR

Como hemos dicho al hablar de la regulacion del crecimiento
celular, huy se considera éste como un proceso dinAmico en el que
tienen tanta importancia los factores estimuladores como los
inhibidores del mismo. Esta teoria ha dado gran importancia a estos
ultimos.

Por otra parte, y como hemos visto anteriormente tambien,
algunos factores pueden ser estimuladores o inhibidores, segin la
célula sobre la que actigen, 3egun a la concentracién a la que lo
hagan o segun las condiciones del medio circundante.

Por ello, a continuacién, estudiaremos algunos factores
‘phibidores, que hemos referido anteriormente como estimuladores.

Aparte, estudiaremos otros factores exclusivamente inhibidores.

8.1, AGOTAMIENTO DEL MEDIO

El mecanismo mis simple que determina la inhibicién del
crecimiento celular es el agotamiento del medio, en el que se
desarrolla la célula. La depleccién de nutrientes, y principalmente
de factores de crecimiento (STOKER, 1973), asi cowu la acumulacion
de productos de desecho y variaciones de pH, son factores, que por
si solos, son capaces de inhibir la proliferacién celular. Bo
obstante, pensamos que la inhibicién celular no depende unicamente
de estas situaciones aleatorias, sino que existern uua serie de

factores y sistemas que contribuyen activamente a esta inhibicién.

8.2, INHIBICION POR CONTACTO
ABERCROMBIE y HEAYSMAN (1964) definieron la inhibicién por

contacto como el fenémeno ocurrido en los cultivos de células
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nérmazea. mediante el cual, al producirse el contacto antre :as
mismas, cesa su proliferacion y motilidaa, asi como, 1ls
irregularidad de sus membranas.

De este modo, se forma una monocapa confluente, en la que ias
células vecinas contactan unas con otras. Si tal monocapa es
agredida o lesionada con una aguja, de tal forma que se cree una
franja libre de células en la placa de cultivo, las células de los
bordes de la linea se extienden hacia e! interior de la zona libre
y alli se dividen.

Esto indica que la supresién del crecimiento en una lamina
intacta confluente estd bajo un control local, fenomeno conocido
como “topoinhibicieon" (DULBECCG, 1970).

La causa de este fenomeno puede ser el agotamiento de algun
factor de crecimiento localizado (DUNN e IRELAND, 1984), o bien, el
paso de sustancias quimicas de bajo peso molecular de una célula a
otra.

BURTON (1975) denomina a esta hipotética sustancia como
“sustancia clave", y ésta, tendria la particularidad de inhibir el
cicio celular en G:. Cuando a nivel intracelular alcanzase un
determinado umbral, esta sustancia pasaria por simple difusién de
una célula a otra, actuando sobre células en asincronia. Segin
EURTCN, esta sustancia podria ser H* u OH o mis concretamente,
variaciones en el pH que se transmitirian de unas células a otras.
Sin embargo, considera también que otros posibles candidatos

podrian ser los 1omes ¥a* y K*, o !Incluso, poliaminas ¥y

prostaglandinas.
Otros autores (HAKOMORI y cols., 1974; VHITTENBERGER y GLASER,

1977; NAKAMURA y cols., 1983; PETERSON y LERCH, 1983) opinan que la

inhibicién por contacto se debe a glicoproteinas de la membrana

implicadas en esta

plasmatica celular. Aunque las moléculas
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inhibicién sélo han sido parcialmente caracterizadas

cols., 1981; NAKAMURA y cols., 1984a; 1984b), parece ser, que Su

actuacion es de naturaleza especifica y que requiere el contacto

célula-célula. Anteriormente, al referirnos a las celulas NIH 3T3,

mentado con detalle las moléculas ipvolucradas en esta

hemos co
forma de inhibicien,

y su posible mecanismo de actuaclot.




8.3. CHALONAS
La actividad mitotica es superior durante el su=2fio y menos

intensa durante el ejercicio o stress. Esto es debido a ciertas

hormonas liberadas durante el stress, principalmente adrenalina y

glucocorticoides, que indiben la mitosis en todn el organismo. Sin
embargo, estas hormonas son sélo una parte del mecanismo regulador
de la mitosis. Existen otras sustancias que actuan como inhibidores
mitéticos, llamadas chalonas (frenadoras) Yy Qque, probablemente,
sean liberadas o activadas por las hormonas del stress. Las
chalonas son tejido-especificas, pero noc especie-especificas. Por
ejemplo, las chalonas de la piel de conejo inhibiran la mitosis de
las céluias epidérmicas de conejo o de ratén, pero no inhibiran la
mitosis de cualquier otro tejido.

La primera idea de chalonas 1la apunté BULLOUGH (1962),
considerandolas como reguladoras de la proliferacién celular
mediante un mecanismo "fee '-Lack®. Las chalonas se han descubierto
en numerosos tejidos y células, y aunque no estén definidas
biocquimicamente de forma exacta, parecen ser polipéptidos o
proteinas de bajo peso molecular. Son capaces de inhibir de forma
especifica, pero reversible, la mitosis de tejidos diferenciales.

