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Comunicacion breve

UTILIZACION DE LA TECNICA DE HISTERECTOMIA PARA LA
ELIMINACION DE PATOGENOS EN UNA COLONIA DE RATONES
CF-1 DESTINADOS A LA INVESTIGACION BIOMEDICA

M Ayala!, S Milocco!, F Maschi!, C Galosi*?,
M Cagliada', C Carbone!’

!Catedra de Animales de Laboratorio y Bioterio
2Catedra de Virologia. Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad Nacional de La Plata
3Investigador Adjunto CIC Pcia de Bs. As. Argentina.

Resumen: Muchos patégenos que afectan a los ratones interfieren en los resultados de
las pruebas de diagnéstico, investigacion y control de calidad. Para la eliminacién de
agentes infecciosos en colonias se utiliza la técnica de derivacién por histerectomia. El
objetivo de este trabajo fue eliminar mediante esta técnica los siguientes patégenos: el
virus de la Hepatitis Murina (MHV), la bacteria Corynebacterium kutscheri, y los parasi-
tos Giardia muris, Spironucleus muris, y Syphacia obvelata de una colonia de ratones
CF1:Crl. Se utilizaron hembras nodrizas C57BL6/J libres de patégenos especificos. Para
verificar la descontaminacién de la colonia se realizaron 4 controles microbiolégicos.
Los resultados fueron negativos en todos los casos. Se concluyé que esta técnica permi-
te eliminar los patégenos citados de una colonia de ratones infectados.

Palabras claves: histerectomia, nodrizas, ratén, cabina aisladora.

THE USE OF HYSTERECTOMY TECHNIQUE AS A WAY TO
ELIMINATE PATHOGENS FROM AN
EXPERIMENTAL MICE COLONY

Abstract: A ot of pathogens which must be absent in experimental mice colonies, since
they produce interference in the results. This study describes the derivation by hyster-
ectomy as a mean of effective elimination of pathogens such as: Mouse hepatitis virus,
Corynebacterium kutscheri, Giardia muris, Spironucleus muris and Shypacia obvelata
from a CF:1 Crl colony. Specific pathogen free females C57BL/6J were chosen to per-
form this study and later used as foster mathers. Four microbiological tests were carried
out in order to verify the decontamination. The results were negative in all the cases. It
was concluded that by using this techniques it is possible to eliminate pathogens from
an infected mice colony.

Key words: Hysterectomy, foster mothers, mouse, clean bench.

Fecha de recepcion: 10/09/99 Fecha de aprobaciéon: 07/11/05

Direccion para correspondencia: M Ayala, Catedra de Animales de Laboratorio y Bioterio. Facultad
de Ciencias Veterinarias Universidad Nacional de La Plata C.C. 296, (B1900AVW) La Plata, ARGENTI-
NA. E-mail: mayala@fcv.unlp.edu.ar
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M. Ayala y col.

INTRODUCCION

Durante muchos afos, quienes trabaja-
ron con animales de experimentacion infecta-
dos subclinicamente, observaban que sus en-
sayos no prosperaban, esto se debia en oca-
siones a que los animales morian prematura-
mente y frecuentemente los resultados no eran
los esperados. Esto sucedia en gran parte por-
que la mayoria de los animales convenciona-
les estan infectados con patégenos incluyen-
do ecto y endoparasitos, hongos, protozoos,
bacterias y virus, y estos agentes interfieren
en las pruebas de diagnéstico, investigacion y
control de calidad en las que se utilizan como
reactivo biolégico.

En un principio se utilizé la quimiotera-
pia para eliminar los microorganismos pato-
genos de una colonia, pero los resultados no
fueron satisfactorios; como consecuencia de
ello, surgieron nuevas técnicas como la remo-
cion aséptica de los fetos de la madre por me-
dio de la histerectomia en un ambiente con-
trolado (1).

El fundamento se basa en que la placen-
ta acttia como un filtro muy eficiente y prote-
ge a los fetos de la transmision de casi todos
los agentes bacterianos, micoéticos, virales y
parasitarios presentes en la madre infectada
(2,3). Los patogenos comunes como el Virus
de la Ectromelia, Virus de la hepatitis del ra-
ton, protozoos, y otras bacterias de la flora
normal de una colonia convencional no atra-
viesan la placenta. Sin embargo, hay algunos
patégenos que la atraviesan como el virus de
la Coriomeningitis linfocitaria, ciertas larvas
de parasitos y algunas bacterias.

El objeto de este trabajo fue determinar
la eficiencia de la técnica de histerectomia para
la eliminacién de los siguientes agentes pato-
genos: Virus de la Hepatitis Murina (MHV),
Corynebacterium kutscheri, Giardia muris,
Spironucleus muris, y Syphacia obvelata que
contaminaban a una colonia de ratones
CF1:Crl de experimentacion (1, 4).

MATERIALES Y METODOS
Animales:
Grupo A: de nodrizas:

Se utilizaron 15 ratones hembras y 3 ma-
chos de la cepa C57BL/6J (libres de patoge-
nos especificos) SPF de 6 semanas de edad,
eligiéndose tal cepa por la capa de color, en
este caso negro, para diferenciarla facilmente
de la cepa que interesa descontaminar.

Los animales se produjeron en el Biote-
rio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de

la Universidad Nacional de La Plata, y se man-
tuvieron a una temperatura de 22 £ 2° C, doce
horas luz / doce horas oscuridad, la humedad
relativa ambiente del 40-60 % y una ventila-
cion forzada con 12 recambios de aire totales
por hora. Se alojaron 5 hembras con un ma-
cho en cada caja de policarbonato (de 25 cm
de largo por 15 cm de ancho y 15 cm de alto,
con una reja de acero inoxidable) con lecho de
viruta estéril. Se administré ad libitum agua
autoclavada en mamaderas de vidrio con pico
de acero inoxidable y alimento balanceado (Co-
operacion rata- ratén), extrusado y esteriliza-
do por medio de autoclave.

Grupo B: animales a descontami-
nar:

Este grupo estuvo compuesto por 15 ra-
tones hembras (donantes) y 3 machos del stock
CF1: Crl de 6 semanas de edad provenientes
de una colonia convencional de una institu-
cion privada, infectada con los siguientes pa-
toégenos: Virus de la hepatitis murina (MHV),
Corynebacterium kutscheri, Giardia muris,
Syphacia obvelata y Spironucleus muris.

Las hembras donantes se colocaron en
grupos homosexuales con lo que se logro el
anestro de las mismas y la posterior sincroni-
zacion de los estros (efecto Whitten). Luego de
una semana, se aparearon 5 hembras y 1 ma-
cho por caja, dos dias mas tarde que la fecha
de apareamiento de las nodrizas y se confirmé
la cubricién de las hembras mediante la pre-
sencia del tapon vaginal.

Estos animales fueron alojados en una
habitacién de cuarentena en las mismas con-
diciones de macro y microambiente que la de
los animales SPF.

Técnica de histerectomia:

El primer paso de la operacion fue la re-
mocion del ttero gravido de la madre en for-
ma aséptica, para lo que se sacrificaron las
hembras donantes por medio de tracciéon cer-
vical. Posteriormente se depilé la superficie
ventral y se las sumergié en solucion antisép-
tica (cloruro de benzalconio al 0,5%) mante-
nida a 37 °C, se las coloc6 de cubito dorsal, se
cubri6 el abdomen con panos de campo y se
les realiz6 una incision sobre la linea media.
Presionando suavemente sobre los flancos se
extrajo el ttero de la cavidad abdominal, se
pinzaron los cuernos y el cuerpo para evitar
hemorragias, se separaron los uteros gravidos
de las hembras y se los colocé dentro de una
capsula de Petri con la soluciéon antiséptica a
37 °C, las placas fueron introducidas al area
estéril (flujo laminar) a través de una trampa

6 ANALEcTA VETERINARIA 2005; 25 (2): 5-7
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germicida con solucion desinfectante a 37 °C,
donde fueron recibidas por dos operadores (1,
5, 6).

Dentro del area estéril se incidieron los
uteros y se extrajeron los fetos, que fueron
secados y resucitados, realizando masajes
suavemente en la region toracica extrayéndose
el liquido amniético residual de las fosas na-
sales, hasta que la respiracion fuera normal y
los fetos tomaran un color rojo escarlata. Fi-
nalmente fueron colocados en las cajas con
las nodrizas y alojados en una cabina aislado-
ra.

Controles microbiologicos:

Para verificar la descontaminacion de la
colonia se realizaron 4 controles microbiol6-
gicos:

1° Control de las placentas: Se realizo
un macerado de las mismas y se las sembro
en agar sangre y caldo PPLO para diagnosti-
car la presencia o ausencia de Pasteurella sp.
y Mycoplasma sp.

2° Control de las nodrizas: Se realiz6 lue-
go del destete de los animales obtenidos por
histerectomia. Se sangraron las hembras para
diagnostico del Virus Sendai, MHV, Mycoplas-
ma sp., Clostridium piliforme y Corynebacterium
kutscheri; se tomaron hisopados de la nariz y
traquea, y se sembraron en agar sangre y cal-
do PPLO para diagnosticar Mycoplasma sp. y
Pasteurella sp. Las muestras de ciego se sem-
braron en agar Mc Conkey, agar Cetrimide y
agar FNC para el diagnéstico de Salmonellia sp.,
Pseudomonas aeruginosa y Corynebacterium
kutscheri.

3° Control de crias: Se realiz6 al 25% de
las crias obtenidas por la operacién cesarea.
Se tomaron muestras de la misma manera que
en el control anterior.

4° Control de primera generacion (F1):
Se realiz6 a la F1 nacida de los animales obte-
nidos por histerectomia. Las muestras se to-
maron de la misma manera que en el segundo
control.

Pruebas Parasitologicas: Se tomaron
muestras de contenido duodenal y cecal para
diagnosticar Giardia muris y Spironucleus
muris; y se realiz6 un test de Graham para el
diagnéstico de Syphacia obvelata.

