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INTRODUCCION

1.A.- EVOLUCION HISTORILA

El aislamiento y la caracterizaci6n del receptor del factor
de crecimiento epidermal (EGFr). incluyendo la clonacifn de su
DNA. se ha visto facilitada por ia utilizacién de una linea
celular que presenta una gran cantidad de receptores.

La linea celular fue designada como A-431 y se obtuvo en

1972 de un carcinoma epidermoiage humano de vulva (Giﬁrdf y
Aaronson). No hay razones para suponer Qque la inform&Eiéﬂﬁf
obtenida dei EGFr de las células A-431 es particularméﬁté
inusual. Sin embargo, puede presentar pequefias diferencias en

: aigﬁhos aspectos cocmo puede Ser la rapidisima respuesta
'”#bitogenica que en otros tipos celulares se encuentra més

atenuada.

'fl EGFr de las células A-431 fue aislado por primera Vez en_lj
1.980 con la utilizacion de afinidad cromatogréfica 2 i
receptor tenia una masa molecular de 150.000; sin embargo.
métodos de purificacién.posteriores. indicaron que ia masa €ra
de 170.000 [2]. Esta corresponde a estudios realizados con
I?ﬁ-EGF. Casi todas las células contienen una protesa gue TOMPE

la molécula primitiva de {70.000 daltons ea otTa con una masa

molecular més pequefia {150.000}.

: &L Moyt srp®
El EGFr ha sido posteriormente a. jo en activo ("vivo )

a partir de ratones Vvivos O de preparaciones pur1flcadas de

placenta humana [31.
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Anteriormente al dislamiento del EGFr, se observé qu: la

adiccién+del EGF a los fbceptores de membrana de las células
A-431, producia una rédpida activacién de

la proteina kinasa
e

Como rtesultado de diversos experimentos se lleg6 a la
conclusién de que la molécula del EGFr era un polipeptido, que
contenia principalmente unos lugares o bandas de uni6én sensibles

a un fgctor de crecimiento que activa la tirosina kinasa.

Purificaciones pcsteriores del EGFr han revelado la presencia de

otras dos enzimas activas, DNA topoisomerasa Yy - la

fosfatidylinosiiol kinasa. pero esto parece representar una
contaminacién prote1ca [6,7,8]. Estén o no asdciédas estas

'T‘prote1nas con la purificacién del receptor esté por determxnar.

fEl aislamiento d=1 receptor insulinico en diversas preparac1ones'

han puesto igualmente de manifiesto ‘la presencia de la

fosfatidylinositol kinasa.

En 1984, un anél;sis secuencial del EGFr [9]. permitié Ia
clonaci6én del DNA del receptor y la deduccién de la secuencia de

aminodcidos de la molécula eutera [10]. Estos estudios han
demostrado la estructura bésica. haciendo posible que s¢€ puedan
realizar los estudios sobre las t ndas de unién o de la actividad
de la tirosina kinasa activada del EGFr como simples regiones de
una cadena polipeptidica. Los resultados de posteriores estudios

estructurales han llevado a su representac16n grafica.

10
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Figura 1. Estructura cdel receptor del factor de crecimiento

epidermal {EGFT). Aplicaciones de los siguientes simbolos:

ncia de enlace para N g!icosilacién; -4, probable lugar

adcnas oligosacaridas; .. residuos de cisteina:

residuos de fosfotirosina;

-, secue
de enlace para C
y. residuos de tirosina; P-~Y,
de treonina: p.T, residuos
lisina; FSBA-K,residuos de
osulfonilbenzoil ade
da, secuencias simila

de fosfotreonina; K.

T,residuocs
lisina unidos

residuos de
covalentemente con p-fluor nosina; region de

aérea puntea res a sSIC

la membrana divisoriaj;

gquinasa [10.11.12].
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' La materia del receptor estd formada por una cadena
polipeptidica de. 1.186 aminoacidos. que estd dividida en 4
regiones por una membrana hidrofobica. Si otra membrana aba::i
ambas regiones que envuelven la molécula no se conoce. Otro
grupo, basado en unos programas mgs complejos de estructuras de
membrana, sugieren la existencia de una membrana a-helicoidal
en el EGFr [13]. ' .

1.B.- FACTORES REGULADORES DE LA PROLIFERACION CELULAR

El conocimiento de los factores reguladdres ‘de  la
proliferacion celular ha tenido recientemente gfandes*’
descubrimientos. Si bien, el completo conocimiento de estos

procesos estd ain bastante distante, los mecanismos bioqﬁimiéas.-~
resentado notables avances.

y las estructuras moleculares han p
os se conocen a fondo unas 20 proteinas que
nto. aunque se supone que existen
las hormocnas éen general.
tener otras actividades

En estos moment
actuan como factor de crecimie
muchas mas. ESt~3 no son distintas de

Se piensa que estos factores deben
lar la proliferacién celular.

biol6gicas ademas de estimu
se une al receptor. S€ produce

cuando el factor de crecimiento

la estimulacion de diversos cambios bioguimicos:

%+ Intercambios ionicos.
Activacidn de diversas quinasas.

Alteraci6n de la forma celular.
a transcripcion de genes.

Incremento de 1
Estimulacién de enzim

as que regulan el metabolismo

* ¥ * *

fosfolipidico.

terminan horas después, con la

Estas y otras reacciones,

n del DNA Y la division celular.

replicaci6

ik 12
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Algun imi
gunos factores de crecimiento son conocidos Por actuar

dependi i {
rendiendo del tipo celular y circunstancias tfisioiégicas

' e com
inhibidores del crecimiento o :

bien como ind
. ' : uctcres de
diferenciacién celular. -

Factores de crecimiento més ia, ortantes ¥y sus funciones iés
caracterfstiras en las fases més primitivas del desarrolio:

- Factor de Crecimiento Insulinico (IGF-I,IGF-11): Prombevera
diferenciacién de las células nerviosas y del teJido
conec11VO, asi como la mitosis en muchos tipos
gelulares.

H "

- Factor de Crecimiento Epidermal (EGF): Mitosis en lo3 teji&ﬁ

mesodérmico y ectodérmico.

- Fa-:tor de Crecimiento Transformante alfa (TGF-a): Prdm&évqf
la diferenciaci6n epitelial. e o

- Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF): Mitosis en Eas:‘
células endodermicas vy mesodermicas.Potente agente
angiogénico.Induce la formaci6én mesodermica del :

embrion. i ;;;

Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B): Mitogenico
de acci6én bifdcica.Potente inhibidor del crecimiento
epitelial y de algunos tejidos conectivos. Estimula el

crecimiento de algunos fibroblast--. Induce la

formaci6én mesodermica del embrién. Impide ia
s musculares pero potencia

Favorece la

diferenciaci6n de las célula
aquellas células del epitelio bronquial.
sintesis de tejido conectivo. Quimiotaxis positiva

para los fibroblastos.

L}

13
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- Factor de Crecimiento derivado de las Plaquetas{PDGF):

Mitosis de las células mesodermicas.'Quimioatraccién
para fibroblastos y células musculares.

Estudios con marcadores radioactivos de los factores de
crecimiento han sefialado claramente que la fase inicial en la

interaccién de estos con las células diana son las bandas de alta

afinidad de los receptores que se encuentran en la membrana

plasmdtica. La estructura y propiedades funcionales de estos

receptores ha sido el objetivo de recientes investigaciones

cientificas, vy en este punto existen un considerable nﬁﬁero”de g

datos sujetos a revisioén.

1.C.- FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL

purante los estudios del factor de crecimiento nervioso,
Stanley y Cohen (1939) detectaron en extractos de glédndulas
submaxilafes un péptido que inducia una estimulacién epidermica

con queratinizacién de los parpados [14].

Utilizando esta axperiencia, S€ obtuvo una secuencia

proteica de 53 aminoacidos a part’r de gldndulas submaxilares de

1972).El equivalente humano fue pos..tiormente
El precursor del TGF-a contiene 160

ratén (Savage,

aislado a partir de la orina.

aminoacidos, ¥ el precursor del EGF contiene 1.168 aminoacidos

[15].

14
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o EmTRy :j%

Extracellutar

L Membrane

| Cyioplasmic

)

Fig.2. Estructuras de los
TGF-a. El precursor del T
rsor del EGF 1.168 [15].

precursores del EGF y del
GF-a contiene 160 aminoaci

dos,

el precu
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INTRODUCCION

La estructura del precursor del EGF se dedujo desde el DNAc
de la estructura que aparece en la figura 2. La proteina comienza
con una secuencia de 29 aminoacidos y una estructura semejante
al receptor transmembrana. Dicha estructura se encuentra rodeada
por una membrana alfa helicoidal, también posee una regién de

baja densidad lipoproteica seme jante a la del receptor.

La comparacién de la secuencia proteica del EGF en un ﬁran

barco de datos nos indica que existe unm parecido con parte défww.

factor de coagulacién IX, X, proteina C, activador de!
plasminogeno, y para Ja proteina del virus vaccinia (Doolitt}@frﬂ
et al. *984; Stroobant et al. 1985). La proteina viral contiene
secuencias homologas para el EGF y también del poténcihl
transmembrana. El factor de crecimiento viral es un agonista par§7.:'
el receptor del ECGF (EGFr), fue posteriormente aislado a partir
de un medio celular infectado con el Vvirus (Stroobént et
al.1985:Twardzik et al. 198%5). Parte de la secuencia de
aminoacidos procesados forma parte del factor de crecimiento
viral, el cual es glicosilado, tuvo un peso molecular de 9084 y
correspondia al EGF homologo obtenido a partir de la secuencia
dei DNA viral. El EGF, TGF-a y el factor de crecimiento del virus
vaccinia son derivados de precursores proteicos con receptores

de la superficie celular con estructuras seme jantes {151,

en que en las fases tempranés del
de célula en célula formando_
factores de

Diversos estudios sugier
desarrollo, el EGF puede desplegarse
sistema de comunicacioén. Los
esde la activacibn de los genes en los
arrollo, hasta asumir funciones

un importante
crecimiento pueden actuar d

estadios més primitivos del des

reparadoras O regeneradoras en las etapas posteriores [15].

16
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La sintesis de EGF en las glédndulas salivares del ratén es!
altamente inducida por los androgenos ¥y po: loS agonistas
B-adrenergicos. Este es detectable en saliva,leche, y orina, pero
en la circulaci6én sanguinea se detecta en lo¢ grénulos alfa de
las plaquetas,sugiriendo un papel andlogo al PDGF ¥y TGF-O,'los
cuales son también encontrados en grénulos plaquetariosi[lﬁi.

Como resumen final podemos decir que el*Factor de Crec1m1ento
Ep1cerma§ (EGF) es un mitogeno bien caracterizado de 53
aminoacidos., que estimula la proliferaci6n de numerosos tipbs de
células [14,16]. ; E

1.D.- RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENT6 EPEDERHAL

-

-

El receptor del factor de crecimiento ep1dermal (EGFr} es

glicop.oteina de membrana de 170 kd presente en’ numero

poblaciones celulares. epiteliales ¥ no ep1tel1a]es Elﬁ]
n de las células hematopoyét1cas, el nﬁmerof
célula oscila de 20. 000 a 200. 000. Una

a se puede observar en la linea celular A-
ep:dermotde de i

Con la excepci6
de receptores por

variacién s1gn1f1cat1v
431 (obtenida en 1.972 a partir de:ur carcinoma

vulva) y en
aproximadamente dos millones de rcc2ptores por célula {

otros carcinomas epiteliales que tienen 4
13

las sefales
os factcres

indican que el EGFr media

EGF, Ssino también: de otrcs d
son el factc

Tcdos los datos

bxolég1cas no s6lo del
parecidos al EGF, como

del crecimiento
(TGF-a) ¥ el factor de

del crecimiento alfa

transformante
crecimiento del virts vaccinia (VGF) {171,

17
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Los i
0s tres factores son practicamente iguales en un 22% de la

S¢cuenci i '
ncia de aminoacidos, pero para las bandas del EGFr tienen

una afinidad casi idéntica y producen las mismas respuestas en

las células diana. Los tres factores son. sin embargo, los

productos de diferentes genes que se expresan de forma diferente.
EP seres humanos el gen del EGF estd4 localizado en el cromos->ma
4 y el gen del TGF-a en el cromosoma 2. El gen del VGF esté
codificado por el genoma del wvirus vaccinia. La respuesta
biol6gica de las células diana a estos factores , tanio en
animales intactos como en cultivos celulares es la proliferacién
[14]. Sin embargo, otras respuestas que se han descrito son

discutidas por el momento.

El receptor para el factor de crecimiento evidermal (EGFr),

es un polipeptido de 1.186 aminoacidos, el cuai se encuentra

gividido en dos campos uno intracelular y otro extracelular, por

una membrana hidrofobica.

i.D.1.- Porci6n extracelular del receptor

La porcibn extrecelular del EGFr esté constituida por 621
aminoacidos [10]. Incluye las bandas de unidn de alta afinidad.
y esté caracterizada por dos puntos destacados: un alto contenido
de cisteina (aproximadamente un 10%) v un elevado nimero de
secuencias para enlaces N-glicosilados.

Quizas. so];mente 9 residuos de cistcina se encuentren en
la porci6n intracelular del EGFr, mient

i iones ue son
con 51 los cuales estan localizados en dos Teg q

las que van del 134 al 313 y la otra del 446 al 612 .

18
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Estas dos regiones ricas en cisteina parecen cooperar para
la formacién de las bandas de unién de alta afinidad para el EGF

Una gra: parte de los residuos de cisteina que se encuentran

en 'a porcidén extracel.lar estan probablemente en furma de
disulfuros, pero el contenido total de] receptor todavia no ha
sido cuantificado. No obstante, es probable que existan unas
regiones termodindmicamente estables en la porcién extracelular.
§in embargo, no se conoce de que forma la regiones ricas en

cisteina participan en los lugares de unién.

Experimentos realizados en las bandas ccn ﬁﬁ

unido al EGF,
nos indican gque estas son resistentes a la elevacién de la

temperatura (10 minutos a 50°C),

Las regiones ricas en cisteina forman parte también de otros

receptores (IGF-1, NGF)., estas caracteristicas no estan presentes

en otros receptores parecidos (PDGF. CSF-1,1L-2).

lLa zona de las bandas de uni6én del EGFT estd también

por un contenido relativamente alto de

caracterizada

carbohidratos.

El detalle de la estructura al ser compleja es probable que

varien algo en los diferentes tejidos y células.

regi6én un alto contenido en cisteina ¥ .

carbohidratos (aproximadamente el 40% de fa maga), esty SCRMeniy 4

FGr) es altamente resistente a la proteolisis.

Al tener la

del receptor (E
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oy | En las células intactas, ni la tripsirs produce alteraciones
.‘il n la capacidad de unién a las bandas del 1‘*-[GEF. Si las células

-

¢§tan destruidas (rotas), sin embargo., se produce un fragmento
E? aproximadamente 120,000 daltons. Este fragmento contiene la
pircién extrucelular entera, el segmentn transmembrana. y una
p :quefia porcién de la regién citoplasmatica que incluye el zona

de fosforilisacion de la treonina (correspondiente al lugar 654).

Si ei receptor (EGFr) es tratado previamente con agentes
re luctores. entonces la regidn extracelular puede ser més

ex 'ensamente digerida por la trinsina [9].

La regién de las bandas estd separada de la porcioén
intracelular por una membrana hidrofiupa que consta de. 23

aminoac:dos.

1.D.2.- Porci6n intracelular del receptor

] 10 de s factor de
La regién citoplasmatica del receptor del ta

imi ] ) .ctd suieta & un intenso INiIETES
*u ) crecimiento epidermal (EGFr) esta sujeta

tirosino-quinasa encontrada

N

pir dos razones: la actividad de la

es [ E:E 01 - no S€ lth. Tt ] er Eje tO que
" .7 ) e e e . \J una C[ v ]ldad paI ECldd

s imiento asi
est4d presente en olLros receptores del factor de creci1

roductos oncogénicos.

como en varios p
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La zona de]l C-terminal es

receptor al contener la

importanie para la funcién del

mayoria de los lugares de
autofosforilizaci6én. Estos lugares han sido

identificados por
secuenciacién de las proteinas del EGFr obtenido de células
A-431. marcadas con fé6sforo 32 en presencia de EGF [12].