En la epidermis y otros tejidos de mamiferos se producen dos
tipos de chalonas. Una de ellas, la chalona G,, bloquea el paso de
ia fase G, a la fase S, y es una sustancia termoestable de bajo
peso molecular (2000 a 10000 d.). Sustancias con propiedades
semejantes a la chalona G: bhan sido detectadas también en la
glandula mamaria y en el higado.

la chalona de tipo Gz impide la entrada de 1la célula en
mitosis, y tiene un peso molecular mas alto (entre 25000 y 50000
d.). Se ha detectado en linfocitos humanos y fibroblastos.

Jo se sabe el mecanismo, a través del cual, actuan las
chalonas, aunque algunos autores piensan que se localizan en la
membrana celular impidiendo el paso de nutrientes, especialmente el

Ca**, al interior de la célula.
La capacidad de sintesis de chalonas permanece en células

tumorales (TERSKIKH, 1973), aunque el aumentc de la permeabilidad

de la membrana hace que no retengan chalonas Yy, Ppor lo tanto




tengan cantidades bajas de ellas. No obstante, se cree que los

tumores tienen capacidad de ser regulados p.. 'as chalonas, ya que

la inoculacién de estas sustancias dentro de un tumor ha inducido
la regresion del mismo.

2.4, POLIAMINAS

Deciamos anteriormente, que la presencia de poliaminas es
esencial para un 6ptimo crecimiento celular. Ein embargo,
paradojicamente, dichas sustancias pueden actuar como potentes
inhibidores de la proliferaciéon celular. El mecanismo, en este
caso, depende de una enzima, la poliaminaoxidasa, que desamina los
grupos amino-terminales de la espermidina y espermina,
convirtiéndolas er. aminoaldehidos, 1los cuales, serian los
autenticos responsables de la inhibicion del crecimiento celular
(SKITH y cols., 1983).

Probablemente, las poliaminas a bajas concentraciones ejercen
un papel estimulador del crecimiento celular. Estas células, al
proliferar, sintetizarian altas concentraciones de poliaminas que,
a su vez, inhibirian el crecimiento celular.

las células tumorales secretan gran cantidad de poliaminas,
aunque éstas no inhiben su proliferacién. Este hecho prodria
explicarse por una menor sensibilidad de estas ceélulas a 1la
regulacién por poliaminas, igual que sucede con otros factores
inhibidores del crecimiento, tales como prostaglandinas (QUASH ¥y
cols., 19790 y los factores 1lipidicos inhibidores de Ila
proliferacién celular (CPIF) (BORDES y cols., 1988). No obstante,
estas poliaminas secretadas en gran cantidad por la célula tumoral,
pueden acumularse en los liquidos organicos e inhibir la
proliferacién de células normales, especialmente, las inmunes,
dando lugar al estado de inmunosupresion caracteristico de un

paciente avanzado de enfermedad neoplasica (BYRD y cols., 1977).

8.5, HISTAMINA
La histamina, inyectada subcutdreamente a dosis de 10 mg/kg,

| see un efecto inhibitoric de la proliferacion de linfocitos
tisulares en ratones (AL-INAPA y DALE, 1985). Este efecto se debe a




la 1inhibiciéon de 1la sintests de DNA, cuantificada por la

incorporacion de 5-'“%1-2'-deoxiuridina, siendo muy marcado en bazo
y algo menor en pulmén, higado y ganglios linfAticos. Puesto que se
sabe que la histamina activa células supresoras a través de

receptores H., se cree que este seria su mecanismo de actuacién
para inhibir dicha siatesis de DNA.

8.6, INSULINA Y FACTOR DE CRECIMIENTO
INSULIN-SEMEJANTE 1 (IGF-1)

Tanto la insulina, como el IGF-I, parecen ser importantes para
el proceso de proliferacién linfocitaria, como se deduce de las
siguientes observaciores.

En primer lugar, linfocitos activados por mitogenos o por
antigenos, portan en su superficie celular receptores para insulina
(KRUG y cols., 1972; HELDERMAN y STROM, 1978; BHATHENA y cols.,
1982) y para IGF-1 (KOZAK y cn's., 1985), que estan ausentes o se
expresan minimamente en linfocitos quiescentes.

Fn segundo lugar, concentraciones nanomolares de insulina o de
IGE-1 incrementan los procesos anabélicos (HELDERMAN y EDVARDS,
1981) o la sintesis de DNA (HEULIN y cols., 1982; SCHIMPFF y cols.,
1983), respectivamente, en cultivo de linfocitos activados por
mitégenos a concentraciones de suero que son subéptimas para el
crecimiento.

HUNT y EARDLEY (1986) han descrito un efecto adicional, e
inesperado, de los factores anteriores sobre la sintesis de DNA
inducida por interleukina-2 (IL-2).

El 1GF-1, a concentraciones séricas aproximadamente
fisiolégicas, y la insulina, a concentraciones suprafisiolégicas,
suprimen potentemente, tanto la proliferacién de linfocitos, como
la generacion de células productoras de anticuerpos. Estos efectos
no son reversibles por un incremento de la concentracisn de IL-2 ¥
estan mediados, probablemente, por ocupacién del receptor para 1GF-
I, el cual, es ocupado de forma cruzada por la iusulina a

concentraciones suprafisioléogicas (ZAPF y cols., 1978; KING ¥y
cols., 1984; CAMPISI y PARDEE, 1984).