Pruebas serologicas: Inmunofluorescen-
cia indirecta (IFI) para diagnostico de MHV,
virus Sendai, Mycoplasma sp. y Clostridium
piliforme, y aglutinaciéon en placa (AP) para
diagnoéstico de Corynebacterium kutscheri (4,
7). Para todos los casos se utilizaron sueros
positivos de referencia cedidos por National

Histerectomia en ratones

Institute of Health of Japan (NIH).

RESULTADOS

Se obtuvieron 86 animales, 14 murieron
y se destetaron 72. Los 14 animales que mu-
rieron no fueron aceptados por la nodriza. To-
dos los controles microbiolégicos resultaron
negativos a los patégenos que se pretendie-
ron eliminar de la colonia infectada.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obteni-
dos se concluy6 que la técnica de derivacion
por histerectomia es un método eficiente para
la eliminacion de los siguientes patogenos:
Virus de la hepatitis murina, Corynebacterium
kutscheri, Giardia muris, Spironucleus muris,
Syphacia obvelata, confirmandose que la pla-
centa actia como filtro para la mayoria de los
patogenos.

Recomendamos en caso de emplear este
método mantener aislados los animales obte-
nidos por histerectomia, hasta completar to-
dos los controles microbiolégicos correspon-
dientes, esto permitira asegurar que los mis-
mos estén libres de microorganismos patége-
nos para poder introducirlos dentro de un area
de produccion de animales SPF.
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Trabajos de Revision

LOS FACTORES DE CRECIMIENTO.
ASPECTOS BASICOS Y POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS.

CG Barbeito! 2, PF Andrés Laube?

IInstituto de Patologia. Investigador del CONICET (Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas). 2Catedra de Histologia y Embriologia.
Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata

RESUMEN: Los factores de crecimiento forman un grupo de macromoléculas polipepti-
dicas, que presentan acciones especificas y potentes sobre la regulacion de la prolifera-
cion, la muerte, la motilidad y la diferenciacion de células competentes. Desde la pers-
pectiva de la fisiologia celular, los factores de crecimiento son primeros mensajeros que
interactian sobre receptores glicoproteicos de membrana que transducen la sefial gene-
rando una cascada de reacciones que termina en la regulacion de ciertos factores de
transcripcion y por lo tanto de la expresion génica. Su mecanismo de secrecion mas
frecuente es paracrino o autocrino, y solo ocasionalmente es endocrino. Existen nume-
rosas familias de factores de crecimiento que durante el ultimo cuarto de siglo domina-
ron el paradigma sobre el control del crecimiento tisular. En la actualidad, el principal
uso médico de los factores de crecimiento y sus receptores es la marcacion mediante
inmunohistoquimica de tejidos tumorales para realizar diagnosticos y, de ser posible,
establecer pronosticos. Sin embargo sus potenciales aplicaciones terapéuticas son muy
amplias y quizas en un futuro cercano sean sustancias indispensables en la industria
farmacéutica. El principal objetivo de la presente revision es presentar estas sustancias
a profesionales y estudiantes del drea biomédica no especialistas en biologia celular.

Palabras Clave: Proliferacién celular, Diferenciacion celular, muerte celular, ontoge-
nia

GROWTH FACTORS. BASIC CONSIDERATIONS
AND POTENTIAL THERAPEUTICS

ABSTRACT: Growth factors are a group of polypeptidic molecules. In general, they
have low MW and they show specific and powerful actions in the regulation of target
cells proliferation, death and motility. From cellular physiology’s point of view, the growth
factors are first messengers that bind membrane receptors, which translate the sign
causing a reactions’ cascade. It finishes in the regulation of some kinds of transcription
factors and therefore in the genetic expression. Usually, these receptors are tyrosine
kinases. Their secretion mechanism is frequently paracrine or autocrine, and occasion-
ally it is endocrine. There are a lot of growth factors families, where these substances
are joined. During the last fifty years, the growth factors have taken the main role in the
paradigm to explain the tissue growth. Nowadays, the main use of the growth factors
and their receptors, in medicine, is the determination through immunohistochemistry of
tumour tissues, in order to make diagnostics, and, if possible, prognostics. However,
their potential therapeutic applications are very vast, and, in a near future, they will be
essential substances in the pharmaceutical industry. The main aim of this review is to
show growth factors to biomedical graduates and students who are not specialists in
cell biology.
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INTRODUCCION

Los factores de crecimiento (FC) son pri-
meros mensajeros que se unen a receptores
glicoproteicos de membrana para iniciar la
transducciéon de una sefnal. Los FC alcanzan
acciones fisiolégicas a menor concentracion
que otros mensajeros como las hormonas, ade-
mas poseen una variedad mayor de células
blanco que estas y, al no requerir de un siste-
ma circulatorio desarrollado para actuar, las
preceden tanto en la ontogenia como en la fi-
logenia. Hoy se sabe que procesos como la in-
duccion embrionaria, la diferenciacion, la
muerte y la motilidad celular, estan regulados
por los citados péptidos. En los ultimos anos
comenzaron a investigarse gran cantidad de
usos terapéuticos potenciales para estos fac-
tores, por lo que en un futuro inmediato se-
ran sustancias de gran importancia farmaco-
loégica. La presente revision tiene como objeti-
vo presentar al médico veterinario, y a otros
profesionales no especialistas, estas sustan-
cias.

ACCIONES Y PROPIEDADES
GENERALES

Los FC poseen acciones multiples, por
ejemplo el TGFB que puede ser mitégeno para
los fibroblastos, es el inhibidor mas potente
de la proliferacion epitelial. Incluso factores
como EGF, de importante actividad estimulan-
te sobre la proliferacién de numerosas pobla-
ciones celulares, pueden ser inhibidores de la
misma si se modifican las condiciones experi-
mentales. Pese a que los FC se asocian con
frecuencia a mecanismos locales de transmi-
sion de mensajes celulares, algunos de ellos
son transportados por sangre; por ejemplo IGF,
PDGF y TGFp poseen formas latentes que se
unen a algunas proteinas séricas y a los gra-
nulos plaquetarios. Otros factores como los
FGFs interaccionan con componentes de la
matriz, lo que favorece la creacién de un mi-
croambiente especial para su accién (1, 2, 3).

Algunos factores como el PDGF, se de-
nominan “de competencia” porque actian en
el pasaje de la etapa GO a la G1 del ciclo celu-
lar. Otros, como EGF e IGF son “de progre-
sion” porque desencadenan la transicién en-
tre las etapas G1 y S. Ningun factor de creci-
miento actta después que la célula paso el
punto de restriccion y comienza a sintetizar
ADN (3). Como ya se menciono, los efectos de
los FC no se limitan a la regulacion de la pro-
liferacion celular, algunos de ellos modifican
la motilidad, la proliferaciéon y la muerte celu-
lar (5).

Factores de crecimiento

MECANISMO DE ACCION DE LOS FC

Por lo general, los receptores de los FC
son enzimas que catalizan la fosforilacién de
las proteinas en tirosina, por lo que se las de-
nomina quinasas de tirosina (TK). Los recep-
tores para la mayoria de los miembros de la
superfamilia del TGFfB, también son quinasas
pero en serina y treonina (2, 3, 5). Las TK ini-
cian reacciones en cascada, que ademas son
ramificadas. Por lo general, la unién entre re-
ceptor y ligando lleva a la autofosforilacién y
activacion de la enzima receptora. El receptor
activado se une a proteinas citoplasmaticas
que inician una cascada, que culmina con la
fosforilacion de proteinas como las quinasas
del grupo MAP, que a su vez fosforilan facto-
res de transcripcién cuya activacion determi-
na que se modifique la expresion de ciertos
genes, ultima etapa de la serie de reacciones.
En la figura 1 se representa el mecanismo de
accion del EGF, que se utiliza como modelo.
En algunos casos los FC actiian mediante otros
mecanismos de senalizacién (1).

A continuacion se describen algunas de
las principales familias de factores de creci-
miento, se excluyen la familia de los factores
de necrosis tumoral, por tener mas relaciéon
con las citoquinas que con los demas FC y la
familia de las neurotrofinas, por la especifici-
dad de sus funciones.

FAMILIA DEL FACTOR DE

CRECIMIENTO EPIDERMICO

Esta familia incluye a EGF, TGFa, Int 2,
Vaccinia growth factor, anfiregulina, beta
regulina y la subfamilia de las neuregulinas
(1). Recientemente se encontr6 un grupo de
proteinas similares a estos factores, que es-
tan relacionadas con la diferenciacién celu-
lar.

El EGF es una molécula de 53 aminoaci-
dos con un PM de 6 KDa, que en un tiempo se
llamo urogastrona. La homologia entre el EGF
y el TGFa es de un 55%, y sus acciones biol6-
gicas son semejantes, ya que se unen al mis-
mo receptor. E1 EGF se aislo por primera vez
de la glandula submaxilar y el primer efecto
conocido fue el estimulante sobre la erupcién
dentaria y la apertura de los parpados (1, 6).
La expresion del gen del receptor para EGF es
abundante en los epitelios y varia con el sexo,
la edad y la hora del dia (7). Por lo general el
EGF acttia mediante mecanismos paracrinos
y el TGFa mediante senalizaciéon autocrina (8,
9). El receptor para EGF y TGFa es c-ErbB o
EGFR, una TK transmembrana. c-ErbB es un
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Tabla 1. Clasificacién general.
Table 1. General classification.