Los lugares de fosforilizacién corresponden a tirosinas
situvadas en e! 1.173.1.148 v 1.068. La tirosina situada en.ia
posicién 1.173 parece ser la posicion donde se produce boﬁ més
intensidad en jias células intactas. Cuando esta reaccién se
produce fuera (imn vitro). ninguno de los pardretros seﬁaladosl_

anteriormente se modifican [12].

La regién de la autofosforilizacién y del carbono terminal

© : del EGFr se obtiéne experimentalmente Ppor proteo]i?is.' El’

tratamiento del receptor con protesas tales como la tripsina ,

produce rédpidamente dos fragmentos. uno de 20,000 dalpgn.

conteniendo el carboxilo terminal y los tres [lugares de
autofosforilizacién y por otra parte tenemos un fragmer -~ de

. t 150.000 dalton correspondiente a la regién extracelular a la

zona de la tirosino-quinasa.

i " ] 1 ] o i i S [} Il'JS
i ] -~ Q QLIE]e l.\e i a ‘i. ba i~5 de ¢ n

(1-5 Mm) o altos niveles de Mg (10-20 Mm) para adquirir la maxima

actividad enzimatica [15%.

) r £ o5 mavores
; ias bandas de unién del receptor parecen .: I los ma)

™ o d 3 ~ 7 ,-t - ~on

poco del mecapist® molecular

1 ) nte que envuelve la
relativame _

activacion porT el EGF.
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Estudios estructurales del EGFr indican una banda por
mclécula, pero estudios in vivo sugieren la presencia de dos
clases de bandas en muchas células. Ambos tipos han sido
descritos como de alta afinidad (kd= 0,1 nM) o de baja afinidad
(kd= 1 Nm). .

La activaciétn de la tirosina quinasa se produce coﬁo
resultado de la agregaci6én a las bandas del EGF, sin
embargo.otros autores consideran gque se trata tan solo de una

activacién molecular [15].

Se ha sefialado que el EGFr es una fosfoproteina in'

conteniendo 2.5 - 3.5 moles de fosfato por mol de receptor. Ma

tripticos de los fosfopeptidus revelan que estos fosfatos estan
abundantemente distribuidos en el interior de la serina ¥y

treonina contenidas en los péptidos .

la estimulacién del receptor por el EGF produce la

fosfor:! 1 ac16n de los concentrados de tirosina localizados en

{ ““ra préxima al carboxilo terminal de l» molécula.

tstudios con dos ONCOZENES, el v-Src y V-ros indicaron que

estas proteinas catalizaban la fosforilizacién_de los residuos

de tirosina.

la fosforilizacion del EGFT

lLa proteina guinasa C catalize
afinidad y una

resultando un decrecimiento de las bandas de alta

la actividad de la tirosino guinasa.

inhibicidén de
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Figura 3 . Mecanismo de activaci6n del receptor del factor

crecimiento epidermal.

S
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I1.D.3.- Acti acibén de la tirosino-quinesa

Toda activacién enzimatica requiere en primer lugar la unién
del EGF a las bandas de uni6én como sefial primaria, y la

fosforilizaci6én como una rédpida respuesta secunda -ia.

Estudios sobre la regulacién del EGFr nos indican que los

niveles v funciones pueden ser aumentados por EGF, hormonas

-

tiroideas, 17-B =2siradiol y TGr-B8 [15].

La méxima activacién de la tirosina quinasa del EGFr, en
membranas, preparaciones solubilizadas [18], o preparaciones
purificadas del receptor [19,20]}, requieren concenfraciones_de ;ﬁ
saturacién del EGF, y las curvas de concentracion sugieren unaf?

relacién lineal entre las uniones y la activacién quinasa.

La funcién mas importante de ia rezidn citoplasmidtica del _f

" receptor (EGFr) consiste en la transmisi6én y la amplificaci%ﬁ

de la sefial iniciada por las bandas de unién.

£l factor de crecimiento depende de la actividad de la

tirosino quinasa de la region citoplasmica, la cual es el

mecanismo primario, aupque no exclusivo. para la formacion del

segundo mensaje intracelular.

1.D.4.- Biosintesis del receptor

factor de crecimiento epidermal

El gen del receptor del
ma 7 enta

(EGFr) esté localizado en el brazo corto del cromoso

regién plé-pl2.
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Muchos tipos de «células, con la

excepcién de las
hematopoyéticas.

presentan niveles muy variables de EGFr.

Parece no existir relacién entre el nime:o de receptores v la

respuesta celular al EGF (este punt- exisien una gran disparidad
de criterios). |

Cuando las células estan creciendo en presencia de EGF, el
nimero de receptores desciende en un 90% . Quizas, el crecimiento
responsable del EGF puede ser mediado por pocos receptores, unos
2.000 por célula [13].

Al~-unas lineas han presentado una sobreexpresién, con
niveles de un millén de receptores por célula. La mds conocida
de estas es la linea celular A-431, la cual se deriva de un
carcinoma epidermoide. Casi todas las lineas celulares con
sobreexpresién son derivadas de carcinomas escamosos. Esta
alteracién de la expresi6n del receptor. se ha encontrado en una
gran vaiiedad de tumores hamanos (carcinomas). En algunos casos,
se eﬁcontraba acompafiada de una amplificacién del gen del EGFr,
mientras que en otros esta no S€ producia. incrementando el RNAm

del receptor por un mecanismo transcripcional.

celulares presentan diversos
acién entre el nimero de

1as variantes de las jineas

niveles de EGFr. no estableciendose rel

EGFr v el crecimiento celular [21]. Sin embargo, el papel del

EGFr en el crecimiento celular esté todavia sin acla..r.




2y recrnpn il . N v R
¥ o TR
e

: PR b Gy SR e ———
: P PR A AT

INTRODUCCION

I.D.5.- Reciclacién del EGFr

Segd ' S i

glin diversos estudios entre los que podemos destacar los

= ; interaccion EGF/EGFr se produce una
ciclacién del receptor, para lo cual se requiere la existencia

de energia y una temperatura determinada [22].

de Sorkin., después de cada

1.D.6.~- Molécila oncogénica Erb B

r ; '
De una forma bastante inesperada, se ha observado una gran
seme janza entre el EGFr y la secuencia del oncogen erb B del

virus de la eritroblastosis aviaria (AEV).

Estudios independientes del EGFr y de v-erb B sefialaron
ambas regiones en €l cromosoma 7 humano. Es altamente probable,
por lo tanto. que el gen para el EGFr es el protooncogen desde

el cual se deriva el gen del virus erb B.

Se debe hacer notar, sin embargo. que €i mapa © clonacién
del EGFr o secuencias celulares correspondientes al v-erb B no
han sido descritas en el sistema aviario. Presumiblemente, €l
oncogen del v-erb B es derivado a partir de secuencias del genoma
aviar. El grado de seme janza entre el EGFr y el gen ag-! v-erb B
es de destacar dada ja distancia evolutiva entre las dos

moléculas. Una <ecuencia cercana a las 400 posiciones en la

region citoplasmatica del EGFr, incluvendo la regioén tirosino

es casi idéntica en un 65% a la secuencia del v-erb B
entre las dos moléculas son la gran

guinasa.
[10]. Las obvias diferencias
i6n de la regibn extracelular del EGFr en el v-erb B y una
la cual debe incluir

reducc

pequefia reducci6n del carboxilo terminal,

los principales Jugares de autofosforilizacién en el EGFr.

26
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1.E.- ESTRUTURAS DE OTROS RECEPTORES DE
FACTORES DE CRECIMIENTO

La estructura de otros seis receptores del factor de
crecimiento se han conocido desde la clonacién del DNAc. Con el
prop6sito de comparar estos receptores presentamos las figuras

"oy

De estos., las estructuras de los receptores del PDGF [10]'

y el CSF-1 , que aparecen en la figura 5. son los més parecidos

a la estructura del EGFr, en términos sobretodo de crganizacioén

y tamafio. Ellos se diferencian del EGFr en dos aspactos bastante

obvios. Estos no tienen regiones ricas en cisteina en la porciftn
extracelular v la regi6n tirosino quinasa es interrumpida por
pequefias secuencias, no produciendose relacién entre estas. Esta
inte-rupcién de secuencias es bastante diferente en el receptor
del PDGF y la del CSF-1. Sin embargo, hay una cierta seme janza
entre las secuencias de estos dos receplores, pareciendo

representar a miembros de un receptor familiar. #

PR AR

e
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1.F.- FACTORES DE CRECIMIENTO Y DESARROLLO

L]
I.F.1.- Factores de crecimiento

P
v

Los factores de crecimiento estan estrechamente relacionados -
con su accién mitogena en células in vitro. Péptidos tales como
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). factor
de crecimiento epidermal (EGF) ¥ el factor de crecimiento
semejante a la insulina (IGFs) cumplen una funcién de

estimulacién sinérgica de las fases del ciclo ceiular [24].

Las acciones de estios mitoégenos es equilibrada por las
acciones de los factores e crecimiento Qque inhiben la
proliferacién celular, tales como el factor de crecimiento
transformante B (TGF-) [25].

Estos factores son:

- Factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGE-T ¥

IGF-11:.
- Factor de crecimiento epidermal (EGF ).
- FaCtor ¢e crecimiento transformante 0@ (TGF-a).
- Factor de crecimiento fibroblastico (FGE )
““factor de crecimienio transformante B (TGF=B).
( PDGF ) .

- Factor de crecimiento derivado de las plaguetas
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S{n embargo, los factores de crecimiento tienen un espectro
de acciones bioldgicas entre las cuales podemos incluir, la
regulacidén morfolégica de los tejidos, la diferencia#ién
movimiento y actividad funcional. ‘

Estudios in vivo sugieren gue las acciones no mitogenas

: pueden ser fisicldégicamente dominantes, «

Las acciones de los factores de crecim _2nto se aprecian
me jor durante el desarrollo embrionario temprano,cuando el

organismo se estd organizando y cambiando més rédpidamente.

1.F.2.- Factores de crecimiento y la embriogénesis

Las acciones de los factores de crecimiento durante la

podemos inciuirlas dentro de tres categarias:
la proliferacion celular;

embriogenesis

primeramente. ellos pueden modular

secundariamente. pueden inducir cambios morfolégicos; vy

finalmente. regulan la diferenciacién v la actividad funcional

de los tejidos. Estos papeles no son mutuamente excluyentes.

produce algunos factores de

El ectodermo primitivo
como potentes

cuales son conocidos por actuar

crecimiento los
purante la embriogenesis

‘stemas celulares.

mit6genos en otros
ferenciacion celular que aparece

humana la primera di

trofoblastos.

son los

 en la proliferacién de las

ones del FGF ¥ del TGF-
ambos péptidos actian como

muy parecida.
desarrollo mesodermico.

Las acci

células embrionarias €s

agentes inductores durante el
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idvacentes.
» L
‘t
? Un papel aparentemente diferente parecen jugar el IGFs y el
1GF durante la embriogenesis. Ellos se expresan después de la

ctndensac1én de los tejidos, y pueden ser responsables de la

€

;pansicn v posterior diferenciacién de la poblacién celular.
L 5s péptidos IGF se han relacionado con el carcinoma emhrionario.

l

ejiteliales del estémago ¥y duodeno, tubulos renales y glédndula

El EGF ha sido localizado en fetos humancs en células

pituitaria {26].

|

i

1.F.3.- Acciones de los factores de crecimiento en el

periodo postnatal

o crecimiento ¥ modelacién de los tejidos
la accién de los factores de
el crecimiento

siguiendo el rapid

epbrionarios Vv fetales. vemos como

crecimiento €S aparentemente mitigada durante

fostnatal ¥y en los tejidos adultos.

demuestran 4u€ las
autocrinas

Sin, embargo. notables excepciones

ciones fundamentales de estos péptidos como hormonas

estan aun operativas.

ac
y paracrinas
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El par~] de los factores de crecimiento durante el proceso
de curacién de una herida ha recibide una considerable atencién,
y esté claro que las células del sistema inmune, destacando los
monocitos, asi como las plaquetas, almacenan EGF.PDGF vy TGF-8B,

los cuales son liberados en altas concentraciones en el lugar del
tejido dafiado [27].

Las células intersticia.es de la teca del foliculo liberan
TGF-B {281. la cual produce una pequefa proliteracién de la
granulosa, al igual que el IGF-1, sinergicas con la FSH para
incremcntar el numero de receptores para el LH y la génesis
esteroidea de la células de la granulosa [29], acciones que son
atenuadas por el FGF. TGF-B también incrementa el nimero de

receptores del EGF en las células de la granulosa.

El EGF estimula la proliferacién de la granulosa en muchas
especies examinadas (excepto e~ la rata), y ec.la acciébn es

suprimida por la FSH.

1.F.4.- Crecimiento fetal humano

£l crecimiento fetal no es una progresién uniforme de

: 4 : b
multiplicacion celular. Sine una Serie de procesos anabdlicos

que se integran de forma precisa.

fundamentalmenie distintos ‘
ciertas semejanzas con

temprano muestra

Fl desarrnllr:embriomarin
arc ( énicos
la prﬁ]iferdciﬁn de algunos tumoTesS. Los marcadores oncog
' g e iogenesis
tumorales Se€ expresan normalmente durante la embriog

ordenada [30,31]).
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E! desarrollo anterior a la implantacién placentaria

comprende una hiperplasia celular rédpida seglin un patrén
concreto, que se vuelve aparente al separarse las capas |
germinales primitivas y poderse identificar por primera vez los
presuntos 6rganos. En ese momerto. el metabolismo es anaerobio
y las células se comunican por contacto célula-célula y por la

liberacidén de factores autocrinos v paracrinos.

La impiantacién placentaria permite la respiracién aerobia
y el desarrollo de sistemas enzimaticos que utilizan la energia

pecesaria para llevar a cabo una funcién celular diferenciada.

La aparici6on de la circulacién fetoplacentaria mejora el

apurte de nutrientes a los tejidos y, en consecuercia, se eleva

ja tasa de multiplicacion. La placenta actua también como un

6rgano >ndocrino que afecta tanto la fisiologia materna como la

fetal.

“umanos. la hiperplasia celular contribuye menos al
o fetal que la hipertrofia ceiular y el
ja dltima mitad del embarazo. La

B .Atu ted taman depcsito

Zrasa subcutanea durante
< metabdlicas en drgancs como el

la maduracién estructural

maduracidn funcional de ias via

higado. los rifdones vy el intestino. ¥
de los pulmones, preparan al feto para la vida extauterina.

patr6én de

prenatal temprano. el
rte por el genoma fetal.
se Ve zfectado per

Sl O sanguineo

Durante € desarrollo
st dictedo en gran pa

pero

crecimiento €
el tamaio corporal. el feto

al aumentar
ambientales como el

ncias maternas ¥ medio

las enfermedades maternas.
nto ha sido revisada

placentaria

influe
uterino. el tamano ¥

La influencia de

] tamafio €n el nacimie
o también la biologia
fetal humano [34].

estos factores sohre €

en otros trabajos $32 1,
ria del desarrollo

asi com

[33]) y la morfomet
PR i e

e —————

S S
36
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Tanto los genotipos fetales como maternos pueden influir en

el peso al nacer. Modelos matemdticos han estimado aue los

factores genéticos explican el 38% de la variacién del peso al

resto se debe a factores medinambientales.
fisiologia materna [35]. De

nacer y el P

la contribucién genética. el 53%

depende del genotipo materno, el 39% del genotipo fetal!l y el 3%

del sexo fetal.

Fl varén es mAds grande a termino Qque ia mujer, com un
promedio de 150 g {34]. La diferencia ligada al sexo relacionada
con el peso corporal vuelve aparentemente a las 34 semanas de
gestacion, es independiente de la&a multiparidad o de la raza y se
mantiene en la desnutricion materna. La menor masa corporal de
la mujer se encuentra parciaimente enmascarada al haber mi4s grasa

subcutanca [36].

El feto rara vez desarrolla completamente Su potencial de
c-ecimi2nto genéticamente determinado, a causa de la influencia
materna. Ello se demuestra claramente PpoT experimentos de
trasplante posteriores a una fertilizaci6én in vitro en animales
dcmésticos. Al transferir huevos de cerdos talla normal a cerdas
enanas se obtienen crias de la mitad de ja talla normal de la
raza mavor. Por el contrario. al transferir huevos de -~erdos
enanos a cerdas de talla normal se obtienen crias CcoO talla

del doble de lc normal para crias normales [371].