CLASIFICACION GENERAL DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
*Factor de Crecimiento Epidérmico

*Factor de Crecimiento Transformante Alfa (TGFa)
*Factor de Crecimiento de Unién a Heparina Semejante
a EGF (HB-EGF)

*Anfiregulina
*Cripto-1
*Betacelulina
*Vaccinia Growth Factor
FAMILIA DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO EPIDERMICO SUBFAMILIA DE LAS NEI{REGULINAS.
(EGF): *Factor de Diferenciacion NEU (NDF)

*Heregulina
*Factor de Crecimiento Glial
*Inductor de la actividad del receptor de acetilcolina
FAMILIA DE LAS *Factor de Crecimiento Semejante a la Insulina I
SOMATOMEDINAS O FACTORES | *Factor de Crecimiento Semejante a la Insulina II
DE CRECIMIENTO SEMEJANTES
A LA INSULINA (IGFs):

*Factores de Crecimiento Derivados de Plaquetas A, B,

AB,CyD

FAMILIA DE LOS FACTORES DE | *Factor de Crecimiento del Tejido Conectivo

CRECIMIENTO DERIVADOS DE *Steel o Factor de Crecimiento para Mastocitos o Factor
PLAQUETAS (PDGF): de Crecimiento para stem cells (SCF)

*Factor de Crecimiento para Fibroblastos 1 o Acido

*Factor de Crecimiento para Fibroblastos 2 o Basico

*Factores de Crecimiento para Fibroblastos 3-6 y 8 a 23

FAMILIA DE LOS FACTORES DE | «Factor de Crecimiento para Queratinocitos (KGF) o

CRECIMIENTO PARA FGF7
FIBROBLASTOS (FGF's):
FAMILIA DEL FACTOR DE *Factor de Crecimiento para Hepatocitos

CRECIMIENTO PARA
HEPATOCITOS (HGF) O FACTOR
SCATTER (SF):

*Factores de Crecimiento del Endotelio Vascular A, B, C,
FAMILIA DEL FACTOR DE D, E
CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO | *Factor de Crecimiento Placentario (PIGF)
VASCULAR (VEGF):
FAMILIA DEL FACTOR DE * Factor de Crecimiento Endotelial Derivado de
CRECIMIENTO ENDOTELIAL Glandulas Endocrinas
DERIVADO DE GLANDULAS
ENDOCRINAS (EG-VEGF)

FAMILIA DE LAS *Angiopoyetinas 1 y 2 (Ang 1 y Ang 2)
ANGIOPOYETINAS
FAMILIA DE LAS EFRINAS *Efrinas B2 y B4 (Eph B2 y B4)

SUPERFAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA (TGFp):

FAMILIA DEL FACTOR DE *Factores de Crecimiento Transformante Beta 1-5
CRECIMIENTO
TRANSFORMANTE BETA (TGFB)
FAMILIA DE LAS *Activinas
ACTIVINAS E INHIBINAS: *Inhibinas
FAMILIA DE LA SUSTANCIA *Sustancia Inhibidora de Muller
INHIBIDORA

DE MULLER (MIS):

*Proteinas Morfogénicas de Hueso (BMPs)

FAMILIA DEL *Growth and Differentiation Factors (GDFs)
FAMILIA DEL FACTOR DE *Factor de Crecimiento Derivado de la Glia
CRECIMIENTO DERIVADO DE LA
GLIA (GDNF):
FAMILIA DE NODAL: *Nodal
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Figura 1. Mecanismo de accién del EGF. Al unirse al ligando, se dimeriza el recep-

tor y cada una de las cadenas del mismo fosforila a la otra (transfosforilacion).
Figure 1. Mechanism of action of EGF. The receptor bunds to EGF, ir dimerizes and each one of the

chains fosforilates the other (transfosforilation).

protoncogen semejante al v-ErbB, encontrado
en el virus de la eritroblastosis aviar. La ver-
sion v-oncogénica del receptor carece del do-
minio de unién al ligando por lo que se activa
en forma constitutiva (1).

In vitro EGF y TGFa estimulan la prolife-
racion de poblaciones epiteliales tales como
hepatocitos y células de los tabulos renales.
In vivo, la administracion de EGF a ratones
increment6 la proliferacion de: epitelio de las
criptas intestinales y es6fago, higado, pancreas
y rinon (8). El tratamiento de ratones y ratas
con EGF produjo, un descenso significativo del
peso corporal. En ratas, ademas, genera pela-
je rugoso, hipoactividad, deshidratacion y
muerte (10). El tratamiento de ratones adul-
tos con TGFa eleva la ADNs en los epitelios de
lengua, pulmoén, esoéfago, estomago glandular
y aglandular; este efecto tiene dependencia de
los ritmos circadianos (8). En ratones con el
gen de TGFa sobre-expresado, se incrementa
la proliferacién de hepatocitos y queratinoci-
tos (11). En ratas, que recibieron durante 14
dias el factor en forma endovenosa, se obser-
vo hiperplasia de la mucosa gastrica, epitelio
del intestino delgado y grueso, conductos de
las glandulas salivales, epitelio lingual, esmal-
te dentario, epitelio traqueal, epitelio del con-
ducto nasolagrimal, urotelio de la vejiga, pros-
tata y pelvis, epitelio de la mucosa nasal, epi-
telio de los tubos colectores, células del tejido
conjuntivo de las valvulas cardiacas. Ademas,

se encontraron alteraciones como incremento
del numero de cuerpos luteos, hipertrofia he-
patocelular, descenso de la hematopoyesis es-
plénica, hipercelularidad perineural en el ner-
vio ciatico, edema y fibrosis de mucosa gastri-
ca e hipertrofia hepatocelular. Estos efectos
fueron dosis dependiente y también presen-
taron dimorfismo sexual, ya que en los ma-
chos fueron mas marcados (10). Sobre la epi-
dermis los ligandos de EGFR (EGF, TGFa y
anfiregulina), estimulan la proliferacion
queratinocitica. El uso de anticuerpos contra
EGFR inhibe las mitosis epidérmicas. Algunos
experimentos demostraron que un exceso de
estos factores puede llevar a una diferencia-
cion aberrante de los queratinocitos. Los ani-
males transgénicos nulos para el gen del EGFR
murieron poco tiempo después del nacimien-
to, presentando una gran variedad de altera-
ciones cutaneas. Cuando se utilizaron rato-
nes transgénicos con un receptor mutante, que
no es capaz de ligar a EGF pero si de
homodimerizarse e incluso heterodimerizarse,
la epidermis se torné hiperplasica con gran
intensidad de proliferacion y de respuesta a
la inflamacién. Estos ultimos resultados con-
cuerdan con el hallazgo de que el gen de TGFa
esté sobre-expresado en la psoriasis humana.
(12).

Durante el desarrollo, estos factores son
fundamentales desde las etapas iniciales. El
EGF de origen materno es necesario para la
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formacion del saco vitelino y el TGFa embrio-
nario es indispensable para el desarrollo del
metanefros (13). El EGF también interviene en
la neurogénesis temprana (14). La adminis-
tracion de anticuerpos anti-EGF increment6
el nimero de abortos. Al inicio de la vida
postnatal, el factor que llega al neonato por la
leche materna es necesario para eventos tales
como la erupcion dentaria y la apertura de los
parpados.

En la regeneracién hepatica post-
hepatectomia, intervienen tanto el TGFa, que
actta por via autocrina, como el EGF que es
producido por las glandulas de Brunner y lle-
ga al 6rgano a través de la vena porta (15). En
lesiones gastricas, estos factores estimulan
primero una reepitelizacion rapida promovien-
do los movimientos y los cambios de forma en
las células y posteriormente una lenta, esti-
mulando la proliferaciéon celular del epitelio
gastrico. La aplicacion local en heridas cor-
tantes cutaneas de EGF recombinante huma-
no mejora la reepitelizacion (12).

El EGF es mitoégeno para la mama nor-
mal y esta involucrado en la oncogénesis ma-
maria. Los animales que sobre-expresan EGF
en la glandula submaxilar (y por lo tanto tie-
nen un elevado nivel plasmatico del factor) de-
sarrollan tumores mamarios. Esta observacion
coincide con aquella encontrada en neopla-
sias mamarias humanas, en las que la sobre-
expresion del EGFR se asocia con un pronés-
tico poco alentador (1).

Las neuregulinas constituyen un grupo
de sustancias de la familia del EGF, que se
forman por procesamiento alternativo de un
Unico gen ubicado en el hombre en el cromo-
soma 8. Este grupo incluye al factor de dife-
renciacion NEU (NDF), a la heregulina, al fac-
tor de crecimiento glial y al inductor de la ac-
tividad del receptor de acetilcolina. Estos fac-
tores se unen al receptor Her-2/Neu e indu-
cen su fosforilacion en tirosina y consecuente
activaciéon (1). Las neuregulinas intervienen
en el desarrollo nervioso y cardiaco. Los rato-
nes nulos para los genes de estos factores o
sus receptores mueren durante el desarrollo
prenatal con graves anomalias en el corazén
(16). La sobre-expresion de sus receptores en
tumores mamarios, también se asocia con mal
pronéstico (1). El tratamiento con NDFa2 de
heridas cutaneas favorece la reepitelizacion y
engrosa la epidermis, sin incrementar la ADNs,
pero estimulando la expresién de algunos
marcadores epiteliales como filagrina, citoque-
ratinas e integrinas (17).

FAMILIA DE LOS FACTORES DE CRE-
CIMIENTO SEMEJANTES A INSULINA

Estas sustancias actian como mediado-
res de las acciones de la hormona del creci-
miento (GH), por lo que durante anos se las
denominé somatomedinas. Posteriormente se
las incluy6 dentro de los FC y, por sus seme-
janzas estructurales y funcionales con la in-
sulina, se les otorgd la denominaciéon de IGFs.
Hoy se conocen dos IGFs (I y II) cuyas molé-
culas son semejantes a la de insulina, pero de
tamano algo mayor (7.5 KDa) (18, 19).

Los niveles séricos de los IGFs se origi-
nan por la producciéon hepatica; los tisulares
obedecen a la sumatoria de factores liberados
por mecanismos paracrinos y autocrinos, ade-
mas de aquellos derivados de la sintesis he-
patica. Por ejemplo, en el hueso el IGF-I es
producido tanto por los osteoblastos como por
el estroma de la médula 6sea. La produccién
hepatica es regulada por la hormona de creci-
miento, pero la de otros érganos es coordina-
da mediante senales maultiples. Existen dos
receptores para IGFs; el primero de ellos
(IGFR-I) es una TK heterodimérica muy seme-
jante al receptor de insulina. El IGFR-II es el
receptor de manosa 6P, tipico de los lisoso-
mas, y se une con mayor afinidad a IGF-II. La
funcién de este ultimo como receptor para los
IGFs es exclusiva de los vertebrados y so6lo
seria indispensable durante el desarrollo pre-
natal. IGFR-II no posee accién TK. Las IGFBPs,
de las cuales la mas importante es la IGFBP-
3, son proteinas que se unen a los IGFs y los
regulan. Ademas, las IGFBPs poseen acciones
independientes de los IGFs (18, 19). En la fi-
gura 2 se representan las relaciones del IGF-I
con su receptor y con las IGFBPs.

In vitro se demostré que los IGFs son fac-
tores de progresion, que para ejercer efectos
mitogénicos requieren de la accién previa de
factores de competencia como PDGF que ele-
va la concentracién del IGFR-I en las células.
En cultivos celulares, estos factores incremen-
tan la proliferacién de condrocitos, osteoblas-
tos, miocitos lisos, células del epitelio de tu-
bulos contorneados proximales, queratinoci-
tos, astrocitos, etc. Ademas, impiden la entra-
da en apoptosis de células hematopoyéticas y
estimulan la diferenciacion de mioblastos y
osteoblastos (18, 19).

In vivo los IGFs son los mediadores de
muchas de las acciones de la GH y reempla-
zan la mayoria de los efectos de la hormona
cuando se los administra en ratas hipofisec-
tomizadas. En el hueso, estimulan tanto la
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Figure 2. IGF Binding Protein (IGFBP) association with cell surface and extracellular matrix (ECM).

resorcion, como la sintesis de matriz y la pro-
liferacion osteoblastica. E1 IGF-I produce hi-
poglucemia por estimular la captacién perifé-
rica de glucosa e inhibir la liberacion hepati-
ca de la misma. El factor también posee efec-
tos anabdlicos en modelos de caquexia por
hiponutricion, por falla renal, o por tratamiento
con corticoides (18, 19). Los IGFs y las IGFBP
sintetizados por la placenta y el endometrio
intervienen en diversos procesos incluida la
implantacion (20).

El tratamiento con IGFs, en especial con
IGF-II, estimula el crecimiento de casi todos
los 6rganos embrionarios. En el desarrollo del
paladar los IGFs serian inductores paracrinos
producidos por el mesénquima. Los IGFs esti-
mularian la fusiéon del epitelio de los esbozos
palatinos y la osificacién intramembranosa de
los huesos palatinos (18, 19). También son im-
portantes para la formacion del epitelio de los
esbozos de los miembros y en la morfogénesis
renal (21). En el intestino delgado, IGF-II man-
tiene el estado indiferenciado de las células
troncales o stem cells, mediante un mecanis-
mo autocrino (18).

Los IGFs tienen diversas acciones trofi-
cas sobre el sistema nervioso, por ejemplo, li-
mitan la pérdida neuronal que sigue a la is-
quemia. El descenso en la produccion de hor-
mona del crecimiento y en la concentracién
de IGFR-I se asocia con los cambios en la cir-

culacion encefalica y en la actividad cerebral
que ocurren durante el envejecimiento. El tra-
tamiento con IGF-I en el ventriculo lateral de
animales viejos, mejora la memoria, posible-
mente por prevenir las alteraciones seniles en
la expresion de receptores glutaminérgicos
(22). En el rindn las acciones de estos factores
son variadas, intervendrian tanto en los pro-
cesos regenerativos como en la organogéne-
sis. En algunos modelos de lesion renal, el uso
del factor mejora la recuperacion (13).

En cuanto a su relacion con el origen y
la progresion de tumores, se sabe que en el
estroma de tumores mamarios se incrementa
la produccion de IGF-II. Pese a que estos fac-
tores no son oncogénicos, la sobre-expresion
de IGF-II es necesaria para la hepatocarcino-
génesis que ocurre en los animales
transgénicos que sobre-expresan TGFa (11).
También se relaciona IGF-II con el desarrollo
de carcinomas tiroideos y del tumor de Willms
del hombre (19).

El uso terapéutico de IGF-I esta indica-
do, en el hombre, en ciertas formas de diabe-
tes resistente a la insulina y en el sindrome
de Laron, una forma extrafia de enanismo hi-
pofisiario (18, 19). Ademas se estan realizan-
do ensayos clinicos para evaluar su posible
aplicacion para impedir cambios neurodege-
nerativos durante el envejecimiento (22).
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FAMILIA DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO DERIVADOS DE

PLAQUETAS

El PDGF fue aislado en 1974, a partir de
los granulos alfa de las plaquetas sanguineas.
En la actualidad la familia incluye a los 5 iso-
tipos de PDGF (AA, BB, AB, C y D) y al factor
de crecimiento para stem cells (SCF) o steel.
Ademas, este grupo esta estructuralmente re-
lacionado con la familia del VEGF. Los recep-
tores para PDGF (PDGFR) son TK diméricas
que poseen cadenas o y B. La unién ligando-
receptor inicia una cascada de reacciones que
culmina con la activacion de factores de trans-
cripcién como c-fos y ¢c- myc (22, 23).

In vitro, el tratamiento con PDGF esti-
mula la proliferacién y detiene la diferencia-
cion de células tan diversas como miocitos del
musculo liso y células de Ito. Entre las accio-
nes del factor in vivo se destaca su interven-
cion en procesos de regeneracién y reparacion.
El PDGF interviene en la regeneracién que si-
gue a la distrofia muscular. En ratones adul-
tos las fibras musculares regenerantes con-
tienen mucho mas PDGFR que las normales.
También podria intervenir en la regeneracion
y reparacion cutanea, ya que el tratamiento
local de heridas cortantes con este factor esti-
mula la proliferacion celular dérmica y la sin-
tesis de tejido de granulacion. En un modelo
de cerdos con quemaduras, la aplicacion local
de PDGF-BB increment6 la aparicién de teji-
do de granulacién y el desarrollo de matriz
extracelular, no actuando en cambio sobre el
epitelio. Cuando se administré a los cerdos
PDGF junto a KGF, ambos factores manifesta-
ron una accion sinérgica. Se considera que en
la cicatrizacion de heridas el factor acttia en
multiples etapas. Su accioén incluye efectos
mitogénicos y quimiotacticos sobre fibroblas-
tos y musculo liso, quimiotaxis de macrofagos
y neutroéfilos, induccién de la sintesis de otros
FC por parte de los macréfagos y estimulacion
de la sintesis de moléculas de matriz como co-
lageno, acido hialurénico, fibronectina y pro-
teoglicanos. Ademas, el PDGF estimula la pro-
ducciéon de colagenasa, enzima que interven-
dria en la remodelacion tisular. En las heri-
das el factor es producido por macréfagos, que-
ratinocitos, fibroblastos, musculo liso arterial
y endotelio (23, 24).

En el rinén el factor esta implicado en el
incremento de células intersticiales, miofibro-
blastos, fibroblastos y mesangio, y en el au-
mento de la actividad fibrogénica en el orga-
no. En el higado, también podria intervenir en
la patogenia de las alteraciones cronicas como
la cirrosis, ya que activa la transformacién de

los lipocitos en miofibroblastos productores de
colageno. En la cirrosis, se determiné que exis-
te una relacion directa entre el grado de la
lesion fibrética (expresado como concentracion
de colageno III) y los niveles del receptor de
PDGF (25). También interviene en la patoge-
nia de enfermedades cardiovasculares como
la ateroesclerosis humana y la filariasis cani-
na. El factor liberado por las plaquetas deter-
mina un incremento en la proliferacién de cé-
lulas musculares lisas, especialmente en la
intima del vaso (26).

Sus acciones en el sistema nervioso pa-
recen ser multiples, se cree que el PDGF pro-
ducido por las neuronas actuaria en forma
paracrina sobre la supervivencia y prolifera-
cion de células de la glia y de Schwann, pues
la glia posee PDGFR y el PDGF-A se expresa
en las neuronas poco antes del comienzo de
la migracion y proliferacion glial. La migracion
de astrocitos a través del nervio 6ptico del pri-
mer dia de vida postnatal en roedores se inhi-
be cuando se trata a los animales con anti-
cuerpos anti-PDGFRa. Se observo, ademas,
que los ratones que sobre-expresan el factor
presentan hiperplasia de astrocitos en los gan-
glios vertebrales (23).

Los PDGFs estan relacionados con la re-
gulacion del crecimiento de algunos tumores.
Deben destacarse en especial sus acciones
como estimulantes autocrinos en neoplasias
de musculo liso. Ademas, estos factores esti-
mulan la angiogénesis tumoral (25).

Los animales nulos para PDGF-B o
PDGFRP padecen severas anormalidades car-
diovasculares y hemorragias en distintos or-
ganos, ademas de un desarrollo glomerular
anormal, con pérdida del mesangio. Estos
mutantes negativos para PDGF-B por lo gene-
ral mueren en estadios avanzados de la gesta-
cién, aunque ocasionalmente pueden nacer.
La importancia de este factor en el desarrollo
parece limitarse a vasos y megacariocitos, sien-
do alta la expresion del mismo en el endotelio
de los capilares inmaduros y de las arterias
en crecimiento. Los animales noqueados o
nulos para el factor carecen de pericitos. Apa-
rentemente TGFa induce que las células
mesenquimaticas se transformen en precur-
sores de pericitos, sobre los que PDGF-BB
estimularia la actividad mitética. El mesangio
es una diferenciacion especial de los pericitos,
por lo tanto su desarrollo también se ve afec-
tado en los ratones knock-out para el factor.
Como el mesangio induce la ramificacion tipi-
ca de los vasos glomerulares, los noqueados
para PDGF o su receptor no desarrollan glo-
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meérulos tipicos y el espacio de Bowman esta
ocupado por un solo capilar dilatado. Una le-
sién semejante ocurre en la placenta
laberintica del ratéon al modificarse los pericitos
placentarios. Existen diferencias entre los mu-
tantes para PDGFRa y PDGF-A. Mientras que
la mayoria de los animales nulos para el re-
ceptor mueren entre los dias 8 y 16, con lesio-
nes como espina bifida y fallas cardiacas; los
nulos para PDGF-A no poseen estas alteracio-
nes y si bien pueden morir durante el desa-
rrollo, por lo general sobreviven algunas se-
manas. Los animales nulos para el receptor
poseen defectos en la metamerizaciéon por pre-
sentar alteraciones en las somitas. Los ani-
males nulos para el factor poseen anomalias
en los foliculos pilosos, pérdida de musculo
liso en pulmoén con enfisema alveolar, anor-
malidades de vellosidades intestinales, pérdi-
da de células de Leydig y de oligodendrocitos
cerebrales. PDGF-C liga al receptor o por eso
los noqueados para este isotipo son semejan-
tes a los deficientes en PDGF-A (24).