"

er ; i ] potencial
El medio ambiente materno 1nfluye O libera el P

i es 1B idos
cenético fetal de crecimiento. Los pesos de nacim:ento reducid

i la
individuales €0 miltiples embarazos humanos ilustran

influencia materna.
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I.F.S5.- Control endocrino del crecimiento

La mayoria de las hormonas que regulan postnatalmente la

divisidn y maduracidn celulares, como la hormona del crecimiento

(GH). las hormonas tiroideas (TH), la insulina y la prolactina

{PRL) no cruzan la placeanta en cantidades fisiolégicamente
importantes.,

la placenta es permeable al cortisol, pero éste es
predominantemente convertido a una forma biolégicamente inactiva,
15 cortisona. por la 11 B-hidroxidehidrogenasa placentaria. Las
influencias endocrinas directas sobre el crecimiento fetal estén

principr Ilmente circunscritas dentro del fetc.

El control endocrino del crecimiento in itero no puede ser

determinado por simple extrapolacién de mecanismos posnatales.

En primer lugar. los mecanismos de crecimiento no son
comparables. El crecimiento fetal implica una hiperplasia celular
masiva coordinada con la maduracion y diferenciacién de 6rganos

v tejidos v, en ciertos casos. la muerte celular programada.

El crecimiento posnatal trae consigo mas hipertrofia celular
que hiperlasia. Estos diferentes modelos de crecimiento reguieren
diferencias hormonales. ya Que las hormonas de estimulacién del
crecimiento mas importantes en la vida posnatal. ija GH vy la
tiroxina. tienen poca influencia aparente €en el crecimiento fetal

humano.
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La segunda diferencia importante es que in Utero existe una
inmensa gldndula endocrina adicional, la placenta, que duplica
muchos de los mecanismos de sintesis hormonal observados en el
hipotdlamo. la hipdéfisis y las génadas. Algunas hormonas
placentarias. como el estradiol 178 y la progesterona, son
idénticas a los esteroides gonadales. pero otras son producto de

gen unice no expresados de otra manera.

As? pues. el sincitiotrofoblasto sintetiza un andlogo de la

hormona luteinizante (LH). gonadotropina coriénica. una molécula

relacionada con la GH/prolactina. lactégeno placentario
(somatotropina coriénica) ¥ un péptido similar a la HET, la
tirotropina coridénica [38.39,40]. Si se compara el

sincitiotrofoblasto a la hip6fisis en relacién a la sintesis

hormonal. el hipotalamo estaria representado por el
Estas células contienen una hormona liberadora
tirotropina (TRH), un factor

gue pueden contribuir a la

citiotrofoblasto.
de LH. una hormona liberadora de

liberador ce GH ¥ somatostatina.

regulacién de la secrecién hormonal porT el sincitiotrofoblasto
]

[41.42,43

Hormona del crecimiento ({GH)

£ papel. g€ 1a ©H hipofisarie en la regulacion del
. J C ~

o Y v 5 ‘t.‘ Ta.
rrollo posnatal ha sido la fuente de una extensa Jiteratura

si]

des

{ hGH) es cxpresada mediante ur gen

es relacionados en
17 [44.45].

La GH humana .
i 1 SeET1€ES
pcrtepec*ente a un grupo de cinco gen

=z kb del cromosoma |

sobre una extens1ion de
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El gen hGH-V no s expresa normalmente en la hipéfisis, pero

cuando se expresa e rimentalmente en células renales de mono

transferidas, codi: .a un péptido GH que posee tanto la actividad

bioldégica somatotr6fica como lactogénica {46].

Los péptidos hPL ¥y hGH comparten un 85% de la estructura de
aminodcidos hom6loga. El hPL trofobldstico es codificado por los
genes hPL-A v B, siendo los péptidos traducidos idénticos,

mientras gque e] gen hPL-L no se expresa normalmente en la
placenta.

La importancia del grupo del gen GH se encuentra en la
posibilidad de gque genes normalmente inactivos puedan expresarse
en personas en quienes los ~enes dominantes han sido suprimidos.
lo que explicaria por qué los embarazos normales y sin incidentes

pueden continuar en ausencia de hGH o hPL detectables.

La GH se encuentra presente en la hip6fisis fetal humana
como minimo a partir de las 12 semanas de gestacién, y éen el
segundo trimestre puede alcanzarse niveles circulantes de mds de
100 ng/ml. concentraciones que S€ relacionarian con la

acromegalia en la vida adulta [471].

Los niveles de GH disminuyven al final del embarazo . pero

a g ue
siguen siendo mas elevados en la sangre del cordén g

pesar de una gran disponibilidad, la GH tiene
los tejidos

posteriormente. A
roca inflvencia en el desarrollo de

musculoesqueléticos 1n utero.
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La aplasia hipofisaria y el hipopituitarismo hipotal&mico‘del
feto no causan retraso en el crecimiento [48,49]

Control paracrino del crecimiento

Aungue las hormonas potencian el crecimiento, ninguna de
ellas es esencial.En cambio, los factores de crecimiento
peptidicos se encuentran intimamente asociados con la :
diferenciaciodn embriol6gica temprana ¥ el crecimiento fetal %

subsiguiente.

No se ha informado de ningin caso de un nifio con deleccibn
del gen gque codifica los péptidos ccmo el SM-C/IGF-1, IGF-11,
EGF o el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF ) .

Las células embrionarias carcinomitosas, Qu€ son células

indiferenciadas derivadas experimentalmente del ectodermo

primitivo, expresan estos tipos de péptidos, lo que hace pensar

que son indispensables para el deserrollo tempranc.

factores de crecimiento péptidicos no

Es evidente que€ los
pero esto ha sido

la placenta de la madre al feto,

cruzan
los SM-I1GFEs [50].

demostrado e%perimentalmcnte slo para

de crecimiento péptidicos son un gTUpo de

Los factores
la di!erenciacién y la

intracelulares que inducen

mensajeros
i i C si S S
prmliferacién. A diferencia de las hormonas cléasicas
st / ' como
|iberados poOT muchos tipos celulares distintos ¥ funcionan
sefiales autocrinas ¥ paracrinas.
)
{ e e
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o

La frecuencia de su asociacién con proteinas transportadoras

aumentan de forma importante su vida media vy aporta un potencial

para la funcién endocrina.

En el periodo posnatal,

estan mediados por el

los efectos somatogénicos de la GH

SM/IGF-1 que actia de manera paracrina-

endocrina, mientras que la sintesis de ECF y el factor de

crecimiento nervioso (NGF) dependen de la presencia de TH y estan
potenciados por la testosterona [S1isdts

Se¢ ha postulado, aunque uuv S€ ha demostrado, que el EGF ¥
el NGF median los efectos del crecimiento ¥ diferenciacién de la
TH en los tejidos epidermicos y neurales [53]. Por tanto, después
de! nacimiento. algunos factores de crecimiento peptidicos pueden
actuar como mediadores entre el contfol endocrino y la capacidad

de respuesta celular.

Las respuestas celulares a varios factores de crecimiento
peptidicos son similares ¥ comprenden la estimulacién del
transporte de glucosa V¥ aminodcidos., la sintesis de ARN y de
proteinas, ¥ la multiplicacién celular. Ello sucede generalmente
en presencia de 1-10 Nm de factor de crecimiento in vitro. Aunque
parece que los factores de crecimientc como los SM/1GFs, EGF ¥

PDGF., dupliquen la actividad biolégica en tipos celulares

diferentes. no es asi.

El ciclo de proliferacién celular incluye la activacién de

1 ] i i 6 -élulas con divisiones
células inactivas O la reintegracion de célu

ndo aparece la utilizaci6n de nutrientes
la Gl puede

rapidas en la fase Gl cua
v la sintesis de proteinas. En los fibroblastos.

i & 4 a At eoe ]a fase S &0 13 839 se
durar de 12 a 24 horas y esta seguida por

produce la sintesis de ADN. EI ciclo esté completado con por las

las que aparece la formacifn del huso y la

G2 v M durante .
e 3 a fase Gl incluye

El movimiento inicial hacia |
"competencia". algunos factorss de

division celular.
la inducecion al estado de

e RS
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crecimiento peptidicos, como el PDGF, se denominan factores de

competencia ya que son esencia.es para la entrada de la célula
en la fase Gl1. La progresién de la fase Gl a
crecimiento fibroblastico requiere

la S durante el
la presencia especifica ¥y
dependiente de! tiempo del EGF y de los SM/IGFs llamados factores

de "progresién". Los papeles complementarios del PDGF, el EGF y

los SM/IGFs resultan en una interaccién sinergica in vitro, dado
que los tres son necesarios para la proliferacién celular 6ptima
[24]. En una escala de tiempo mis larga, los factores de
crecimiento peptidicos pueden también inducir la diferenciacién,

apareciendo asi ios tejidos anatémicamente especializados.

Estd dicotomia de las acciones de los factores de
crecimiento mids estudiados (SM/IGFs,EGF,PDGF,TGF-B y NGF), no
niega los posibles efectos de otros factores de crecimiento
como el factor de crecimiento fibrobléstico, las interleuguinas.
el factor de necrosis tumoral y la angiogenina, durante el

desarrollo tempréno.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un polipeptido
de 53 awinodcidos ¥ un peso molecular de 6 kd. que puede Ser
detectado en el cerebro. el pdncreas, las gldandulas de Brunner
del dundeno. el yeyuno, la tiroides. la glé&ndula mamaria ¥ el

rifién [54). El EGE normalmente no se encuentra presente en el

J B 1i e la
plasma sino dentro de las plaquetas Vv €5 liberado durante

g
[:53 b

agregacion plaquetaria en los sitios de dafio tisular

' : 1 ) S.
Fl EGF estimula la mitosis in vitro €en las células epiteliale

S ial ; vdricas
el tejido conjuntivo, las células gliales ) las células o

! o5 4 ; X
de la granulosa [14]}. La administracion de EGF a la rata O

s amil ) f »iel ¥ una
conejos jévenes provoca un engrosamiento de la pi

E 1a ) . aLO“Ipd a ) POT a
1"}‘)&* } < f 0O se ve dr l

~ ] 12dC1,n.

p p p p p t =

ratén neonato [56].
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Otras prop:edades biolbgicas del EGF son =1 incremento de la

proliieracit6n de las células epiteliales a
digestivo [57] ¥

lo largo de!: tracto
la capacidad de inducir la resorcién 6sea [S8].

Un andlogo estructural del EGF es el factor de crecimiento

transformante a (TGF-a). Este péptido tiene un peso molecular de
7.5 kd v presenta un 30-40% de aminodcidos hom6logos con el EGF
f17]. El TGF-a reproduce todas las propiedades biolb6gicas
estudiadas hasta ahora del EGF, y compite por el receptor de
membrana para el EGF. Sin embargo. si existe una especificidad
de respuesta va que el TGF-a es un potente agente angiogénico in
vitro., mientras que el EGF no lo es [59], vy las actividades de
resorcién 6sea dei TGF-a son mis potentes gque las del EGF [60].
El TGF-a es liberado por varias lineas celulares transformadas

por virus ARN tumcrales [61] ¥y por una gran variedad de tumores

humanos [62].

El EGF se encuentra presente muy al principio del
desarrollo. ¥a que lJos receptores de EGF han sido identificados
en las células trofoectodérmicas presentes en las excrecencias
ge Ppuros blastocitos cultivados in Vitro [63]. La unioén
especifica del EGF a tejidos inicamente embrionarios ha sido
identificada el dia 11 0e pestacion del ratén, v el numero de
receptores por unidad de tejide aumenta progresivamente hasta el
término.En el feto humano. lOS receptores para el EGF han sido
identificados éen el corion, el amnios y la decidua y €en grandes
en la placenta [64,65]. Los receptores para el EGF en

cantidades

g . alizados preferentemente en las
ja placenta S¢€ encrentran locali1zaco

lasmatice tacto con
micrnve]losidadE5 de las membranas plasmadticas €n con

Y en las membranas plasmaticas

la circulaci6én materna . :
la circulacion fetal. La importancia

vasolaterales advacentes &

fisiol6gica de tal distribucién no se conoce.
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Al ser analizado in vivo, el EGF induce cambios tanto ”

anabdlicos como de maduracién.

En contraste con estos efectos de diferenciaéién, el EGF
puede evitar la maduracién tisular en ciertos tejidos. Esto se
observa claramente en la influencia del EGF en el paladar
secundario. Estudios de cultivo de tejidos han mostrado que el
EGF impide la fusion de los dos procesos palatales que sepdran
completamente las cavidades coral vy nasal, evitando !a muerte

: celular programada del epitelio del eje medial del paladar [66].
Parece posible que los cambios ontologicos en la expresioén del
EGF v péptidos relacionados. o de sus receptores tisulares.
contribuvan en muchos aspectos de la diferenciacion en el feto.

El control del crecimiento fetal evoluciona debido a una
cerie de interacciores cambiantes entre’ las variables materna,
placentaria v fetal disefiadas para permitir la expresioén mas

] completa posibie del genotipe fetal dentro de ciertas

La ruptura de cualquiera de estas variables. como
metabélico fetal,

limitaciones.
’ la fisiologia tuteroplacentaria © el control

afectaré el crecimiento potencial. Sin embargo. el

i hipercrecimiento somatico fetal es muy PpoOcCO frecuente. lo que

sugiere que ei feto crece hasta aproximadamente su tasa dptima.

Los mecanismos de proliferacién celular, hipertrofia ¥
~oordinados PpoT tfactores de crecimiento

diferenciacién estan -
que actuian paracrina

intercelulares

peptidicos y OtTOS mensajeros
i a ti ‘0l 16 jular v la liberacién de 1
o autocrina. La tasa de proliferacion c¢€ \ aci e E
‘ lo: factores de crecimiento peptidicos pueden depenucr d€ :

cionales. La insulina

ima de metabolitos nutri
fetal

disponibilidad 6pt ‘

e Boe ) i e ‘
es esencial pero muy permisiva e€n relacién al crecimientc
prednminan:emente en el mantenimiento de la

y puede  actuar s g
v en la oxidacion.

racién celular de nutrientes

incorpo

_—-‘-_-_—‘_—_—________———-—'_‘-,_,__—-——-——'
ot e e T l'
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La paracrinologia fetal puede estar influida hasta cierto

grado por las hormonas endocrinas como el hPL.

-

Factores peptidicos del crecimiento en la leche

la leche contiene células mitogenas que contiene factores
de crecimiento peptidicos. Se ha mostrado un interes particular
en la posible presencia de EGF debido a las actividades
inductoras del crecimiento de este péptido sobre el tracto

digestivo [67].

Se ha observadoe la presencia de EGF en la leche humana y de

roedor [68.69.70]. En la leche humana ias concentraciones de “GF

son mas altas en el precalostro ¥ disminuven al ser sintetizada

la leche madura [71]. La ¢landula mamaria podria ser el sitio de

sintesis de EGF. va que
tejido mamario de ovejas en lactancia |

se hén localizado grandes cantidades de

ARNm en ¢, Ta%r.

Sin embargo. la extraccitn de las clandulas salivares en los
ratones en periodo de lactancia reduce las concentraciones de
EGF. lo cual ijndica que una sintesis extramamaria tamhién &8

posible [73],

imiento id 1f1 0s el
peptidicos de crecimiento 16G ntificad

Otros factores ,

la leche son el péptido narecido al “DQF er elical8strp de 105
rumiantes (34, ¥ € SMC/IGF-1, tanto €n la leche humana COMO
3 a A 1 : - .

bovina [15:7861. se han descrito interacciones sinérgicds ?n.re
h;s diferentes factores peptidicos de crecimiento en relacion a
la proliferacitn de fibroblastos [771.

L SR T S



wha

o feaatn o ey
oo gl e Rl

e T

INTRODUCCION

1.G.- RFLACION ENTRE LOS FACTORES DE CRECYMIENTO CELULAR Y
SU MALIGNIDAD

La hip6éte<is autocrina de Sporn ) Todaro, sugiere gue uno

de los caminus poer los cuales una célula tumcral llega a ser

auténoma es por la produccidn de fa~.ores de crecimiento para los

cuales posgen recepiores funcionalec=,

Camo - resultado. ngsotros podemos ahcra percibir al menos

tres Hivel sT¥L . traves de los €ud . unsa mutacién soumdtica

pradispone a una tumcracion [78]:

- Alteracién en los factores de crecimiento.

- Alieracion de los receptores.

intracelular postreceptor.

< Alteraci6n en el camino

. 3 - 1T e B T
Alteraciones cuantitativas ¥ cualitativas en .1 EGFr han

s1do imvlicadas €m ja génesic tumorai. Un incremen.o €N e|l numero
de Eulb1 ha zido .emostrado en carcinomas €sScamOSOS B el e

tipos de tumores

y

~]{a [BD}. ¥ eN ambos

; e I\ o
se ha encontrado un aumento del gen EC (pen c-erb B-.Z)

Freeman Hospita!l de Newcatie.,

pulmoén, s€ pudo cbservar

1 5 % 1
Fm oupn estudilo realizado &n €

'tTé‘ f_E.U.‘a Ca ';‘l_’_':‘-Sd.' v no iﬂ&ilt‘ ac
o U i i = ) > 1 1 | : 5% B : :
] ., { ia una “OnNcent rRC 10N S18r 1 1cal 1 VR’ 1er (e “ég
& B umore Lelfllali hha e L,

p 0 {EGEN)

que los ttmol 5
i ] de crec1mlc

T T B VT
i tadle receptores para gl 1aClo0l

- AeT o
epidermal
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»

Segun un estud o realizado en el Instituto de Patologia de

la Universidad de Heidelberg sobre Ja expresién del EGFr en

tumores benignos y malignos [82]. se

llega a la -siguiente
conclusién:

En contraste con e] estado normal. la expresién del EGFr es

bastante raro en las células de carcinoma de pecho,

laci1onado con una declinacién del grado de

| legado a establecer todavia una relacidn entre la
receptores. los niveles de los factores de

procescs tumorales o su factor pronostico.
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} H.-- CICLO CELULAR

La célula durante su periodo vital, nasa a través de

diversas etapas o periodos ( Go. Gl1, S, G2 y M ) que forman el

Cicio Celyiar

Se sabe gque el conjunto de eventos que dan lugar a la
divisién de una c¢élula en dos células hijas se conoce como

proliferacién celular, y al aumento de masa de est como

crecimiento celular.

Las células que se encuentran en un cultivo de baja densidad
con un medio adecuado, se multiplican de forma exponencial. es
decir. con un tiempo fijo e dupiicaci6on. aungue cadea 'na de

estas células se divide al azar.

o)
wn

Las células de los cultives estacionarios v

o
T

; 3
4iferenciadas de los 0r2anos se encuentran en una 17S€

ansencia de crecimiento.
E} Ciclo Celular estd formado por €1nco etapas:

e e stadh O reposy iy diferenciacton.

e{ntesis de KNA ¥ proteinas < degradacaion.

i 3 -
- 51 i+ Estagdo de crecimiento cetular.

sintesis de RNA ¥ proteinas > degradaci10n.
.8 e Biptesis gl .o
- g2 : Perfodo entre S v M.

- M : Mitosis.

44
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El ciclo de crecimiento celular se mantiene gracias a la

existencia de una serie de fenémenos encadenados. Las diversas

fases se acompafian de importantes cambios en la superficie
. celular.

1
|
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i, lar.
' grafica del Ciclo Celu

Figura 5 - Reprvsentaciun
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Figura 9 . Fases del Ciclo Celular v sus puntos de
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~ Puntos de restriccion
Go

| Fomie POOF |
Punto C pm 24-30.000 |

|

Familia EGF ‘ |

Punto R | Familia INSULINA | |

l PM 5.700-6.000 | |

Punto V'

S Factores de crecimiento

|

G2/ M
CICLO CELULAR

Figura 10 . Puntes de restriccion del Ciclo Celuiar y de los
Factores de Crecimiento que actldan sobre ellos.
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) OBJETIVOS:

I} Estudio de la expresién del Receptor del Factor de .

Crecimiento Epidermal (EGFr) en cortes de biopsias

musculares humanas:

- Musculatura estriada.

-
- Musculatura lisa. .
3. ”
- Musculatura cardiaca. ‘
I!) Expresién del Receptor del Factor de Crecimiento E
; Epidermal (EGFr) en células musculares cultivadas en %

"Shell-vial",

111) Modulacién de los Receptores del Factor de

Crecimiento Epidermal {(EGFr) en células musculares

normales v tumorales.

{ humanas)

Modulaciéon de los Receptores del Factor de

Crecimiento Epidermal (EGFr) en las células cardiacas

—
-

del embrién de pollo a lo largo del desarrollo.

jas modificaciones en la expresién del

V) Relaci6n entre
{EGFT) ¥ ‘

Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal

sus repercusiones €n el Ciclo Celular.
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MATERIAL Y METOLOS

111.- MATEPRIAL Y METODOS
ITI.A.- MATERIAL

I11.A.1.- INCUBACION DE LOS HUEVOS

lLas experiencias se realizaron en embriones de la especie
Gallus domesticus, reza Shavers-Star-Cross.

La incubacidén de los huevos se llevo a cabo a una
temperatura constante de 37+0.5°C, tras disponer los huevos con
el extremo mas estrecho hacia abajo y formando un Angulo de 30°
co: la vertical, para evitar malas posiciones del embrién dentro
deil huevo.

Durante el periodo de desarrollo embrionario. los huevos
fueron volteados de forma automdtica cada hora. La humedad

relativa fue del 70% a lo largo de ia incubacidn.

111.A.2.~ BIOPSIAS MUSCULARES HUMANAS

las biopsias humanas utilizadas en las experiencias proceden

papilar obtenidas en las
n el Servicio de Cirugisa

: i ’ i 7 i s ¥
de misculos pectineo ¥ intervencione i -

lares realizadas e

gquirurgicas cardiovascu
cardiovascular ael Hospital Regional "Virgen de las Nieves' de
Granada. OQtras biopsias humanas proceden del musculo cuadriceps
femora | v vasto externo realizadas en el Servigio . @e

Traumatologia del Hospital General de Baza.

111.A.3.- CULTIVOS CELULARES
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embriol6gicas, fue el primero en mantener con vida. fuera del

organismo de origen, durante algunos dias médula de embrién de

pollo en uvna soluci6én salina & una temperatura rn~rcana a la

fisiolé6gica.

A partir de la década de los sesenta empezaron a realizarse

diversas manipulaciones en las células que dieron lugar a

técnicas como las de fusidn celular [83] v como consecuencia de
3 ellas las técnicas de produccién de anticuerpos monoclonales
[84], cuva utilizaci16n ha proporcionado gran informacién acerca
de los mecanismos bdsicos del funcionamiento celular. asi como
del comportamiento antigenico de los diferentes componentes
celulares. identificacién de la ultraestructura celular y otros
muchos aspectos celulares han sido c'arificados mediante el uso
de anticuerpos monoclonales. La manipulaci6én genética de las
células ha permitido el conocimiento de procesos tal come le
transcripcién o las estructuras de los epitopes, aplicdndose
dicha manipulaciodn para la obtencitén de |ineas celulares a

partir de células normales o la produccién de compuestos como

pueden ser hormonas humanas o .nterferon.

La tecnologia ae cultivos ha llegado a ser en la actualidad

de aplicacién cotidiana en clinica e investigacion sanitaria, asl

como a nivel industirial.

La tecnologia aplicada a los cultivos de células animales

“ i b ible. s condiciones
in Vitre intenta reproducir. €n 1o posible la

laca ™1 S n
* medicambientales €n las cuales se desarrollan las células €

organismos vivos.

i Five i Smo .ontrar dos t11pos de
En los organismos vivos no podemcs €nc

' ¢ ] 0S
unas gue S€ encuentran libres, €n suspensién. en lo

(sobre todo las células sanguineas

células
diferentes fluidos biolégicos d
i z ' ; SecC ados por
las gue forman parte de los diferentes liquidos secreta p
A\ i | - =

t_———____.—ﬂ‘——__-— %
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e 1smc / i 'M
| organismo), y otro tipo de células que se encuentran adheridas

estrechamente unas a otras formando los Jdistintos tejidos del -8
nrganismo, |

4 Medicos de cultivo

Mediante el wuso de 1ns medios de cultivo se intenta

reproducir la condiciones medio ambientales en que se uesarrollan R

las células « ' los organismos vivos: los medios de cultivo ademas

de aportar los nutrientes necesarios para el mantenimiento de
todas las funciones <celulares. cont :buye a mantener las

constantes fisico-quimicas del medio ambient= celi. .ar "in vitro".

Los primeros medios de cultivo empleados para el cultivo de
células de animales fueron diferentes fiuidos biolégicos
naturales. tales como el plasma.

fodas las investigaciones llevadas a cabo en la primera
mitad del siglo condujeron a que éen 1.948., Fischer describiera
el medio V605 consi..rado como el medio sintético mis antiguo.

Los medios de cultivo sintéticos deben de conservar las

propiedades fisico-quimicas de los fluidos binlégicas, debiendo

) S
f‘\

poseer un Ph optimo que estéa comprendido entre 7.2-7.4 (pH
sanguineo). aungue prvede variar seglin el tipo celular en cultivo
entre los valores 7,0 ¥ 5 B.de pi; 185 variaciones Je pH snn
controladas al llevar los medios de cultivo en su composicién un
indicador de p4. siendo el més utilizado el rojo fenol que vira
de violeta a anarillo al pasar d2 pH bésicosra pH acidos. Para

‘ . 2 : b
intentar mantener el pH 6ptimo, los meiios contienen un sistema

tampén siendo los mds utilizadcs el bicarbonato ¥y el HEPES.
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El ambiente gaseoso dende crecen ias células "in itro' esté
constituido por una mezcla de anhidrido carbénico (CO,), oxigeno,

nitrégeno vy vapor de agua. La corcentracién de nitrégeno ¥

oxigeno es normalmente igual a la del aire ambiental, por ello

la atmésfera regulada en las estufas de cultiv

O esta norma.mente
constituida por el 3%

de CO, y el 95% ¢~ uire. Cuando se utiliza

el tam, 6n bicarbonato, éste debe estar en equil brio con el

porcentaje de CO, existente en la atmésfera de cultivo, va que el

CO, formado en los medios de cultivo puede

escapar de €l
aumentando el pH del medio., ¥y en caso de que el CO, atmosférico

)
L

st 1isuelva en el medio o por »mroduccién de CO. endogeno por las
células en cultivo pueden llevar e! pH del medioc hasta valores
- mas 8c1dos.

La osmolaridad de los medios de cultivo debe de estar
controlada para que las células no sufran dafio debido a cambios
bruscos de la pre<i6n osmética. por ello los valores de la
osmolar:dad del! medio de cultivo deben estar comprendidos entre
26C miiiosmolar/kgr v 320 miliosmolar/kgr. Para evitar el aumento
de la osmolaridad del medio. por aumento de la evaporacién del
agua. la atmiésfera del cultivo debe estar saturada @e vapor de

agua.

La viscosidad del nedio de cultivo esta influida
pirinc palmente por el contenido de suero. pudiendo tei;rlzz
pequefio efecto sobre el crecimiento celular sobre t?dﬂ cuank.b .;
células crecen en suspension: o] dafio celular deélduﬁa una Zzo
viscosidad se puede evitar mediante la introducci6n rn el me

de agell.E q co te[ 'S q-le aume chI .l:.u V1 8] adn

|
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La te :ratura del medio de cultivo Jdebe ser lo més cercana

o e i : _. ‘
a la corpoeral del animai de origen, siendo la 1ddénea de

S B ¥ 0. a ys : v ;

36,5+¥0.5°12; las varjaciones de temperatur  arparte de influir en
1 re T 5 ) 0 1 3 }

e! crecimientc celular., puede hacerlo sobre el pH al aumentar la

solubilidad del CO. cuando baja 1a temperatura.

La base de l. composicitén de los m2dios de cultivo es una
Aisulucién salina isotd. ca de diferentes sales inorganicas,

sodio potasio. magnesio, calcio, cloro,

73]
b e
L]
=
(=5
(1
o’

sulfato,. fosvat \ arborato lus méds abundantes, normalmente se
reduce la concentracion de calcio, cuando el cultive va a ser en

monocapa. va gue el calcio reduce la agregacién y adherencia

celular en cultivo.

. Ademas de los iores componentes de las disoluciones salinas
base de ios medios de cultivo, pueden contener pequeflas trazas
de minerales. la mavoria de los medios de cultivo llevan glucosa
como fuente de eriergia. generalmente utilizada a una

: concentracion de 1 gramo/ .tvo.
Los medios de cultivo deben tener en Su composicion una
serie de ami~.ndcidos esenciales 1los -uales no puedsn ser

cintetizgados "iu vitro" por las células v que juegan um ,apel
fundamental en el mantenimiento del turcionamiento celular.
interviniendo €0 la sintesis proteica. regulando las sistemas
1L w4 1111 15 - 1a !

DNA v RNAY siendo esencial la

v una serie de doce aminodcidos méds para

enzimdticos V¥ lla sip*¥esis Je

. - 1'% )
presencia de glutam” .a

as cél e tive
la supervivencld las céiulas en cul

i 1 IV ~x1a prevenir I8
I mavoria de 10OS wedios de cultivo. aija preve
a 1avo da . 18 m 1 >
penat e s sep e e APLIDIOSIENS
hacteriana. cuelen 1levar una SeT it de ¢

contaminacion :
aresencla de

combatir a4

, , o i
en 34 compos1Clun capaces G¢€

=

micransanismnh
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-

ngtores de crecimiento

fﬁkﬁ‘Loﬁ constituyentes fundamentales de los medios de cultivo
aythdtw_ﬁn;erﬁggmente. dependiendo de las necesidades celulares,
puedenm ser suﬁlementados por una serie de compcnentes que

an ‘iquecen la composicién de los medios de cultivc. Se puede

su‘lementar el medio con diversas sustancias de composicién
cuehitativa v cuantitativa conocida como> pueden ser proteinas d:
transporte como la transferrina, ina serie de hormonas siendo .a
més&utilizada la insulina que ad:médc de promover ia utilizeacién
de ﬁ glucosa v de aminodcidos, p' ede tener cierto poder mitégeno
en ﬂlqunas células. la hidrocort sona, progesterona y la hormona
de irecimientn también son utilizadas. Pero sobre todo. es
impdrtante la utilizacién de diversos factores de crecimiento ¥y
difﬁrentes sueros para suplementar los medios de cultivo.

| Los factores de crecimifnto son sustancias que participan
en tkdas las etapas de l=& fis)ologia celular y tisular, tanto
en 155 procesos de embriogénesis como en la etapa adulta de la
vidai participando también er Pprocesos patolégicos como el
cancér. Esta sustancias son afiadicdas a los medios de cultiveo para
mejt%ar las caracteristicas de los culiivos, pues intervienen en
los ;rocesos de proli{eraciOn.diferenciacién v supervivencia por
laréos pariodos de tiempo. Las principales caracteristicas que

def‘nen a-on factor de crecimientc son las sigiientes:

l
I .
i - La mayoria de su estructura es de naturaleza proteica.

-. Al interaccionar con SB receptor especifico que SE€
la membrana plasmética celular forma un
receptor especifico que

encuentra en
complejo factor de crecimiento-

desencadena una respuesta celular.
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La célula responde ante el estimulo producido por el

complejo factor de crecimiento-receptor especifico con
una respuesta hipertréfica (aumento del
v/o hiperplasica

tamafio celular)
(aumento de la poblacién celular) o

bien induce todos los procesos de diferenciacién
celular.

El factor de crecimiento y su receptor especifico son
eliminados de la superficie de la membrana plasmdtica

celular por un proceso de endocitosis.

Los principales factores de crecimiento que son més
utilizados en la actualigdad como mitégenos de las células en
cultivo., son: el factor de crecimiento epidermico (EGF). los
factores de crec.tniento semejante a la insulina (IGF). factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). factor de
crecimiento fibroblastico {FGF), factor de crecimiento Nerviosc

(NGF) vy el factor de crecimiento transformante (TGF ).

1a simple presencia de los medios sintéticos bdsicos
descritos anteriormente. no son suficientes para que le mayoria
de 1;5 células sobrevivan Vv Se desarrollen en cultivo. La mayoria
regquieren que el medio de cultivo donde se siembran esté
suélementadn por sueros en cuva composici6én hay una gran variedad
d¢ componentes gque Van a influir en la funcionalidad celular: La
composicidén del suero es compleja. tanto desde el punto de vlsfa
como cuantitativo. ¥ puede afectar a la merfologia

la capacidad de adherencia a las

cualitativo
,cesns como
celular a Pprocesos | .
] ativa. la

superficies de cultivo. la capacidad prolifer

difereﬂciacién o la transformacion celular.
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Los sueros utilizados pueden ser de origen animal o humano,
siendo el mds frecuente el

suerc bovino fetal (FBS). EI

porcentaje de suero utilizado varia desde el 2-20% dependiendo

del tipo celular. Este porcentaje puede ser disminuido u omitido,

sustituvendo el suero por una combinacién de hormonas v factores

nutricionales a la cual se adaptan algunas células en cultivo.