STEEL O FACTOR DE CRECIMIENTO
PARA MASTOCITOS O FACTOR DE
CRECIMIENTO PARA STEM CELLS
(SCF)

El factor de crecimiento para stem cells
es necesario para el mantenimiento de célu-
las primordiales germinativas in vitro y de me-
lanocitos in vivo. El factor es producido por
células epiteliales, globulos blancos y fibro-
blastos (en especial miofibroblastos). Su re-
ceptor es el producto del protoncogen c-Kit,
una proteina de transmembrana con un do-
minio TK, semejante a PDGFR, que se dimeriza
para su activacién. Los animales homocigotas
con c-Kit noqueado mueren en el ttero, los
heterocigotas manifiestan anormalidades en
la motilidad intestinal. Los mutantes dobles
negativos para steel, también mueren in utero,
pero con anemia. Ciertos mutantes con el fac-
tor anormal desarrollan trastornos de la con-
tractilidad intestinal. La aplicacién de anti-
cuerpos anti-Kit genera anormalidades de la
pigmentacion. El factor también es necesario
para la migracién de las células primordiales
germinativas. En la hematopoyesis, steel tie-
ne un rol estimulante, sobre el precursor eri-
troide con un efecto sinérgico al de la eritro-
poyetina. En roedores, se demostré la impor-
tancia de este factor en la espermatogénesis,
ya que el tratamiento con anticuerpos anti-
steel disminuye la proliferacion de las esper-
matogonias A e incrementa la entrada en apop-
tosis de espermatogonias y espermatocitos pri-
marios. A diferencia de lo observado en roedo-
res, en el hombre son mas importantes las fun-
ciones del factor en la melanogénesis y en la
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hematopoyesis que las relacionadas con la fer-
tilidad (27).

c-Kit se expresa en una variedad espe-
cial de miofibroblastos del tracto gastrointes-
tinal: las células intersticiales de Cajal, que
conectan las fibras nerviosas y el musculo liso,
y funcionan como marcapaso del musculo in-
testinal para la regulacion de las ondas len-
tas (28). El tratamiento con anticuerpos con-
tra Kit, en los primeros dias de la vida, deter-
mina la pérdida de la red normal de células
intersticiales de Cajal (29). Actualmente Kit
se utiliza como marcador especifico para tu-
mores de estas células y permite diferenciar-
los de otras neoplasias no epiteliales del apa-
rato digestivo (30). Se demostré que las célu-
las de Cajal y algunos miocitos del tubo gas-
trointestinal tienen un origen comun, si el fac-
tor que interviene es steel la diferenciacion es
hacia el primer tipo celular y si es PDGF es
hacia el segundo (29).

FAMILIA DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO FIBROBLASTICOS

Pese a que la existencia de estos mit6-
genos se demostré experimentalmente en la
década de 1940, el aislamiento de los mismos
recién se produjo en 1984 a partir de extrac-
tos de hipéfisis bovina que demostraron ser
mitdégenos para fibroblastos primarios en cul-
tivo. FGF-1 o FGFa (acidico) y FGF- 2 o FGFb
(basico) fueron los primeros miembros de la
familia caracterizados. Posteriormente se re-
conocieron otros miembros de la familia, de
los cuales tnicamente el FGF7 o KGF se en-
contré en los tejidos de mamiferos adultos. Los
factores restantes fueron identificados a par-
tir de oncogenes y su aparicion normal solo se
limitaria a ciertos momentos del desarrollo
embrionario. Actualmente se considera que la
familia comprende en vertebrados al menos
23 factores distintos. El prototipo de la fami-
lia es FGF-2 o bFGF. En su forma activa el
FGF-2 es una proteina de 146 aac. y 16-18
KDa, aunque existen isoformas de mayor PM
que penetran en la célula y llegan al ntucleo
(31, 32). En el suero humano el FGF-2 es de-
tectable y su concentraciéon presenta un evi-
dente ritmo circadiano (33). También se de-
tecta el factor en orina. Tanto en suero como
en orina, la concentracién de FGF-2 aumenta
en ciertas neoplasias malignas (32).

Este péptido, a diferencia de la mayor
parte de los FC, puede actuar no solo median-
te la unién a receptores TK, sino también de
forma directa sobre el nucleo, por internaliza-
cion de complejos FGFR-FGF, que actuarian
como factores de transcripcion. Ademas, la li-
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beracion de FGF-2 se produce por un meca-
nismo diferente al demostrado para otros fac-
tores; la célula no lo secreta por exocitosis,
sino que lo libera al ser destruida o cuando
presenta alteraciones. En el medio extracelu-
lar, estos factores se unen a proteoglicanos
ricos en heparan sulfato. Se han identificado
4 receptores de alta afinidad para los miem-
bros de la familia, ellos son: FGFR-1, FGFR-2
(bek), FGFR-3, FGFR-4. Todas estas proteinas
constan de un dominio de unioén al ligando,
un dominio transmembrana y un dominio TK
intracitoplasmatico (32).

In vitro se ha comprobado que estas sus-
tancias poseen efectos mitogénicos, quimio-
tacticos y que ejercen acciones sobre la dife-
renciacién celular que alcanzan a condroci-
tos, hepatocitos, osteoblastos, mioblastos,
melanocitos, células indiferenciadas del SNC,
epitelio esofagico, etc (32). In vivo, los FGFs
estimulan la proliferacion queratinocitica. Los
ratones transgénicos negativos para FGFR en
la capa suprabasal de la epidermis, poseen al-
teraciones en la organizacién de esta capa, su
espesor se adelgaza y se altera la expresion
de queratina 6, por lo que se cree que son esen-
ciales para la morfogénesis de la epidermis. El
tratamiento con FGF-2 o FGF-1 estimula el
deposito de matriz extracelular durante la cu-
racion de las heridas cutaneas. En el caso de
FGF-1 el proceso se observa tanto con la apli-
cacion local del factor, como con el uso de plas-
midos que expresan su gen (12). En conejos,
FGF-2 acelera la curacion de retinas injuria-
das con rayos laser y de lesiones corneales.
Los efectos sobre las tulceras corneales tam-
bién se comprobaron en gatos, postulandose
un potencial uso terapéutico para este tipo de
heridas. La inoculacion intravitreal de FGFs,
inhibe la degeneracion de fotoreceptores en la
distrofia retiniana, mientras que FGF-2 indu-
ce la regeneracion de la retina neural extirpa-
da en el ojo de embrion de pollo. En un mode-
lo experimental de infarto de miocardio cani-
no, la inyecciéon intracardiaca de FGF-2 esti-
mula la funcién sistolica y reduce el tamano
de las areas de infarto. El factor también me-
jora la funcionalidad del miocardio en porci-
nos con isquemia cardiaca créonica. En ulce-
ras gastroduodenales, FGF-2 induce la neovas-
cularizacién y la persistencia de matriz provi-
sional sin formacién de escara de colageno,
por lo que acelera la curacién de ulceras duo-
denales. El sucralfato, una droga antiulcerosa,
liga al FGF-2 protegiéndolo de la degradacion.
Estos resultados generan grandes expectati-
vas sobre el uso futuro del factor en las
gastropatias y enteropatias. La aplicacion de
FGF-2 en ratones, previene la neumonitis le-

tal inducida por radiacion, esta observaciéon
coincide con que en lesiones intraalveolares
agudas, los macrofagos alveolares incremen-
tan la produccion del factor (32).

Respecto al tejido 6seo, cuando el factor
se administra por via parenteral estimula la
proliferacién osteoblastica y genera descenso
del depésito de matriz. Diversas anomalias
esqueléticas humanas como la acondroplasia
y la craniostosis obedecen a mutaciones que
interfieren con la funcién de algunos recepto-
res para este factor, en especial el FGFR -3
(34).

En la carcinogénesis, el efecto mas im-
portante de los FGFs parece estar relacionado
con la angiogénesis, antes que con la prolife-
racion de las propias células tumorales. Esta
funcién angiogénica también se observa en los
tejidos normales. El mecanismo de secrecién
en este caso seria paracrino; el factor formado
por los macroéfagos estimularia la proliferacion
endotelial (32).

Los distintos miembros de la familia in-
tervienen en la implantaciéon y el desarrollo
embrionario temprano. El FGFR-2 es necesa-
rio para que se produzca la fusion entre co-
rion y alantoides, proceso indispensable para
la nutricién embrionaria. Los ratones nulos
para FGF-4 mueren en el momento de la im-
plantacion, este factor ademas mantendria
indiferenciadas a las stem cells trofoblasticas.
Tanto FGF-2 como FGF-4 y FGF-8 son nece-
sarios para la formacién de los miembros en
el embrion. Los transgénicos con FGF-2 so-
bre-expresado tienen una mayor superviven-
cia de las neuronas sometidos a dafo
isquémico, algo semejante ocurre cuando se
administra el factor a ratones neonatos con
ligadura carotidea unilateral.