Evolucién de las células en cultivo

La evolucidn de las células en los cultivoz es estudiada en
funcién de dos propiédades fundamentales de las células: su
capacidad proliferativa y sus funciones diferenciadas, estas dos
propiedades van a evolucionar a io largo del tiempo de cultivo
de una manera muy diversa dependiendo del tipo do célula v de las
técnicas de cultivo empleadas.

las células aisladas de los tejidos por métodos enzir ‘ticos
O mecénicos son sembradas en los medios de cultiv obten 1ose
los cultivos primarios. en €stos S€ pueden chtener ademés GE
células especializadas del tejido, otras células perteneds
a otros tejidos como el conectivo G células sanguint
evolucion posterior de estos ti1pos celulares es muy vari
mavoria tiene una vida media muy corta. como es el cas
mavoria de céiulas sanguineas gue mueren Vv desapare
cultivo a2 los dos o tres dias. Otras como las céelulas nt
pueden permanecer en el cultivo durante meses sin dividi1
la mavoria de las células conservan en cultivo, en la ma
la capacidad de division que poseen sin. Vi .
‘jded proliferativa ep

Tl

los €asoh .

tiempe Que€ tarda en aparecer esta capa

cultivo depende del tipo celular v de 1a edad del tejido del cual

se han aislado WS células.
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Alrunas células, sobre todo

las embrionarias. tienen
capacidad de dividirse en cultiv

la
O vV contindan haciéndolo durante

POsteriormente a morir después
periodo variable de tiempo;

algin tiempo, llegando de un

pero algunos tipos celulares son

capaces de proliferar, pudiéndose estimular esta proliferacién

con diversos factores de crecimiento, aumentando

la poblacién
celular hasta que

.as c€lulas llepan a ser confluentes formando
una monocapa, en ese momento si las células no son transferidas
a un medio fresco con divisién del nimero de células existentes
en los subcultivos, se inhibe su crecimientc por contacto con
otras células cercanas y la poblacién celular comienza a
disminuir. Después del primer pase obtenemos los ciltivos
secundarios., empezando una linea celular gue puede seguir
creciendo v propagdndose por pases sucesivos. obteniéndose cada
vez una pcblacién mds homcgénea v que puede dar lu:ar a una
celular finita con un nimero de generacioues limitada v definida,

pardndose el crecimiento después de la dltima generacién.

Células Hela

Son células aisladas de un carcinoma de cérvix de una mujer
de 31 afios por Gey v col, en 1,951 [85]. Se han empleado las
células Hela como soporte de nuestras experiencias. Para el

' ] ientes
mantenimiento en el laboratorio se han empleado las sigul

técnicas:

2 R onocapa
Criopreservacién. Este método parte de cul.. 0S €N ikt

I ) o M E enden en
cuvas células son dzspegadas del stbstrato v Se susp

2 /v bovino fetal,
medio MEM suplementado con un 20% v/v de suero

i e > - = = ". .
I:' g 1ame LE 1n C ‘\dd a ()( dJTan € 0 I!]]nllﬂ ( B

; justa a una
10% v/v de dimetilsulfoxido (DM50;. La suspension se aj
o N » 2

1 i P g ' ¢ células/ml.
concentracién final de cien mil a un millén de .
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Esta suspensi ] i
pensién celular se introduce en viales sometiéndose

a un enfriamiento progresivo de 1°C/minuto hasta !legar a -170°C
en nitrégeno liquido (N2).

Cuando se requieren estas células se descongelan rdpidamente

por inmersién en un bafio maria a 37°C. Las células se traspasan

a contenedores estériles de fondo cénico (Eurotubo) en

esterilidad v se centrifugan a 600 g 10 minutos previa adicién
de 2 volumenes de medio MEM (20% v/v SBFI1).

Esta operacion se repite para eliminar el DMSO vy finalmente
se resuspenden las células en medio MEM con 20% de SBFI en una
concentracion de 100.000 células/ml. Esta suspensi6én se vierte
en frascos Roux de 2% cm: de superficie y se cultivan a 37°C en

atmésfera humeda enriquecida con 5% de CO,.

subcultivos de células Hela. El medio utilizado para el
cultivo de células ha sido el MEM 20% v/v SBFI al que se
le afnade 100 U.lI /ml de Penicilina G <édi-a, 100 pg/ml de
gulfato de Estreptomicina ¥ s¢g peg/ml de sulfato de
Kanamicina. Este medio se esteriliza por filtracion a

través de membranas de 0.45 pm de tamafo de poTO.

El1 cultive se inicia inoculando en un frasco de Roux

(Costar) de 25 © 75 sz de superficie una suspensi6n de 100.000

- -

células/ml. A estos frascos se adiciona medio de cultivo

renovandolo cada 4 dias aprnximadamente.

La alta capacidad de crecimiento de estas células hace

' i 2 ivos ‘osinizacibn, para
necesaria la realizacion de subcultivos por tripsinizacil P

o ¥ se adiciona una solucion estéril de

lo cual se retira el medi
25%

EDTA disadico (Merck) al 0.02% en tampon PRS-Tripsina al 0.

pH 7.2

L e
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Tras un primer 'avado con esta

nuevamente v se mantiene durante

solucién, se afade

1 minuto en contacto con la
superficie celuilar. Posteriormente se retira

comprueba a los 5 minutos, por

la solucién y se
: observacién al microscopio
invertido de contraste de fase, si las células se han despegado
del frasco.

Una vez despepgadas sz adiciona medio de cultivo y se

disgregan muy bien por agitacién hasta formar una suspensién
homogénea, '

Se inoculan 100.000 6 500.000 pos cada frasco de 25 6 75 enf

respectjvamenfé.'Estos se llevan finalmente al incubador de CO,
a 3 C.

Células de Rabdomiosarcoma (RD)

Esta cepa fue donada a nuestru centro por la Secci6én de
Inmunologia de l: R.S. "virgen de las Nieves" de Granada.

El cultivo se inicid inoculendo en un frasco Roux (Costar)
: ici i : .000
de 25 6 15 ow” de superficie una suspension de 100.000 6 500.0

células/ml. A estos frascos se adiciona medio MEM con 20% de SBFI
: : . . e
v se cultivan a 37°C en atmé6sfera himeda enrigquecida con -* de

i 4 5-7 di oximadamente.
co2. £l medio se renueva cada O dias apr

111.A.4.- INSTRUMENTAC1ON

i iostato
Los cortes de las biopsias S¢€ realizaron €n un cri _
4 - 020 ROTATORY RETRACTINE

para COTLlE€S en congelacion (BRIGHT

M1CROTOME AND REMOTE CONTROLS )+
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La incubaciér de los huevos se realizé en dos incudbadores

con volteo automdtico v ventilacién marca Masalles typ.-0675

. con
capacidad para 90 huevos cada una.

Las pesadas se hicieron en una balanza Mettler AJ-100.

Para las medidas de pH se utilizo un phmetro Crison
m:cropl 2.000 {(pH % 0,0004),

Para la agitaci6én de los tubo>s se emple6 un vibrador
Heidolph Reax-2.000, la agitacién de los distintos reactivos se
realizd mediante un balanceador Adams Modelo-1106 ¥ un Magneto
teitador A-06 SBS.

Las centrifugacicnes se realizaron mediantc <centrifuga
Labofuge Ae de Heraus para bajas velccidades uiilizadas en las

técnicas de cu'tivos celulares.

La esterilizaciéon de material no fungible se realizé
mediante autoclave CERTO clav. Typ. CV iI1/1.600 y el material
fungible no desechable se esterilizé en un pupitre de
esterilizacién por ravos ultravioletas Selecta 415, La
esterilizacion de las soluciones utilizadas en los cultivos

celulares se llevé a ~abo mediante filtracién con filtros de

Millipore.

E] material plastico utilizado para los cultives celulares

fueron suministrados por jas casas comerciales Greine. Nuclon

Nunc e Inter Med.

Para la aclimatacién de todas las soluciones 8 las

las distintas técnicas de cultivo

temperaturas adecuadas para :
selecta TECTRON §-473.100.

celulares se utilizdé bano termostato

68
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- ? :
odas las manipulaciones que reguerian condiciones de

esterilidad fueron realizadas en cabina de fiujo laminar CAPTAIR
tipo 2005-HPS.

Las incubaciones de los cultivos sg realizé en estufa de

cultivos celulares Heraeus modelo 5060 EK/02 suministrandoie los

gases a partir de balas de 02 (OXIMESA) y CO (Sociedad Espafiola
de Oxigenn 5.A.).

La conservacién de los reactivos y muestras biolégicas a

bajas taomperaturas se realizé en frigorifico congelador (Miele).

La observacién microscépica se realizé mediante lvpa PZO
modelc 17318, microscopio Leitz Wetz Llar. Germany S83039,
microscopios de contraste de fase invertido BAUSCH & LOMB modeld
PhotoZoom v Nikon modelo DI1APHOT-TMD: para la observacién de las
preparaciones tratadas con técnicas de inmunof luorescencia se
utilizaron microscopio de fluorescencia Nikon modelo LABOPHOT ¥
microscopio de contraste de fase invertido Nikon modelo DI1APHOT-
TMD.

para la impresién en peliculas fotograficas de las
observaciones microscHpicas mediante el instrumental mencionado

mnteriormente, SE€ utilizaron cédmaras de fotografia Pentax P30,

Niken FX-33WA y Nikon MF-20.

Los tejidos Vv células (a menos gque S€ indigque 10 contrario}

"
<e homogeneizaron en un "potter" manual.

La determinaciocnes colorimétricas S€ hicieron en unm

§ 35 Spectrophotometer.

fotocolorimet”o Perkin-Elme
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FACSCAN. Para la realizacién de estos estudios

o estamos
utilizando el modelo de

citometria de flujo FACSCAN, de la

compania Becton-Dickinson, gque como su propio nombre indica

(FACS) (Fluorescence Activated Cell Sorter). consiste en el

andlisis de células basdndonos en sus

fluorescencias y
propiedades de dispersi6én de la luz.

Para ello las células en.
estudio, intercepotan indivicdualmente un ravo de luz (rayo ldser)

por medio de! cual se obtienen dos pardmetros fundamentales que'
analiza el citémetro de flujo:

- Medida de la luz l4ser dispersada.

- Medida de la fluorescencia mediante la excitacién de un

flucrocromo por la luz del laser.

Estos datos obtenidos son detectados ¥ amplificacos,
origindndose unos "pulsos de voltaje" que son analizados por una

computadora Y posteriormente se expresan en forma de graficos

gue nos permiten clasificar las muestras celulares en estudio.

El FACSCAN consiste en cuatro subunidades bdsicas:

Ur sistema de Fluido que transporta las céiulas desde el

tubo de la muestra hacia la regién sansora.

Un sistema 6ptico que genera y recoge !os pulsos de luz

derivados de la célula a analizar.

Un sistema electrénico que amplifica ¥ digitaliza las

sefiales detectadas.

: t 5n1COS
Una base de datos donde se recogen loS pulsos electronl

¥ aficos.
y se transforman en nimeros y BT

70
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IT1.A.5.- REACTIVOS

Para la conservacién de las biopsias intraoperatoria antes

de su congelacién re utilizé 0.C.T. 4583 (Mile Scientific).
Todas la soluciones enzimdticas proteolitizas utilizadas en

los procesos de disgregacién tisular fueron de Sigma: el tampén

de fosfatos (PBS) utilizado como base de todas las disoluciones

utilizadas en los cultivos celulares, la base de los medios de
cultivo (salvo la base del medio MEM (Gibco) ) v el suero fetal
de ternera fueron suministrados por TFlow Laboratories. Los

factores de crecimiento fueron administrados por Sigma.

9

El azvl trypan utilizado en las tinciones’vitales de las

células. el anticuerpos monoclonal frente al receptor del facior

de crecimiento epidermal y los' reactivos utilizados en las.

inmunofluor=scencias. fueron adquiridos de Sigma. i

3

.Los farmacos fueron suministrados por el Servicio de

Farmacia del Hospital Genera) de Ba:za.

111.B.- METODuL.
I11.B.1.~- PROCESAMIENTO DE LAS BIOPSIAS MUSCULARES

ta multitud de compuestos guimicos (biogquimicos) gque

constituven el substrato bioldgico de las diferentes estructuras

celulares v tisulares. que SOD el objetivo para Su demostracién

i imi ) i vistas
por medio de técnicas inmunohistoguimicas. Nos obliga., con

el éxito de 'estas Gltimas. a plantearnos. en cada
tratamiento de las muestras

a asegurar

caso, las condiciones Optimas de

7 & tanto la
celulares y/o tisulares para preservar al maximo

i substrato.
distribuci6n como la estructura de dicho sub

71
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MATERIAL Y METODOS

Congelacioun:

De no realizarlas en este momento.
los cortes, envolviendo cuidadosa

de aluminio V¥ manteniéndolos a

Antes de procesar un corte que

cond1c10nes. dejaremos que alcance

desprotejerlo de

Congelar la pieza en Nitrégeno iiquido o en Metilbutano
previamente enfriado en nitrégeno liquido (puede ser

vdlido cualquier método de congeiraciébn instantédnea. Ej
€ I e R

De no procederse a ccocrtar inmediatame' .e los bloques
congeiados, se pueden almacenar siempre impidiendo su

desecaciun. en N2 liquido o en congelados a -70°C.

Las piezas congeladas se cortan en criostato
(criomicrotomo), con un grosor de 5-8 p.

El corte una vez efectuado. se deseca en corriente de
aire, durante 30 minutos o una hora. lo que fac:lxta su

adherencio al portacbjetos.

Fijar los cortecs durante 5-10 minutos en acetona a 4
volviendo a desecarlos de nuevo durante 15-30 m:nutos.
En ocasiones este paso de fijacién se omite si
desconocemos el efecto que puede tener sobre la

estructura gue gueremos demostrar.

En estos momentos las preparaciones histologicas estén
listas para la aplicacién de las técnicas

inmunohistoguimicas.

s¢ procede a conservar
mente los portaobjetos en papel

-20°C hasta su utilaizacion.

hava side almacenado en estas

ja temperatura ambiente Ssin

ia ldmina de papel de aluminio.

T
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111.B.2.- TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN CORTES
MUSCULARES

Se procede a lavar el corte muscular con PBS durante 10
minutos. Anadimos 30 nl de anticuerpo contra el receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGF) a la dilucién 1/1.000 e

incubamos 45 minutos én cémara humeda y oscura a temperatura
ambiente.

Transcurrido el ticanpo de incubaci6én se lava con PBS 4 veces

v afiadimos 30 pl de] segundo anticuerpo anti~Mouse Ig G (Whole
molecular)-FITC Conjugate (sigma)., a la dilucién de 1/100 e
incubamos en cé&mara himeda y oscura a tempergﬁura ambiente

durante 45 minutos v S€ lava 2 veces con PES durante 5 minutos.

Una vez finzlizados los lavados” con PBS. S€ dejan secar ¥
se afieds una gota de glicerina tamponadg previamente con
carbonatos hasat un pH B, ¥ e coloca el cubreobjetos ¥ S€
presiona ligeramente para gue no gueder burbujas de aire. ‘A

continuacidn se procede a su ohservacion gediante microscopio le

fluorescrncia.




MATER!AL Y METODOS

!11.B.3.- CULTIVOS CELULARES

-

ITT1.B.3.1.- Cultivos de células cardiacas procedentes de
embriones de pollos.

Aislamiento de células miocardiociticas.

Obtenci6én del embrién

Los huevos fértiles fueron incubados 2 diferentes periodos
de tiempo. obteniéndose un intervalo de desarrollo embrionario
que abarca los estadios XV - XL de Hamburger-Hamilton (H.H.)
[86]. Una vez que los huevos fértiles han alcanzado el estadio
H.H. deseado. se procede a la localizacién del embrién por
_transilum’nacién en un ovoscopio, marcdndose con un circulo
dibuiado en la cédscara y el huevo podréa ser trasladado con el
embrivn localizado.