Los cambios en la concentracion del fac-
tor y sus receptores se asociaron a numero-
sas alteraciones del sistema nervioso; por
ejemplo en las placas seniles de la enferme-
dad de Alzheimer se acumula FGF-2 que ate-
nua los efectos neurodegenerativos del {5-ami-
loide. En la enfermedad de Parkinson hay una
baja cantidad de FGF-2 en la sustancia negra
y en la enfermedad de Huntington se incre-
menta su expresion en forma proporcional a
la severidad de la enfermedad. Estos datos
sumados al efecto de FGF-2 sobre cultivos
neuronales, en los que mejora la superviven-
cia, llevaron a especular que existe un efecto
protector de FGF-2 sobre la degeneracion neu-
ronal (32).
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EL KGF o FGF-7 es producido por las cé-
lulas estromales, actuando por via paracrina
sobre epitelios tales como epidermis,
neumocitos tipo II, alvéolos mamarios y recu-
brimiento del tracto gastrointestinal. Tiene un
peso molecular de 18 KDa. Su receptor se for-
ma por el procesamiento alternativo del ARNm
del FGFR-2 (35). In vivo, el tratamiento con
KGF desencadena hiperplasia de neumocitos
tipo II, conductos pancreaticos, epitelio gas-
trointestinal y glandula mamaria de rata, tan-
to hembras como machos. Los cambios pro-
ducidos en la glandula mamaria recuerdan por
su morfologia a la hiperplasia intraductal ati-
pica del humano (36). A diferencia de lo que
ocurre con otros mitégenos epidérmicos como
FGF-2 y EGF, KGF también estimula la proli-
feracion celular en foliculos pilosos y glandu-
las sebaceas. La expresion del ARNm de KGF
se incrementa 160 veces en la piel del ratén
con heridas de escision. El efecto promotor de
la proliferacion no es tan marcado en ratones
diabéticos (12). KGF induce la reepitelizacion
que sigue a las injurias (35). E1 KGF también
estimula la diferenciacion epitelial elevando
la expresion de ARNm de citoqueratinas. Para
probar los efectos del factor en piel se realizo
un experimento en cerdos con quemaduras,
en este caso el tratamiento local con el factor
incrementa la proliferacion epidérmica sin
actuar sobre el tejido de granulacion (35). El
tratamiento con KGF disminuye la mortalidad
y la intensidad de las lesiones gastrointesti-
nales en ratones con transplante medular. El
factor disminuye la generacién de algunas ci-
toquinas (por ejemplo TNFa) que intervienen
en la patogenia de la enfermedad que ocurre
en el animal transplantado. El KGF también
protege al epitelio intestinal de los efectos
nocivos de la quimioterapia (37).

SUPERFAMILIA DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO TRANSFORMANTE
BETA

En 1978 De Larco y Todaro, aislaron una
sustancia a la que denominaron factor de cre-
cimiento del sarcoma murino. En los prime-
ros ensayos este factor mostré capacidad para
generar cambios fenotipicos reversibles en los
cultivos celulares. Pocos anos después se en-
contraron distintos isotipos del factor y se
demostré que estas sustancias inhiben la pro-
liferacion celular y promueven la transforma-
cion de fibroblastos y la diferenciacién de con-
drocitos, por entonces se las llamé TGFp. Por
la misma época Moses y Holley demostraron
que el TGFp es idéntico al inhibidor del creci-
miento celular epitelial, aislado del mono ver-
de africano. En 1987 se reunio a este péptido
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con otros de un PM semejante, 25 KDa, como
la inhibina, la activina y la sustancia inhibito-
ria de Muller (MIS), en la superfamilia del
TGFB. Ahos después se agregaron otras sus-
tancias como los BMPs, nodal, etc. Posterior-
mente se ha revisado la taxonomia del grupo
hablando de una familia de TGFp dividida luego
en subfamilias. Los miembros de la familia,
excepto el GDNF y las inhibinas, poseen tres
tipos de receptores. Los de tipo I: son quina-
sas de serina y treonina, encargadas de ini-
ciar las cascadas de reacciones dentro de las
células. Los receptores tipo II: se unen al li-
gando y activan al receptor tipo I. Los de tipo
III: no participan de las reacciones pero facili-
tan la unién a los otros receptores, son ejem-
plos de este grupo las endoglinas y los
betaglicanos, que son proteoglicanos de an-
claje a la membrana (2, 3) (Fig. 3).

La familia de los TGFa incluye los iso-
tipos 1,2,3,4,5 del TGFpB de los cuales el pro-
totipo es TGFB1, un homodimero que posee
muy alta conservacion filogenética, existien-
do un 98% de homologia entre hombre y ra-
ton. El TGFP se secreta en forma latente y su
activacion depende de proteasas liberadas tras
el contacto célula-célula que clivan a la pro-
teina precursora en el TGFP y el péptido aso-
ciado a latencia (38). Los TGFfs 1, 2 y 3 se
localizan en diferentes tejidos de mamiferos,
los granulos alfa de las plaquetas y el hueso
son las localizaciones en donde estos factores
son mas abundantes. Los TGFPB 4 y 5 no se
aislaron en mamiferos. Estos factores poseen
receptores de los tres tipos mencionados. El
de tipo I se denomina TGFBR I, el de tipo II se
conoce como TGFBR II, dentro de los de tipo
IIT el betaglicano es el mas importante. Cuan-
do el receptor tipo II se une al ligando, activa
al receptor tipo I (por fosforilacion), y éste ul-
timo inicia la cascada de reacciones celulares
originadas por el factor. En esta cascada, es
fundamental la activacién por fosforilacion de
las proteinas MAD (SMAD de Drosophila) que
inician una serie de pasos que culmina con la
regulacion de la expresion de genes relacio-
nados con el ciclo celular como Myc, Rb y p53
(3).

Los TGFp son los inhibidores de la proli-
feracion celular mas importantes. In vitro ac-
than sobre epitelios, endotelios y fibroblastos,
entre otros tipos de células. Los TGFp, tam-
bién estimulan la diferenciacién y la sintesis
de colageno, fibronectinas y proteoglicanos en
cultivos celulares (2). La mayoria de los rato-
nes nulos para TGFB1 mueren durante la vida
prenatal, sin embargo algunos animales lle-
gan a nacer y al cumplir tres semanas presen-
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Figura 3. El ligando, un miembro de la superfamilia de los TGFp, se une al receptor
de tipo II (1). El complejo formado se une al receptor de tipo I (2-3), que se fosforila
(4) v a su vez el complejo formado fosforila a la proteina Smad (5). Smad se une a
una proteina Co-Smad (6) e ingresa al nucleo (7) en donde se liga a una proteina de
unién al ADN (8) que modifica la expresion de genes especificos (gen blanco) (9).
Los receptores de tipo III son componentes de la matriz extracelular que mantienen

al ligando en la zona (10).

Figure 3. A member of TGFf superfamily binds to type II receptor (1). The complex generated binds to type
I receptor (2-3), that fosforilates itself (4) and the new complex formated fosforilates a Smad protein (5).
Smad will binds to a Co-Smad protein (6) and ingress to nucleus (7) where it attach to DNA binding
protein (8) modifying the expression of specific genes (target gen) (9). Type III receptors are components

of the extracellular matrix that maintain TGFf memebers around the zone (10).

tan inflamaciones de distintos 6rganos y mue-
ren, lo que demuestra que estos factores tam-
bién intervienen en los procesos inflamatorios.
Los animales nulos para el TGFB3 nacen, pero
mueren horas después con hendidura palatina
e inmadurez pulmonar (39).

Durante la implantacién y la prefiez tem-
prana, el TGFP es producido por las células
deciduales para inducir la sintesis de inhibi-
dores de la metaloproteasas; por lo tanto su
rol principal consiste en impedir una invasion
excesiva por parte del trofoblasto. En estadios
posteriores, el factor inhibe la proliferacién del
citotrofoblasto.

Los TGFf son reguladores paracrinos y
autocrinos negativos de la proliferaciéon de di-
versas poblaciones celulares epiteliales como
la epidermis, los enterocitos y los hepatocitos

(2).

Los TGFp intervendrian en la detencion
de la proliferacion hepatocitica desencadena-
da después de la hiperplasia hepatica que si-

gue a la hepatectomia y en el mantenimiento
de la baja actividad mitética del higado intac-
to. El mecanismo seria paracrino, ya que el
ARNm del factor se detecté en las células de
Ito y en el endotelio pero no en los hepatoci-
tos y células ductales (15). Los TGFpB son po-
tentes inhibidores de la proliferacion de las
células ductales de la mama del ratén. Luego
del desarrollo, la produccion mamaria del fac-
tor decrece, pero aumenta en los tumores
mamarios, en los que puede intervenir en la
angiogénesis, o en la transformacion de las
células epiteliales hacia un fenotipo
mesenquimatico (Dickson and Lippman 1995).
Las células de las criptas intestinales contie-
nen mas TGFPB a medida que se desplazan ha-
cia la luz y disminuye su potencial proliferati-
vo (2). En los enterocitos neoplasicos, a dife-
rencia de lo que ocurre en su contraparte nor-
mal, el efecto de TGFP puede ser mitogénico
(40).

La administracion de TGFB1 induce la
formacién de tejido 6seo en los huesos largos
de rata. En heridas realizadas en orejas de co-
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nejos, la aplicaciéon de TGFB1 recombinante
no solo acelera la cicatrizacion de los tejidos
blandos, sino que también incrementa la for-
maciéon de hueso en la regién por inducir la
diferenciacion osteoblastica de las células del
pericondrio. Coincidiendo con estas observa-
ciones, el TGFP1 se detecté en sitios de osifi-
cacién endocondral e intramembranosa y de
reparacion de fracturas (41).