La cdscara de los huevos son 11mp1adas con alcohol etilico

de 70°C v tras depositar el huevo sobre una placa de petri (60/15

de didmetro. Greiner) amortiguada con algoddn. en condiciones

estériles y con la ayuda de aguja enmangada, microsegueta ¥
pinzas vanas, abrimos una ventana éen la cdscara del huevo en la
zcna donde estaba localizado el embrién. A continuacién

procedemos a retirar las membranas extraembrionarias.

Posteriormente con la ayvuda de pinzas ¥V tijeras el embriodn

es extraido del huevo ¥ depositado en una placa Petri estéril con
1D ml de PBS & 37°C ftodas <las soluciones utilizadas en las
ponerse en contacto con ias

37°C)

técnicas de cultivos celulares.al

células se encuentran a una temperatura de

W e v AR b U R - Bl 2 s Vi
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MATERIAL Y METODOS

Extracci6n del corazén

En los estadios tempranos del

desarrollo embrionario la
localizacién del corazdén es

extracorporea, siendo fédcil su
extraccion con la avuda de unas pinzas de diseccién de puntas
rectas. '

Cuando el desarrollo embrionario es mas avanzado, el corazon

se encuentra en el interior del embrién, siendo necercario

' . . . -
diseccionar el embrion para extraer el corazbn.

Los corazones son extraidos siguiendo los planos de corte,
uno a nivel del tronco arterial v otro a nivel del seno venoso
en auricula: previamente al corte. fueron perfundidos co1 PBS
para eliminar en lo posible las células sanguineas. Una vez
aislados 'os corazones Se depositaron en una placa de Petri

estéril gue contenia 2 m! de PBS.

Disgregaci6n del tejido cardfaco embrionario ¥

aislamiento celular

Método fisico

Los tejidos cardiacos embrionarios fueron disgregados

mecédnicamente basédndose en la técnica descrita por ZAROFF v col.

{1 @61  [87) ¥ utilizando las modificaciones @ esta técnica

introducidas por nosotros [881].
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Los corazones embrionarios extraidos son colocados en una

i o . L :
placa de Petri estéril con 2 ml Je PBS. A continuacién se

procedié a la disgregacion mecdnica mediante tijeras y pinzas,

reduciendo el tejido cardiaco a pequefos tT0zZ0S de

aproximadamente 2-3 mm de lado. se lavaron § veces con PBS en

tubo universal ( 1.000 rpm durante § minutos). desechando el
sobrenadante de las centrifugaciones. con objeto de retirar los

restos sanguineos de los tejidos. Posteriorme.,. 4 la pequenas
piezas de tejido se le afiade 3 ml de PES y la suspensién de
tejido se hace pasar 100 veces por jeringa con agujas de 0.8 mn
de diametro v seguidamente por otra jeringa con aguja de 0,36 mm
de didmetro. con el fin de lograr la disgregacién de las células
del tejido por rozamiento. continudndose esta operacidén hasta que

no observemos ningin resto de tejido en la suspensién en PBS.

La suspensién celular obtenida se€ centrifugé a 3.000 rpm por
minuto durante 10 minutos €n una centrifuga Heraeus Labofuge Ae.
Tras la centrifugacién. en el botén se obtiene una capa inferior
de color rojizo que contiene los restos de telidos. células
sanguineas V algunos miocardiocitos. ¥ una capa superior
blanquecina donde predominan Jos miocardiocitos: S€ extrajo la
capa Ssupericr mediante una pipeta pasieur v las células fuerpn

suspendidas e€en el medio de cultivo.
Métodos guimicos

Técnica de tripsina a : o A

troceados Y lavados

Los ¢€Orazones embrionarios una VezZ &
pBs. fueron disgregados €0 una solucion

varias Vveces con

4 scni eccrita por
enzimatica de tripsina. pasandonos €n la técnica descri P

MOSCONA (89.901].
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La solucidn enzimagica contiene tripsina al 0,025 % en PBS

1i : : ‘ :
ibre de iones calcic y) magnesio [91,92]. los trozos de tejido

son i ' ig i

introducidos en digha solucién enzimatica que se encuentra
oy A : :

a 37 C v en agitacion continua durante una hcra.

Posteriormente se afladen 2 ml de medio de cultivo con el 20%
de suero fetal de ternera v se procede a recoger las célﬂ!asl
mediante centrifugaci6én diferencial., retirdndose en primer lugar
los retos de tejidos y posteriormente recogiendo las células eﬁ .
suspensién (1.500 rpm durante 5 minutos). - )

Técnica de tripsina a 4°C

‘ El tejido cardiaco embrions~ o una vez troceal |

piezas 2-3 mm de lado y lavado para eiimina:ﬁJf” . Festo
sanguineos, fué disgregado para su posterior cultivotﬁskﬁdd'e
método descrito por COLE y PAUL [93], con algunas mod1f1¢ac;ones

Una vez lavadas las peguefias piezas de t8]1d0 se retira

Gltimo sobrenadante y se pesa la dltima Cﬂnl;dad de te;1603

obtenido, afiadiéndose a continuacfén por cada 00 g de tejtdoﬁ 
1 ml de soluci6n de tripsina (0.5 g/1) en PBS libre de 1unesi“
calcio v mnagnesio, ¥ suplementada con EDTA (0,2 g/l) [94] :

La digestidn eﬁ21mat1ca del

periodo de tiempc de 18 horas a 4°C. poster:ormente es ret:rada

la tripsina y el tejido
durante 30 minutos & 36.5°C.

tejido se produjo durante qn_lf

con el residuo de tripsina fue :ncubado f‘,
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: Una vez transcurﬁido el tiempo de digestién enzimatica a

6,5°C se afiade 1 m : i i ]

20; : | qe medio de cultivo DMEM adicionado con el
e suero feta{/ﬂe ternera, por cada 100 mg de tejido

digerido, y mediante una pipeta pasteur. pipeteando suavemente

y expulsando la suspensién de tejido con suavidad, se repite el

proceso hasta la total disgregaci6n del tejido.

Tras dejar que se depositen en el tubo los retos de tejido
que havan guedado sin disgregar, se recoge con una pipeta pasteur
la suspensidn celular ;¥ se deposita en un tubo universal estéril,

estando lista para su utilizacién (cultivo).

Determinaci6én de la densidad celular

Las suspensicones celulares obtenidas tras la disgregacién
cedi6 a la determinacién de la densidad de
nte un hemocitémetro (Brand)
e vital; para

de los tejidos, se pro
la poblacion celular existente media
'y con la ayvuda de azul trypan (Sigma) como colorant

distinguir las células vivas de las muertas [951].

La suspension celular antes de ser introducida en el

iamente diluida a un 1/2 con solucién -
gitacién se afaden 2 gotas
en el hemotitémetfo.
élulas con
' un

hemocitémetro. ha sido prev

de azu! trvpan (0.1 % (p/v) ). y tras a

de una pipeta pasteur
rmente al contaje del nimero de ¢
o con un ocular de 10X ¥

con avuda
precediéndose posterioc
avuda del microscopio jiavertid

objetivo de 10X.

a capo en los cuadros grandes

3ida de 10 contajes (medidas)
selular [96].

~elular se lleva

haciéndose la me
ina la concentracién

E]l recuento

del hemocitémetro.
y posteriormente se determ
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La concentracién celular (c.c.}

referida al nimero d
células/m) . se realizé :

utilizando la siguiente formula

matematica:
R
n.x 10 x. @
n'mero de células contadas

dilucién realizada con la solucidn
colorant 2

Mediante diluciones o concentraciones de la suspensién

celular en los mclios de cultivo. se obtiene la densidad celular

deseada para su puesta en cultivo.
Medios de cultivo
Freparaci6n de los medios de cultivo

La base de los medios de cultivo utilizados (MEM. DMEM ¥
RPMI-1640) fue Biiusits en PBS, posteriormente, una VeZ
disueltos. fueron suplementados con HEPES (4cido N-2-hidroxietil
pfpergzina-h'-z—etanosulfénico) (Sigma) (20 mM). bicarbonato
sédi¢é {8.92 mM). glutamina (4 mM). bencilpenicilina (100 Ul/ml),

gentﬁmicina;i40 pg/ml) ¥ anfotericina B (2.5 pg/ml).

[

La contaminacion. sobre todo de fibroblastos, fue evitada
r la adicién de 10 pM ce cL;osina—B-D-arabinofuranésido en los
dias 1 y 3 de cultivo [97.98].

L
La capacidad de cirecimiento celular en cada
| a de cultivos primarios

medio de

cultivo, fue valorada mediante ‘:%'iembr
rvéndose mediante recuento
abo de 28 4ias de cultivo.

i ‘olucién de la
y secundarios, obse la evoluc

poblacion celular al ¢
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Factores de crecimiento

Los medios de cultivo. generalmente. fueron suplementados

con diferentes proporciones de suero fetal de ternera v en

algunas experiencias con diferentes factores de c¢recimiento,

aislados a una concentracién determinada o medios de cultivo en

donde se ha cultivado células de lineas celulares establecidas.

afiadidos a una dilucidén determinada con el medio de cultivo de
nuestras células. Las concentraciones de los factores de
crecimiento v las diluciones de los sobrenadantes de cultivos
celulares fuercn los siguientes:

Factor de crecimiento Concentracién

™ T G 107 y 107 (p/v)
Factor de crecimiento epidérmico (EGE}. - y P
Fitohemaglutinina SN B NN LI e 6 pl/ml v 8pl/ml

Transferrina R R 167y 107 (p/v)

1 lina 0.2 Ul/ml v 2U1/ml
nsulin e el e

' imi los
El efecto de los diferentes factores de crecimiento y de

111 bre la
sobrenadantes de los cultivos celulares utilizados SO

p ) L& a I lU I en 0S Ci ! e L S p }E t l
(1 f 1 L}’)I A= ld 1. 3 1 er nte C lli(lS de CUl 1VO a
T 2 ~

cabo de los ding T.18.21°% 28 de cultivo.
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condiciones medioambientales de los cultivos celulares
~ ~ Al | aac 7 v
La células una vez aisladas Vv suspendidas en los medios de
cultivo. son depositadas en las placas de pocillos o en los
fraccos de v alc 2 ( i
frascos de cultivo (falcon) de 30 ml v son incubados en la estufa
de cultivo a una temperatura ambiental Je 37°C. 80% de humedad

relativa v el 5% de CO,.

Mantenimiento del cultivo
Cambic del medio de cultivo

El medio de cultivo general/mente es cambiado cada 3 dias .
cuando se observa un viraje de color del medio ae cultivo (desde
TO)O & anaranjado!. dependiendo de la period1cidad del cambio.

de la proi;feraaiﬁn v de la densidad celutlar.

Fn el caso de las células que crecen adheridas e] cambio del
medio de cultivo se efectud Ppor simple retirada del medio de

cultivaoe % adici6n del medio fresco.

pPropagacioin de los cult1vos celulares

] : . € ) ra s o Y s muy
cuando el numert de células €en jos frascos de cult1vo € \

an adheridas cubriendo toda la superficie

elevado. las células est
minuven su crecimiento celular.
celular a distintos frascos de
distintos

d 1tivo v d1s siendo necesario
e cuitivo |

la :ya:aferencia de publaciﬁn
para la division de la pub]acjnn celul

la division

cultivo. -
de la poblacion celular €n

frascos de cultivo. Para :
mos & desprender

en primer lugar prucede

_*#____ﬂdﬂ_iﬂp_,_d_’________m_ﬂ_____,___,______ﬂ__,.ﬂ__
81

subcultivos celulares.
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las células adheridas de las superficies de cultivo

(p/v) ) en PBS.

&l mediante
solucién de tripsina (0.25%

Lna vez de<echado el medio de cultivo.

afladimos 1 ml de
tripsina al frasco de cultivo (50

ml} v lavamos las células

adheridas a la superficie. repetimos la operacién una vez més Vv

a continuacidén anadimos 1 mil de nueva tripsina, precediéndose a

balancear el frascoe de cultivo levemente para que la tripsina

llegue a toda la superficie de cultivo durante 1 minuto.

Pceteriormente desechamos la solucién de tripsina y afiadimos
> m] de medio de cultivo con el 20 % de suero fetal de ternera,
repitiéndose un proceso de succi6bn-expul!sién con pipeta pasteur
sobre la superficie de cultivo durante 30 veces. ohteniéndose las

células suspendidas en el medio de cultivo.

Una vez que las células estdn suspendidas. se hace un
recuentc de la poblacidén v se diluven en medio fresco.

repartiéndose en nNuevos frascos de cultivo

Cultivc celular en "shell-vial"

Las células en cultivo fueron sembradas en tubos de
"<hell-vial" (Soria Melguizo, $.A). loOS cuales llevan en su fondo
un cristal cubreobjetos circular de 12 mm de didmetro. Se afiade
en cada tubo 2 ml de suspensiodn celular a una concentracién de
200,000 células/ml. . ;

Los tubos de "shell-vial” sembrados se mantienen en la
estufa de cultivo, hasta que€ las células s€ adhieren y forman
monocafpeé . en dicho momento son utilizadas para la

- 1 ¢
inmunof uorescencia [99].

e i

e =i

s, e e 2 AN S =

O

e s TS
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Técnica de inmunofluorescencia indirecta

En primer lugar se retira el

medio de cultivo de los
"shell-vial” v se lava 3 veces con |

ml de PBS: a continuacién

se mantiene en el tubo durante 10
minutos, Posteriormente se realizan 3

se afilade 2 ml de metanol v

lavados con PBS v se extrae

el cubreobjetos pinchando en el fondo del "shell-vial" con una

aguija enmangada v caliente,

Los cubreobjetos obtenidos son adheridos por Ia cara
contraria a donde estan las células. a un portaobjetos n la
avuda de una gota de DPX (Aldrich Chemical), comp ‘ndo
ligeramente con unas pinzas para evitar la presencia de bturbujas

de aire.

Una vez preparados los cubreobjetos con las célu .s. se
afaden 30 nl del anticuerpo contra el receptor de] fac or de
crecimiento epiderma! (EGF) (Sigma Chemical) a la dilucio: 1/100

P

v se ircuba en camara huimeda a 37 C durante 15 minutos.

Transcurrido el tiempo de incubacidn se lava con PBS es
v afadimos 30 nl del segundn anticuerpo anti-Mouse lg ( ole
molecular)-FITC Cojueate (Sigma). a fa dilucién 1/20 e 11 .bamos
en camara humeda a 37 C durante 30 minutos y Sse€ lava 2 veces con

pPRS durante & minutos.

» - 4 \'
Una vez finalizados los lavados con FBS. se dejan secar !

se anade una gota de glicerina tamponada previamente COD

\ s

coO

fluorescencia.
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IT1.B.3.2.- CULTIVOS DE CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS
PROCEDENTES DE BI1OPSI1AS QUIRURGICAS

Extracci6én de las células musculares esqueleticas

El tejido muscular es aislado a partir de biopsias

musculares obtenidas mediante intervencién quirurgica, y

transportada en frasco estéril. suspendidas en PBS hasta la
camara de flujo laminar,

La biopsia es introducida en un contenedor estéril vy
suspendida en wuna mezcla antibiética (Amikacina |1 mg/ml,
anfotericina B 100 pg/ml ¥y Vancomicina 30 mg/mi) 1 una
proporcién de 200 pi de muestra antibiftica por cac de
muestra (biopsia suspendida en PRS); manteniéndose a 37 ite

30 minutos.

Una vez transcurridos los 30 minutos de suspensis d a
hiopsia en la mezcla antibiotica. la biopsia es extr con
avuda de unas pinzas € introducida en una placa de Petri catéril
de 60/15. a la cual afadimos < ml de PBS v con la ayuda de pirzas
v tijeras se limpia de los restos grasos: a continu o1 . SE

trozea en pequefias piezas de 2-4 mm de lado.

Los fragmentos musculares son introducidos en un contenedor

estéril al cual afiadimos 10 m] de PBS V¥ lavamos para retirar los

sanguineocs. centrifugando a 1.000 r.p.m. durante .

TEStTOos

e i ) . ; i
minutos. repitiéndose la operacidén S5 veces. A continuacion

ey ; o o
retira el sobrenadante de Ja Gltima ventrifugacion. se pesa

tenemos preparados los fragmentos musculares para

la solucién enzimatica.
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Dispregacién del tejido muscular humano

Disgregaci6n del tejido mediante solucién
enzimatica a 37°C

Los fragmentos muscularex fueron introducidos en una

solucion enzimAtica que contenia colagenasa 1 mg/ml, elastasa 0,5

en PBS libre de calcio v magnesio a 37°C v con agitacién
continua (mediante una agitador magnético), durante 1 hora. se
recoge el sobrenadante v los restos de tejido se vuelven a

incubar en solucién enzimldtica durante 30 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién en la solucién
enzimatica. la suspensién celular obtenida por la digestidn
enzimdtica con agitacién, cn dos <ciclos de 30 minutos
recogiéndose mediante cer vifugacién las células aisladas en cada

ciclo de digestion enzimatica de tejido.