Las plaquetas son el primer sitio de sin-
tesis del factor durante los procesos de infla-
macion y reparaciéon, luego es producido por
las propias células inflamatorias. Actualmen-
te se sabe que el TGFp es parte de la red de
citoquinas inflamatorias, sus funciones en este
proceso son complejas y exceden los objetivos
de este trabajo. Se considera que en forma ge-
neral es un factor que estimula la diferencia-
cion de las células de la inflamacion, pero
cuando estas maduran las inhibe, favorecien-
do la resolucion. (38). En las heridas el TGFB1
es liberado por las plaquetas y los macréfagos
e induce quimiotaxis, proliferacion y sintesis
de colageno en los fibroblastos dérmicos, co-
laborando en la reparacion. La administracion
in situ del factor estimula la formacion de teji-
do de granulacion (42). Pese a inhibir la proli-
feracion celular en la epidermis, el TGFp tam-
bién favoreceria la reepitelizacion por modifi-
car las proteinas  de unién a matriz y en
consecuencia los movimientos de los querati-
nocitos epidérmicos que ocurren en la fase mi-
gratoria de la reepitelizacién de heridas. La
sobreexpresion de TGFP se asocié a esclero-
dermia, escaras hipertroficas y queloide (12,
42). En el higado, TGFB induce a las células
de Ito para que produzcan factores
fibrogénicos, lo que genera asi un circulo vi-
cioso que culmina en la cirrosis (15). EI TGFp
interviene en la patogenia de las nefritis in-
tersticiales, las injurias repetidas o un exceso
de glucosa estimulan la producciéon de TGFp
que produce un aumento de la sintesis de pro-
teinas de matriz extracelular. Un modelo ge-
nerado para explicar los procesos de regene-
racion y fibrosis renal, propone que ante una
injuria Unica se libera HGF que induce rege-
neracién tubular, pero ante injurias repetidas
desciende la concentracion de HGF y se eleva
la de TGFa lo que determina disminuciéon de
la proliferacion y aumento de la apoptosis en
epitelio y endotelio, ademas de aumento en el
numero de miofibroblastos y de componentes
de matriz extracelular (43). La relacién entre
el TGFB y las neoplasias es compleja, ya que
aunque en general el tratamiento con el fac-
tor inhibe el crecimiento tumoral, también
genera un incremento de la malignidad y de la
aparicion de metastasis. El aumento de la

Factores de crecimiento

malignidad podria relacionarse con el efecto
angiogénico y con el incremento de la motili-
dad. En el hombre, en el 80% de las formas de
cancer de colon y en la totalidad de los de pan-
creas hay modificaciones en la expresion de
los genes relacionados con el patrén de sena-
les de TGFp (40).

La familia de las inhibinas esta consti-
tuida por péptidos diméricos, aislados del li-
cor folicular que poseen capacidad para regu-
lar la produccion de FSH hipofisisiaria. En la
presente revision no se consideran sus accio-
nes sobre la reproduccion, tan complejas que
merecerian por si solas un articulo. Las
inhibinas, ademas de disminuir la sintesis hi-
pofisiaria de FSH, inhiben la produccion de
esteroides gonadales y de hormonas placen-
tarias (2). Las activinas son semejantes a las
inhibinas, pero estimulan la sintesis de FSH.
Estas sustancias actian como mediadores
simpaticos, modulan las funciones gonadales,
intervienen en el metabolismo de la glucosa,
regulan la proliferacion y diferenciacién de
diversas poblaciones celulares e inducen la
formacion del mesodermo. Las activinas en-
vian su senal a partir de un complejo receptor
multimérico semejante al descripto para TGFf
(39). En los embriones de algunos vertebra-
dos la activina induce la formacién de meso-
dermo dorsal e inhibe la induccién neural. La
activina participa en los procesos de cicatri-
zacion. La induccién de la expresion de
activina ya ocurre 15 horas después de pro-
ducida una injuria cutanea. Los factores libe-
rados por las plaquetas tales como PDGF,
TGFpB, EGF y las citoquinas inflamatorias IL-1
y TNFa producidas por los neutrofilos y los
macroéfagos inducen la elaboracion de activina
por parte de los fibroblastos, los queratinoci-
tos y los macréfagos. En algunas enfermeda-
des créonicas, como la cirrosis, se sintetizan
grandes cantidades de activina que inducirian
a los miofibroblastos a producir matriz extra-
celular. La activina también actuaria como
mitégeno de miocitos lisos, por lo que se pos-
tula un rol de este factor en la patogenia de la
ateroesclerosis. En las lesiones del sistema
nervioso la activina podria actuar como
neuroprotector (44).

La familia del DPP esta representada por
unas veinte sustancias que intervienen en el
desarrollo embrionario de los metazoarios,
habiéndose encontrado representantes en or-
ganismos que van desde la Drosophila hasta
el hombre. Sus funciones incluyen la partici-
pacion en la supervivencia y proliferacion ce-
lular, morfogénesis, diferenciacién y apopto-
sis. Dentro del grupo encontramos a los BMP,
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péptidos que en conjunto inducen respuestas
de quimiotaxis, proliferacion y diferenciacién
que culminan con la transformaciéon de un mol-
de cartilaginoso en hueso con médula 6sea (2,
45). La funcién de los BMPs en la morfogénesis
parece ser muy amplia. Estos factores inter-
vendrian en la formaciéon y evolucion del me-
sodermo de la region caudal del cuerpo en aves
y mamiferos. También parecen ser los BMP-2,
4 y 7 los responsables de la apoptosis de las
células de las membranas interdigitales en la
morfogénesis de los miembros de aves y ma-
miferos (46). Los BMPs-2, 4 y 7 actian duran-
te la odontogénesis del raton en el nudo del
esmalte inhibiendo la proliferacion epitelial.
Este efecto antiproliferativo también ocurre en
el pulmén embrionario; en cambio en rifion,
ojo y ectodermo embrionario, los BMP son ne-
cesarios para la proliferacion celular epitelial.

Ar‘irﬁpudu

En el ectodermo BMP-4 es un inductor de di-
ferenciacion epidérmica, por lo que debe ser
anulado, por la unién a proteinas como la
cordina, para que se desarrolle el sistema ner-
vioso y ocurra la dorsalizacion del embrion;
ademas este factor determina que el mesoder-
mo formado sea de tipo dorsal. En Drosophila
la expresion de los inhibidores de DPP (el ho-
mologo de BMP), es inversa a lo que ocurre en
vertebrados, segin algunos autores esto ex-
plicaria las diferencias en el eje corporal entre
los cordados y otros animales (3, 45) (Fig. 4).

Trabajos recientes involucran a estos
factores en los procesos de diferenciacién que
ocurren en los tumores mixtos de la mama
canina. EL BMP-6 se detecta en las células
mioepiteliales de los tumores mixtos de la
mama de perra e induce la diferenciaciéon de

Figura 4. Acciones de los miembros de la familia DPP y sus proteinas inhibidoras en la forma-
cion del eje dorsal de artréopodos y cordados.

(1) A. En artrépodos, la expresion del gen DPP determina la formacion de estructuras dorsales.
B. La expresion del homélogo de este gen en cordados, BMP4, determina la formacion de
estructuras ventrales.

(2) Sog/cordina son proteinas que anulan los efectos de los productos de DPP y BMP4 respec-
tivamente, por lo que determinan la formacién de estructuras opuestas.

(3) La diferencia en la expresiéon de estos cuatro genes genera una inversiéon entre los planes
corporales de invertebrados y cordados.

Figure 4. Actions of DPP family members and its inhibits proteins in the formation of arthropods and chordates dorsal
axis.

(1) A.In arthropods, DPP gen expression determinates the formation of dorsal structures.

B. In chordates, the expression of BMP4 determinates the formation of ventral structures.

(2) Sog/cordina are proteins that cancel the effects of DPP and BMP4 products respectively determinating the forma-
tion of opposite structures.

(3) The difference in the expression of this four genes generates an inversion between invertebrates and chordates
corporal planes.
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estas hacia tejido condroide y 6seo. Sin em-
bargo cuando los tumores se malignizan no
expresarian el factor, ya que el mismo activa
la diferenciacion e inhibe la proliferacién ce-
lular (47). EL BMP-7, por sus efectos fibroge-
néticos, esta involucrado en la patogenia de
la nefritis intersticial cronica (48).

La familia también incluye algunos de
los denominados GDFs que entre otras fun-
ciones son inhibidores especificos del creci-
miento de algunos tejidos (49).

MIS es el unico representante de su fa-
milia. Esta sustancia induce la regresién de
los conductos de Miller en el embrién mas-
culino. La expresion de MIS se restringe a las
células de Sértoli fetales y adultas y a la granu-
losa del ovario postnatal. La sintesis de MIS
comienza en el momento en que se inicia la
formacién de los tubos seminiferos, siendo
maxima la secrecién durante el periodo de re-
gresion de los conductos y descendiendo
abruptamente en la pubertad. En las hembras,
MIS se detecta en foliculos preantrales y
antrales, especialmente en las células cerca-
nas al ovocito e inhibe el crecimiento inicial
de los foliculos primordiales (50).

La famila del GDNF también contiene
un solo representante, que posee una homo-
logia del 20% con TGFf. E1 GDNF es un factor
de supervivencia para neuronas dopaminér-
gicas del cerebro medio. Pese a que esta rela-
cionado con el TGFfB, uno de los receptores de
GDNF es una TK, especificamente este recep-
tor es el producto del protoncogen Ret. Antes
del aislamiento de GDNF, se conocia a Ret
como oncogen, ya que su sobre-expresion pre-
dispone la aparicién de neoplasias endocrinas,
especialmente carcinomas tiroideos, mientras
que la pérdida de su funcion, origina algunas
formas familiares de enfermedad de
Hirschsprung, un desorden en el desarrollo
de la cresta neural que incluye defectos de la
inervacion intestinal (Massagué 1998). Al ana-
lizar mutantes de este receptor en hombre y
ratéon se demostréo que Ret es necesario para
el desarrollo del aparato digestivo y el rinon.
En el rinén embrionario se encontré que en el
mesénquima del futuro metanefros se expre-
sa GDNF, mientras que en el epitelio del brote
ureteral se expresa c-Ret (Figura 5). Ret tam-
bién se expresa en las neuronas entéricas. En
general los homocigotas deficientes del factor
nacen vivos pero mueren a los 2 dias, el 100%
de estos animales poseen agenesia o disgene-
sia bilateral del rinén, con ausencia o anor-
malidades del brote ureteral (13).

Factores de crecimiento

Nodal es un miembro de la superfamilia
que se expresa de forma asimétrica en el em-
brion de ratéon y pollo e intervendria en la for-
macion del eje derecho-izquierdo. Su ausen-
cia determina falta de formacioén de la linea
primitiva y defectos en la dorsalizacion del
embrion (3).