Disgregaci6n del tejido mediante solucién

enzimdtica a 4°C

Una vez retirado el sobrenadante de la ultima centrifugacion

de lavado. se afiade la solucién enzimatica compuesta por tripsina

rs

al 0,05%, EDTA 0,2 g/1 y colagenasa 1 mg/ml en Pb;{libre de iones

ca'* v Mg’’, a unas concentraciones enzimaticas utilizadas por .

autores [100-103]). Se afiade la mc cla enzimatica a la
r cada 100 mg de tejido

otros
proporcién de 1 ml de mezcla enzimdtica po

v se mantiene durante 18 horas a 4 C.
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Una vez transcurrido el tiempo de

incubarién enzimética a
sobrenadante v e]

4°C, se retira ¢
. S 1 el )

) . é teji1do muscular con el resto
- = 3 A :

€ solucidn enzimdtica que permanece se incuba a 37°C durante 30

minutos: a continuaciodén se afiade 2

ml de medio de cultivo DMEM
suplementado con el 20% de suero fetal de ternera, se pipetea con

una pipeta pasteur (succién-expulsién) 30 veces el tejido y se

vuelve a recoger el sobrenadante. conservédndose a 4°C. Se repite

la operacién de disgregacién con tripsina-EDTA de los restos de
tejido 3 veces.

Las células de los diferentes sobrenadantes obtenidos son

recogidas mediante centrifugacién a 1.500 r.p.m. durante §

minutos.

I11.B.4.- CULTIVO DE CELULAS DE RABDOMIOSARCOMA (RD)
SOMETIDAS A DIVERSOS FACTORES

lLas células R.D se encuentran €en un frasco de cultivo
(falcon) de 50 m! con medio DMEM. Se retira el medio del faicon,
se la anade PBS-EDTA (poca can'! dad. lo suficiente como para
cubrir la superficie) y se coloca en la estufa de CO; a 3¢ €
durante £ minutos. Posteriormente se agita ligeramente Vv S€
observa al microscopilo invertido para comprobar que las células
se han despegado del falcon. Se afiade PBS Yy .S€ agita.
posteriormente lo extraemos Y Se& Fone ¢€n un universal.
centrifugamos a 1.000 - 1.500 r.p.m. durante 5 minutos, Se tira

el sobrenadante V S¢€ le afiade 1 ml de PBS para contarlas en la

cédmara de Neubauer.
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MATERTAL Y METODOS

La células suspendidas en DMEM mds un 10% de SBFI. son

via placa de microtitulacién.
~ada pocillo.

depositadas en £ pocillos de

poniendo 2.500 células en

*

Una vez en el pocillo se dejan 24 horas en esivfa de cultivo
a ura temperatura de 27°C, 80% de humedad relativa y el 5% de CO,

para que se fijen en el falcon.
Posteriormente se ahaden diversos factores a cada pocillo:

i) Al pocillo nimero I al DMEM méas el 10% de SBRFI le
afjadimos anticuerpo monoclonal frente al receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGF). A una
concentracién de 10 nl de EGF al 1/100 por cada ml de

DMEM+SBF 1.

Al pocillo nuimero 5> al DMEM méas el 10% de SBFI (suero
povino fetal inactivado) le afladimos Insulina. a una
concentracion de 10 pl de Insulatard al 1/1.000 por

cada ml de med1o0 (DMEM+SBFI1) .

Al poctillo numero 3 a! DMEM mas el 10% de SBF1 le
afnadimos Fitohemaglutinina. a una concentracion de 100

ui de T8 potf cada 10 mi de medio (DMEM+SBF1).

Al pocillo nimero 4 al nMEM més €l 10% de SBF1 le

afiadimos Uamma-lnterferhn. a una cuncentracidn de

400 U de Gamma-interierén por : y m] de medio
(DMEM+SPF]\.

Al pocillo nimero & SE€ pone el DMEM més e} 10% de

gBF1. v no se€ le anade ningun factor.
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MATERIAL Y METODOS

Estos medios se van renovando cada 4-5 dias,

pero siempre
se le pone a cada pocilio su medio correspondiente. Las células

se mantienen en estufa de cultivo a una temperatura de 37°C. 80%
de humedad relativa y el 5% de CO..

ITI.B.5.- TECNICA DE REALIZACION DEL FACSCAN
(HISTOGRAMA SIMPLE)

Ajustamos las células a razén de 6 x 10! por ml.Ponemes 0,1
ml de esta suspensidn en sendes tubos de S ml. Centrifugamos a
1.500 r.p.m. durante 5 minutos en una centrifuga refrigerada a
4°C . Decantamos el sobrenadante y sobre el botén celular
afiadimos 20 pl del ant.icuerpo monoclonal frente al receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGF), agitamos e incubamos

durante 30 minutos a 4°C.

pasado este tiempo lavamos una vez con PBS frio (4°C)
centrifugando a 1.500 r.p.m. durante 5 minutos. Decantamos el
sobrenadante v ie afiadimos sobre el boton celular 1% pl del
segundo anticuerpo Anti-Mouse 1lIg G (Whole molecular)-FITC
Conjugate. a la dilucidn de 1/20. Incubamos durante 30 minutos
a 4hC v posteriormente. después de 2 Javados con PES frio.
decantamos el sobrenadante v fijamos el botén celular con 0.5-1
ml de formaldehido al 1% (PBS).

i ] scede anadlisis or medio del
A continuacién Sse Procece a su anél p

FACSCAN.




MATERTAL Y METODOS

I1T.B.6.- TEST DEL CICLO CELULAR POR CONTENIDO DE DNA

(FACSCAN)

lLas células Hela se encuentran en un frasco de cultivo

(falcon) de 50 ml con medio DMEM. Se retira el medio del falcon,

se le¢ anfnade PBRS-EDTA (poca cantidad. lo suficiente como para

cubrir la superficie) y se coloca en la estufa de Co, a 37°C
durante § minutos. Posteriormente se agita ligeramente y se
observa al microscopio invertido para comprobar que las células
se han despegado del falcon. Se aflade PBS y se agita.

posteriormente lo extraemos y se pone en un universal.

Centrifugamos a 1.000 - 1.5000 r.p.m. durante £ minutos.
Se retira el sobrenadante y se afiade 1 ml de PBS para contarlas
en la camara de neubauer. v se ajustan a razoén de 100.000 células

por mm?. transfiriendose a tubos de FACS.

Centrifugamos ¥ posteriormente afiadimos 40 pl de buffer
(citrato s6dico, sucrosay DMSO) para la preparacion y ruptura

de los nicleos celulares. De forma sucesiva agregamos:

- La SOLUCION A. conteniendo tripsina em buf fer de
tetrahidrochloride de spermine para la
degradacion enzimatica de los fragmentos solides

de tejido v la solubilizacion de les membranas

celulares.

i i ‘bhidor de la
-« L& SOLUCION 5. conteniendo inhibidor

tripsina ¥ ribonucleasa A.

] id i jods ara
- La SOLUCION €, conteniendo propidium jicdide P

la tincidén del DNA.
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MATERIAL Y METODOS

f 1
fg' o€ intercala entre cada solucién un perfodo de 10 minutos
e

agitacién suave a temperatura ambiente.

?

- : *

- o oue L Posteriormente se pr :edc a su andlisis por citcmetria de

N ‘Jujc (FACScan).
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RESULTADOS "

IV.A.- ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO EPIDERMAL (EGFr) EN CORTES DE BIOPSIAS .

MUSCULARES HUMANAS.

La inmunofluorescenc1a indirecta (IFI) de los corte “de lasw

musculares humanas lestrzado,
e manifiesto una expresxén posi
del fagtor de crec1m1anto epiderma

distintas biopsias
cardiaco), nos ponen d
homogénea del receplor

NCIA [NDIRECTA (IFI1) DE UN CORTE DE
QUE SE PONEN DE

ACTOR DE CRECIMIENTO

INNUNOFLUORESCE
BIOPSIA MUSCULAR ESTRIADA EN LA

MANIFIESTO LOS RECEPTORES DEL F
EPIDERMAL (EGFr)




RESULTADOS

-

IV.A.1.- INMUNOFLUORESCENCIAS INDIRECTAS (IF1) DE DOS CORTES

DE UNA BIOPSIA MUSCULAR ESTRIADA EN LA QUE SE PCNEN
DE MANIFIESTO LOS EGFr




RESULTADOS

IV.A.Z.- INMUNOFLUORESCENCIAS INDIRECTAS (IFI1) DE DOS “ORTES
DE UNA BIOPSIA DE MUSCULATURA CARDIACA
(VENTRICULO), DONDE SE EXPRESAN LOS EGFr




RESULTADOS

INMUNOFLUORESCENCIAS INDIRECTAS (IFI) DE CORTES DE
BIOPSIAS DE MUSCULATURA CARDIACA (VENTRICULO), DONDE SE
EXPRESAN LOS EGFr




N

RESULTADOS

IV.A.3.- INMUNOFLUORESCENCIAS INDIRECTAS (IFI1) DE DGS CORTES
DE UNA BIOPSIA DE MUSCULATURA LISA (VENOSA), CON
EXPRESION POSITIVA DE LOS EGFr




RESULTADOS

IV.B.- EXPRESION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMAL EN CELULAS MUSCULARES CULTIVADAS EN
"SHELIJ"VIAL" . 4

La expresion de los receptores del factor de crecimiento
epidermal en células de rabdomiosarcoma (R.D) cultivadas ‘en
"Shell-vial", ¥ puestos de manifiesto  mediante

inmunofluerescencia indirecta. resulté positiva.

DIRECTA DEL EGFr EN CELULAS DE

‘MUNOFLUORESCENCIA IN
11MUNO 2 sl R

RABDOMIOSARCOMA (R.D) CULTIVADAS




RESULTADOS

IV.B.1.- INMUNOFLUORESCENCIAS INDIRECTAS DEL EGFr EN CELULAS
DE RABDOMIOSARCOMA (R.D) CULTIVADAS EN "SHELL-VIAL".




RESULTADOS

IV.BoZQ_
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DEL EGFr EN CELULA
CARDIACAS DE EMBRION DE POLLO EN 34 H.H Y ;
CULTIVADAS EN " SHELL-VIAL"

Factor de Crecimiento
6n de pollo en
r-Hamilton)

La expresién del Receptor del
Epidermal (EGFr) en las células cardiacas de embri
34 H.H (fase de desarrollo embrionario de Hamburgue

cultivadas en "ghell-vial", resulté positiva.
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! RESULTADOS

INMUNOFLUORESCENCIAS INDIRECTAS DEL EGFr EN CELULAS
CARDIACAS DE EMBRION DE POLLO EN 34 H.H Y CULTIVADAS EN
"SHELL-VIAL".




" g RESULTADOS

IV.C.- MODULACION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO

EPIDERMAL EN CELULAS MUSCULARES (HUMANAS) NORMALES
Y TUMORALES.

i

Tanto las células musculares normales eomo»las tumoraleSQw

(células de Labdomlosarcoma resentaron una expresidén positiva
al EGFr. :

l.a Fluorescencia Media Inducida (MFi) para el EGFr sﬂ lo
"rabdomiocitos era de 740, con un 1ncremen*o reiatlvo en
pbrcentaje de 14 fluorescencia media (MF) del 85% @.

En las zélulas musculares esqueleticas encontram

que el

incremento relativo en el porcentaje-d%}ﬂd fluo gsc
(MF) era de! 73,75%

media

med-a'iMF) para el EGFr. en los rabdomlocxtos y en las o‘

musculares esqueleticas (normales).

M— ———
MFi (EGFr)
- e Sr—
Rabdoqiocitos 740
Cels. Musc Esquel. 715
; ’
101




RESULTADOS

Fluoresc.

wef

Lose oo e =3

{ C. Negativo

1
D
5 40

.

50

R

100

Tabla 2. Se cuantifica

de rabdomiosarcoma (R.

la fluor

D) y mu

escencia (IFI del EGFr) en

sculares esqueleticas normales.

chAlulas



RESULTADOS

GRAFICA DE !.OS FACSCAN DEL EGFr EN CELULAS DE
RABDOMIOSARCOMA Y MUSCULO ESQUELETICO

FACSCAN
RD / ME

NUumero de células

400 600 800 1700 1200
Fluorescencia

—- Rabdomiosarcoma — Musc. Esquelético
]




RESULTADOS

v FACSCAN DEL EGFr (CONTROL NEGATIVO)

600 800

o i




RESULTADOS

FACSCAN DEL EGFr EN CELULAS DE MUSCULO ESQUELETICO

200 400 600 800

PRSP s WSO L SIS B t




RESULTADOS

FACSCAN DEL EGFr EN CELULAS DE RABDOMIOSARCOMA

200 400 600 800

— 1 |

SR SRSE |
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RESULTADOS

IV.D.- MODULACION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMAL EN LAS CELULAS CARDIACAS DEL EMBRION DE
POLLO A LO LARGO DEL DESARROLLO

El 17 H.H (estadio de desarrollo de Hamburger-Hamilton) ¥y
el 25 H.H presentan una fluorescencia media inducida (MFi) para
el EGFr de 491 y 471, con un incremento relativo en el'porcentaje

i

de la fluorescencia media (MF) del 47% ¥ 41.01%

E] 35 H.H y el 40 H.H tienen una MEi para el EGFr de 431 y

con un MF de 29 04y el 17.06% respectivamente.

MFi (EGFr)

17 H.H ' 491

25 H.H 471

35 H.H : 431

40 H.H a Al

control Negativo % 334

Tabla 3. Expresidn de la fluorescencia media inducida (MFi) para

el EGFr ¥ del incremento relativo en el porcentaje de la

fluorescencia media (MF) a8 lo largo del desarrollo embrionario

del pollo.

BB S T




RESULTADOS

! Fluoresc. | 17 H.H 25 H.H 35 H.H 40 H.H
40 | 0 0 | 0 0
. 120 u 0 0 " 0 0
.; 200 50 50 0 50
280 i 20 100 50 206
360 i 300 300 350 560
440 500 500 450 250
520 400 200 | 250 lo
&0 100 -« | 100 50 0 -
680 50 0 0 0 _4.5”
760 0 0 0 0
840 0 0 | - s f
‘ a0 | 0 0 9 0
1.000 0 0 : 4

Tabla 4. S5Se establece la relaciun existente entre los diversos

estadios embrionarios y su fluorescencia (EGFr).
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T RESULTADOS

REPPESENTACION GRAFICA DE LA MODULACION DEL RECEPTOR DEL
FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL (EGFr) A LO LARGO DEL
FESRARROLLO EMBRIONARIO DEL POLLO

Desarrollo Embrionario
EGFr (pollo)

Estadios Embrionarios

Bl 7HH E=26HH [JassHH HEEB4OHH




RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DE LOS FACSCAN DEL RECEPTOR DEL
FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL (EGFr) A LO LARGO DEL
DESARROLLO EMBRIONARIO DEL POLLO

FACS EGFr-ep

Embriones de polio

g0o0 800 1000 1200
Fluorescencia

—~ g HH —H26HH X 3SHH —5- 40 HH
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RESULTADOS

FACSCAN DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO (EGFr)
EN EL ESTADIO 17 H.H

200 400 600 800
| % | |

| ; | | 3
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RESULTADOS

FACSCAN DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDZRMAL
(EGFr) EN EL ESTADIO 25 H.H

200 400 600 800
i | i ; L

1 T ! i !
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RESULTADOS

FAUSCAN DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL
(EGFr) EN EL ESTADIO 35 H.H

200 400 600 800
el | | |

iy
e ReTa e gl | i \\
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RESULTADOS

FACSCAN DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL
,' (EGFr) EN EL ESTADIO 40 H.H

| A
200 400 600 800
o L ah SR SN
{
L
L My T et
| |
0 10 100 1000 !
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RESULTADOS

FACSCAN DEL EGFr (CONTROL NEGATIVO) & %

i) | o
1 ] | |

200 400 600 800
i . 3




RESULTADOS

-

IV.E.- RELACION ENTRE LAS MODIFICACIONES EN LA EXPRESION DEL
EGFr Y SUS REPERCUSIONES EN EL CICLO CELULAR.

Las células tratadas con L3F (Epidermal growth factor) o =on
Insulina presentan una fluorescencia media irducida (MFi) para
el EGFr de 652 y 383, con un incremento relativo en el porcentaje

de fluorescencia (MF) de 76.21% v 57.56% respectivamente.

En €l casc de la Fitohemaglutinina (PHA) o el yélnterferon
(y-1FN). presentaron una MF1 para el EGFr de 656 v 701, con una
MF de 77.29% v 89.,45%

Las células que recibieron medio sin factores adicioneles

presentaron una MFi para el EGFr de 620 con una MF del 67.56% .

MF

EGF ‘ ) 76,21%

INSULINA : 57,56%

F1TOHEMAGLUTININA 77,29

89,45%
y - INTERF ERON

67,56%
CELS. CONTROL

i cont ol Negativo
f :

|
|
-
|

|
ik

i

16 i - I EG v MF en células sometidas
Tabla 5. Expresion del MFi pay ) EGFT Y

a diversos factores.

¥ 1 nu ; 2 ~eptores
Podemos clasificarlas segun el numero de recep

\cGFr) por célula:

IT * FERON
INSULINA < C CONTROL < EGF < FITCHEMAGLUTININA <y INTER
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RESULTADOS

REPRESENTAT"ION GRAFICA DEL @ UMERO DE RECEPTORES (EGFr) POR

CILULA DESPUES DE 10 DiAS DE CULTIVO SOMETIDAS A DIVERSOS
FACTORES

Activacion Celular
Nive.es de EGFr

\
W

)

|
|
/
—
=
E=—

\
N

\

\
\

P

-
\\\\\\“‘
\§$§}A§.

;§
\

|

nN
Qo
o

il

,.-"::/

:

Q
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. RESULTADOS
"ﬁ_v-

Los resultados del Test del Ciclo Celular por DNA de las
célul:s sometidas a diversos factores fue el siguiente:

1.- Cels. trat. con EGF ciee. 30% Go/G1 17% S 27% G2/M
2,= " " INSULINA:...... 42% Go/Gl1 10% S 29% G2/M
.= " " FITOHEMAGLUTININA: 45% Go/Gl1 11% S 27% G2/M
4.- " " y- INTERFERON:......17% Go/Gl 15% S 15% G2/M
5.- Cels. CONTROL:., ... v ..43% Go/Gl 10% S 31% G2/M

la Telaci16n que existe entre las diversas fases del ciclo
de las células tratadas con respecto a las células control. es

la si1guiente

1) Cels trat. con EGF:..... > GO/G1 > 8 < G2/M
2) " " INSULINAL . o555 = Go/Gl £ 5 = G2/M
3] ° " EF]TOHEMAGLUTININA: = Go/Gl = S < G2/M
4y " " y-INTERFERON:.... << Go/Gl % B << G2/M

: te ixX 1A | idad en cada una de ias
Tasla 6. Puntos de mdxina 1ntensi

fases del! histograma.

| - - | | ] -1F I CONTROL |
| EGH I INSULINA PHA | y-1FN | |
. ‘ _ ! | |
| | k i | ]
l ¥ | o ! “
! j . : , »
I i = f 92 | 32 86 |
! Go/G) | 96 h 8! ! | |
L— 1 b b 79 | }q i‘
e T - . h 5 \ '
i-— i il L ‘.‘ =
| : 62 |
53 { 20 , r
- g9 W .K(- ' . 4

E G2/M E 52 | ) F 2




VAR N S ;’h}'}g_“{*\_‘hh ATy

RESULTADOS

T T T

| | | | F |
' | | i
Fluoresc | EGF | INSULINA | PHA ! y—lFN i CONTROL Y
- 1 . J ' ! I |
T ] T i } |
4{ t 0 ! 0 0 ! J I 0 |

{ . i

! ) - I

!

I
!
!

. & & o ( } a

jversos roductos.
céelulas tratadas con diver p
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RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DE LA EXPRESION (FACSCAN) DEL
EGFr DE LAS CELULAS SOMETIUAS A DIVERSOS FACTORES

RECEPTORES DEL EGF
ACT. SUSTANCIAS

—
|
|

Numero de células (Miles)
5 e e e

C % et T
0 200 400 600 800

Fluorescencia

RECEPTORES DEL EGF
——- INSULINA —— FTH
—— CCNTROL




RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DEL TEST DEL CICLO CELULAR
ACTIVADO POR DIVERSAS SUSTANCIAS

Test del ciclo celular
Activacion de Sustancias

FITOHEMAGLUTININA f

GAMMA-INTERFERON £=

CONTROL

 ———. S

10 20 37 40 50 60




RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DEL CICLO CELULAR
(CELULAS TRATADAS CON EGF)




RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DL CICLO CELULAR
(CELULAS TRATADAS CON INSULINA)
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RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DEL CICLO CELULAR
(CELULAS TRATADAS CON FITOHEMAGLUTININA)




RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DEL CICLO CELULAR
(CELULAS TRATADAS CON y- INTERFERON)
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RESULTADOS

REPRESENTACION GKAFICA DEL CICLO CELULAR
(CELULAS CONTROL)
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RESULTADOS

REPRESENTACION GRAFICA DEL CICLO CELULAR
(EJEMPLO DE CELULAS EN Go -Linfocitos-)
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RESULTADOS

FACSCAN DEL EGFr EN CELULAS TRATADAS CON EGF

v "5‘*!4'“'" h _. 4

1000
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RESULTADOS

FACSCAN DEL EGFr EN CELULAS TRATADAS CON INSULINA

200 400 6U0 800




RESULTADOS

FACSCAN DEL EG:r EnW CELULAS TRATADAS CON
FITOHEMAGLUTININA

400 600 800

. S
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RESULTADOS

FACSCAN TEL EGFr EN CELULAS "RATADAS CON - INTERFERON




RESULTADOS

!

1
1

LAS CELULAS CONTROL |

F/.CSCAN DEL EGFr EN

s i it e b ———— i




CUSION

s

DY¥S




DISCUSION

V.A.~ CONSIDERACIONES GENERALES

o 87T G ; i . |

‘ eceptor de; factor de crecimiento epidermal fue

por prlmera_ vez en 1.980 con la utilizaci6n 
cromatograf1ca'll]'

_actuan com fflc&nr de crec:mxento
-celulax no conocxendose las modxflcac1ones qt

Jos receptores. después de 1a estlmuI”C16n.

arici6n de

de reCeptores del EGF ¥ la ap

Las xarlaunones gue experlmenta el EGFr a lo
relaci6én entre las

lus tumorales, son estudios

desarrollo embr1onar10. v la

embrionarias més pr1m1t1vas con

se encuentran €n Ia actualidad en sus 1n1c1os.

gquedaron bien claros. ¥

objetivos
cjendo esta Memoria reflejo;

De este modo. los

comenzamos a trabajar sobre ellos,

de los resultados conseguidos.




DISCUSION

V.B.- ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO EPIDERMAL (BGFr) EN CORTES DE BIOPSIAS
" MUSCULARES HUMANAS. .

se trati dé'

En esta primera etapa del trabaJu

ﬁpscnlatura Estriada
ﬂ $c. Lisa

los ux\ersos txpos de célula‘ muscu
n la

s:gnxf:cativas entrz2

3@n;re si. v demostrédndose la presencia del EGFr e

-mdsculares.
Ademés. se comprueba la existencia en celulas 9@ epx;' i

¥y que tampoco son cancerosa. Confirmande la h1p6;e5§§ ths'

de que el EGFr es un ‘receptor que existe no séxo ta;l

epxtelxales S1no también en Otros tejldos.

»..- :

EKPRBSION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DB CRECI IENTO

 EPIDERMAL (EGFr) EN CELULAS MUSCULARES ch ;

" SHELL-VIAL"

\‘-v‘!C.

la expresion del EGFr ‘e reali;@fel

élulas de rabdomlosarcoma

n de‘pol!o.”

Para nbservaf mejor
"shell-vial" de ¢
as card;acas de embrio
po de células por pr
expresion del EGFr se

‘cujtivo en
también célul
. Se escogen este ti
y suponer que la

celular ria~mayar.

ambos €asos resulté muy positiva,

La expresion €n
esis anterior.

confirmando nuestra hip6t
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DISCUSION

-

V.D.- MODULACION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMAL (EGFr) EN CELULAS MUSCULARES (HUMANAS)
TUMORALES Y NO TUMORALES .

Existe una mayor expresi6n del EGFr en las células.fﬁhofi ﬁg

estar gnf"relacxén “con  unpa mayor

icac:on}?

El desarrollo embrlonarlo temprano muestra semeja z

-aup:nigig;ac16n de algunos tumores. Los marcado

expresan no;malmente durante Ia

'_rales se
Ordenada 130, 31]

-ales se observa una expresxén eleva
0s €asos [81,104~ 106]1.
‘marcada del ‘EGFr. |
celular :Eéﬁ g

En la células tumo

EGEr en una gran mayoria de 1

[82] existe .una disminucién muy

relsciona = con una desdiferenciacion
émpobrecimienta de sus estructuras.

versos estud:os realizados sobre células con dlferente

En”ﬂx
GFr. se ha observado un

grado de expres:én dei E
del pntenCIa} tumorlgeno.

a amplia xarlacaén,

ero de EGFr so
n un periodo
tores,

tienen un elevado num
de ser tumorales €
menor NUmMeTo de recep

Las variantes QUue
te mas susceptibles

potenciaimen
gquellas otras con

de tiempo menor que a
[15.81.82,104.10?.108].
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DISCUSION

-
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A

Para Gill y Bertics [15] .existe una relaci6n divecta entre
J el crecimiento tumoral ¥ la concemtraa16n del EGFr. San embargo..
: : el papel del EGFT en la ‘géne51s tumoral queda tooavia_]
ya que algunos autores no comparten esta relacién'gmtﬁe

i aclarar.,
e crec1m1ento ep;dermal y los tum re:

el receptor del factor_d
(EGFr/Tumor) .

a th;rh '? Meenhard no existe correiac;én ent:e

Par
expresion def' EGEr v el crecimiento ce!ular  { 1

compartida por}nexfenberger [108].

podemos decir que. para una

.. En conclusion.
s resuitada:

seglin nuestras nuestro:
s tumorales es ma\or q

iigitores 'y
EGFr en las célula



DISCUSION

V.E.- MODULACION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMAL (EGFr) EN LAS CELULAS CARDIACAS DE+ EMBRION
DE POLLO A 10 LARGO DFL DESARROLLO EMBRIONARIO

%

La expresion del veceptor del factor de crecimiéntgm
epidermal (EGFr) parte de nivelgsfmuy elevados;_para ir dgcayénd
progresivamente conforme avanza el desarrollo (MFi de ¢st,~\

431 y 391).

Considerando a la Desmina como  un marcador

dxferenc:ac:én celular a lo largo del desarrollo,Jsé
uorescencia media 1nduc1da (MFi) va aum htip

o largo del desarrollo [110]

de

‘epreciar como la f!
progresivamente a |

_Estadios (H.H) DESMINA

" ik ‘ e 180

17
25 350
.”3§: 4?0
40 460
Los miocardiocitos van incrementando la presenc1a de*besm:na
. siendo éste el Qque define en ‘el

estadio 25 H.H &
20 de 12 expresion de
la funciodn contractxl.

a partir del
t'Zmpo el comien 1 leamento lntermedio (bl{
i

tan relacionado con
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DISCUSION

El aumento de expresi6én de la Desmina y la disminucién del

nimero de EGFr, parece estar relacionado con una mayor

diferenciacién v una menor multiplicacién celular.

Segin los estud1os realizados por Adamson en eabr:ones de
ratén, el nimero de recEptores del EGFr por unidad de teJido v
‘aumentando progresivamente hasta el final de la gestacion
f111,63]. S b ok "

;g una nbtable semejanza entre las cél
‘ las céluias cancerosas am' rel

Las células tratadas con lgsuilna han ppaﬁgﬁta i
disﬁiﬁuciéﬁ del numero de receptores (EGFr).

alteraC1ones en el ciclo celular.

14 estimulacjén con Factor de Crecimiento Epidermai“(EGf

produce un auméﬁtb de los receptores (EGFri. asi como

nes del c1clo celular donde encontramos un aumento en

modificacio . s
(Gl) v de sintesis tS).-NOﬂsq :

las fases de crecxmlento celular

5 :
observan variaciegnes €en la fase de multiplicacion (G2/M)




DISCUSION

" ptilizac.un te.oméutica [107].

Para Ulrich y Meenhard el crecimiento de los cultivos
celulares (WM 239-A) es significativamente mds alto en aquellos
que tenian uno o varios factores de crecimiento. ademds de no
establecerse relacién directa entre la expresién del EGFr y la
estimulacién del crecimiento. Sin embargo. el EGF inhibi6 el

crecimiento de las células {A-431). las cuales presentan uh élto '
ntimero de EGFr en su superficie. La 11h1b1c16n del crecxmlentq

fue acompafiada por alteraciones en la dlstrlbuclén del c

celular [21].

Para Werner el Factor de Crecimiento Epu:lerllt‘u':""=
estimula la sintesis del DNA y la division de la glia notn

inhibiendo el crecimiento en las células carc:nomatosas ( X

un numero elevado de EGFr). Existiendo la ;pps;b_

iones., otros autores creen comn
relacién d1recta entr_

En contra de estas opin

ha visto anteriormente que existe una

crecimiento celular ¥ Su concentracién de EGFr.

n el crecimiento de célhias'

Los resultados obtenidos ¢O
e con los obtenidos pe_

se correspond

A-431 en rTatones atimicos,
ular, en dende la prolifer

concentracion del EGFT [1101].

medio de cultivo cel acion celular es

altamente proporcional a la
ado la expresion del

es del ciclo.
no se ha

(PHA! ha aument

o variaciones apreciabl
pio se podia esperar.
27% G2/M con la PHA ¥ un

La Fitohemaglutinina

EGFr ¥ no se han producid
a de 1o gque en un princi

En contr
ento de las mitosis |

producido un aum

31% G2/M en las células controll.
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DISCUSION

Los Interferones (a.B ¥y y) son gluzoproteinas que promueven
la diferenciacién celular € inhiben el crecimiento.
Nosotros hemos utilizado el y-Interferon (y=IFN), produciendose
las diferencias més significativas con respecto a las célulaé
control. Aumenta de forma considerable ei nimero de receptores

(EGFT) v se modifica el ciclo. e 2
Disminuve la fase de crecimiento (Gl) y la mult:pllcaC16n (GZ/M)

vy aumenta la gintesis (S). =

Estos resultados contrastan con los obtenldos P

¥ Jaken, para los cuajes el tratamiento con y-Interf rﬁn

una disminucidén de la expresion del EGFT l109]

ecirt que no se puede estab

“En conclusién, podemos d
recebtar del f

relacién directa entre la expresxén de]

crecimiento epidermal (EGFr) v el crecxm:ento ceiui

como hemos visto el aumento sign1f1cat1vo de rece

un aumento paralelo del |
ja disminucion de receptorés[(E

cativa del crecimiento ce

conllevado crecimiento. En el
contrarlo tampoco. €s decirt.

no produte una disminucion 51gnif1

v embrxonarlas més P
la mavor expre51é-w
fenémenos P

tumoralés
la multipiicacién.
tambhién con

En las células
ademas del aumento de
¢ EGFr debe estar relacionado

indiferenciacién celular.
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CONCLUSIONES

bl
-

-Las‘Conclusiones a las que se han-<llegado después 'de la
realizacién de esta Memoria, son las siguientes; °* #
-
1) Se puede observar el receptor del factor de

crecimiento epiderual (EGFr) 108 d:versos t;pngﬁﬁg

3) El receptor del factor de crecimientd epide:

un proce;o de modulacion a io

ondrio. S e
EGFT Vajdismiﬁhyendoﬁppq

L expresion ‘del
dxfgrenfihcién celular.

ntre las fases més primi’
las células nec
es16n del

‘4 E):Ste*una relac:én e
'%'esarrblfa epbrlonarlo y
uestla una mavor expr

i

ap ambas sem

16n directa entre la

pnede establecer una relac
crecnliento

or del factor de
nto celular.

F) Ho se
expresxén del recept

epidermal ¥ el crecimie
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