FACTOR DE CRECIMIENTO PARA
HEPATOCITOS

En la década de 1980 se aislaron una
serie de sustancias de PM semejante, pero con
acciones muy diversas, entre ellos se pueden
mencionar la hepatopoyetina A, el factor
scatter, el factor citotéxico tumoral y el factor
mitogeno epitelial derivado de fibroblastos.
Posteriormente se demostré que todas estas
eran en realidad un Unico factor de localiza-
cion y acciones multiples, al que se denomind
HGF. El1 HGF es un modulador pleiotrépico de
la proliferacion, morfogénesis y desplazamien-
to epitelial. Actia con frecuencia por meca-
nismos endocrinos y paracrinos; en el higado
es sintetizado por las células de Ito y en el
rinén por las endoteliales y mesangiales. La
molécula del HGF, de 100 KDa, es mas pesa-
da que la de otros FC. Esta constituida por
dos cadenas polipeptidicas de 463 y 234 ami-
noacidos, que poseen mas homologia con cier-
tas proteasas que con otros FC. El receptor,
HGFR, es una TK, producto del protoncogen
c-Met. Por lo general el HGFR se encuentra
en epitelios y melanocitos y liga al factor pro-
ducido por células del estroma (15, 43).

In vitro, HGF es el mitégeno mas potente
para hepatocitos, estimulando también la pro-
liferacion de células de tabulos colectores y
proximales renales, y de lineas celulares de
melanomas y de carcinomas mamarios. El HGF
también modifica la motilidad de las células
de diversos cultivos primarios y de numero-
sas lineas celulares (43). Este factor intervie-
ne en la regeneracion hepatica que sigue a una
hepatectomia subtotal en roedores. En el ini-
cio de la respuesta, actia mediante un meca-
nismo endocrino ya que lo producen las célu-
las del estroma del bazo, rinén y pulmén. Pos-
teriormente, el factor es sintetizado por las
células de Ito y acttia en forma paracrina. Las
investigaciones mas recientes demostraron
que para la manifestacion plena de las accio-
nes de HGF se necesita que los hepatocitos
hayan salido del estadio GO del ciclo celular,
pasaje que estaria regulado por TNFa e IL6.
Dentro de los pacientes humanos con hepato-
patias, los que padecen falla hepatica fulmi-
nante tienen un valor maximo de HGF sérico,
lo que se asocia con un mayor indice de su-
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Figura 5a. Produccion de GDNF por parte del mesénquima del blastema
metanéfrico. Este factor se une a los GDNFR-a existentes en el brote
ureteral, para inducir la formaciéon de los tubos colectores.

Figure 5a. Expression patterns. GDNF production from the mesenchyme of metanephric

blastema. This factor binds to the GDNFR-a ureteral germ receptors for induce collector
tubes formation.
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Figura 5b. Activacion de ret. Pese a ser un miembro de la superfamilia del TGFp,
GDNF se une a un receptor (Ret), que es una quinasa de tirosina.

Figure 5b. Ret activation. Although it is a member of the TGFf superfamily, GDNF binds to a Ret receptor
which is a tyrosin kinase.
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pervivencia, por lo que la concentracion séri-
ca del factor adquiere valor en el prondstico
de algunas enfermedades hepaticas graves (15,
51). En la regeneracion renal parece ocurrir
una secuencia semejante, actuando primero
HGF en forma endocrina y luego mediante me-
canismos paracrinos. HGF corresponde a la
sustancia denominada a mediados del siglo XX
renotropina. Tanto en el rinén como en el hi-
gado, el rol de HGF sobre el desarrollo del es-
troma que sigue al dano cronico es opuesto al
de TGFpB. Matsumoto y Nakamura desarrolla-
ron un modelo para explicar el efecto de estos
factores. Al principio del proceso regenerativo
la concentracion de HGF es alta, este factor
es antiapoptotico y mitogénico sobre el parén-
quima y el endotelio, e inhibe la formacién de
miofibroblastos y el desarrollo de matriz ex-
tracelular. Posteriormente comienza a desapa-
recer HGF y se incrementa la concentracién
de TGF 5 que tiene las acciones opuestas. Cada
uno de estos factores inhibe la transcripcion
de los genes que codifican al otro. La
adminsitracion de HGF previene la esclerosis
renal por disminuir los niveles de TGFp. El tra-
tamiento directo con este factor o la terapia
génica con el ADN que lo codifica, podrian ser
utiles en enfermedades en que esta alterada
la reparacion (43).

Se ha relacionado a HGF con ciertas en-
fermedades placentarias y se le atribuye una
participaciéon importante en la formaciéon de
estructuras epiteliales con luz y en la
morfogénesis de las criptas intestinales. En
los tumores sus acciones son complejas. So-
bre los carcinomas mamarios ductales que
poseen células de aspecto mesenquimatico, y
carecen de la proteina de adhesion E-
cadherina, el factor favorece la aparicion de
metastasis, ya que incrementa las uniones a
la sustancia intercelular y la motilidad celu-
lar. En cambio, sobre los tumores con células
de aspecto epitelial (que poseen E-cadherina)
el factor induce formaciéon de estructuras con
luz, con reduccion de la malignidad (1, 52).

Los ratones nulos para el factor mueren
con trastornos en las células del trofoblasto y
en la formacién del higado y del
dermomiotomo. El HGF y su receptor se ex-
presan en el metanefros ya inducido por la
yema ureteral, ratén y poseen efectos impor-
tantes en la nefrogénesis. Aunque sobre el
metanefros el mecanismo seria autocrino, tam-
bién actuaria en forma paracrina sobre la for-
macion y crecimiento de las ramas del brote
ureteral. El tratamiento con anticuerpos anti-
HGF genera anormalidades en el desarrollo de
la yema ureteral y de las neuronas (13).

Factores de crecimiento

FAMILIA DEL VEGF

El VEGF, o VEGF-A, es un factor que liga
a dos TK: FItl (VEGFR1) y KDR (VEGFR2). Fue
el primer miembro de su familia detectado,
pero posteriormente se secuenciaron sustan-
cias semejantes como PIGF, VEGF-B, VGEF-
C, VEGF-D y E. Este factor actia en forma
paracrina, siendo el angiégeno mas potente
conocido. La expresion de su gen se estimula
por la hipoxia, aumentando en la mayor parte
de las neoplasias. En las heridas se produce
VEGF en los queratinocitos, lo que es menos
manifiesto en ratas diabéticas (53, 54).

La formaciéon de nuevos vasos en la vida
post-natal es un proceso muy complejo; la ex-
presion del gen de VEGF es inducida de forma
indirecta por la hipoxia que estimula la ex-
presion de factores de transcripcion del grupo
HIF que inducen la expresion de distintos ge-
nes relacionados con la angiogénesis tales
como VEGF, NOS, PDGF y Ang 2. La acci6én de
VEGF determina la formacién de vasos inma-
duros y altamente permeables, posteriormen-
te Ang 1, E-cadherina y PECAM, generan la
maduraciéon de los vasos formados (54, 55).

Los mutantes negativos para los recep-
tores del factor mueren in utero con defectos
en la formacién de vasos y sangre. Los
transgénicos que carecen del receptor VEGFRI1
mueren sin desarrollar el brote hepatico, lo
que se deberia a los efectos inductores del
endotelio sobre el endodermo, necesarios para
la formacién del higado. VEGF también incre-
menta la permeabilidad vascular, posee algu-
nas acciones sobre células del sistema inmu-
ne y tendria roles relevantes en la patogenia
de ciertas enfermedades como la artritis reu-
matoidea y la retinopatia diabéticas. En un
modelo de conejos operados en la arteria fe-
moral, para simular los cambios que genera la
ateroesclerosis en miembros, se evidencia una
mejoria clinica al inyectar el factor en la arte-
ria, con neovascularizacion de los miembros.
Un resultado semejante se observé en mode-
los experimentales de perro y cerdo con hi-
poxia miocardica, en los que la administra-
cion del factor redujo el area de infarto por
aumento de la circulacién colateral.

Mientras algunos especialistas conside-
ran que el empleo de anticuerpos especificos
contra VEGF y su receptor constituyen trata-
mientos potenciales para las neoplasias, otros
expertos creen que la complejidad de los pro-
cesos que intervienen en la angiogénesis hace
dificil su aplicacion terapéutica. En cuanto al
uso terapettico de VEGF debemos considerar
que si bien generaria efectos beneficiosos, tam-
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bién puede desencadenar hipotension y ede-
mas (53, 55).

A diferencia de VEGF-A, B y E que son
angi6égenos, VEGF C y D estan implicados en
la linfangiogénesis. Los tumores que sobre-ex-
presan VEGF-D y C poseen mayor cantidad de
vasos linfaticos peri e intratumorales. Ademas,
el tratamiento con anticuerpos contra VEGF-
D, disminuye el nimero de metastasis linfati-
cas de los tumores de estos animales. La
linfangiogénesis en carcinomas mamarios
transplantables puede bloquearse utilizando
una forma soluble del VEGFR3. Los tumores
humanos con alta concentracion de estos fac-
tores poseen abundante cantidad de vasos lin-
faticos. No se conoce el mecanismo que indu-
ce la expresion de los genes de VEGF-C y D,
pero no interviene la hipoxia como ocurre con
otros miembros de la familia (56).

Los receptores de VEGF pueden utilizar-
se como marcadores de células endoteliales o
de ciertos tumores, por ejemplo VEGFR3 es
un marcador del sarcoma de Kaposi humano
y VEGFR2 se utiliza como marcador de
angioblastos (54, S55).

FACTOR DE CRECIMIENTO
ENDOTELIAL DERIVADO DE
GLANDULAS ENDOCRINAS

Este factor no esta relacionado con los
otros VEGF. Tiene un PM de 8.6 KDa. Su ARNm
se encuentra en las glandulas endocrinas
esteroideogénicas como ovario, testiculo, cor-
teza adrenal y placenta. La hipoxia induce su
produccién. El tratamiento con este factor ge-
nera proliferacién, migraciéon y formacién de
fenestras en las células endoteliales. Sin em-
bargo, sus efectos se limitan a las células en-
doteliales de las glandulas productoras de
hormonas esteroides, en las que complemen-
ta la accién de VEGF. Los animales que sobre-
expresan el factor poseen una elevada frecuen-
cia de quistes ovaricos (53, 57).

ANGIOPOYETINAS

Las angiopoyetinas constituyen una fa-
milia de factores formada por 4 miembros, de
los cuales los mas importantes son Ang-1y
Ang-2. Los receptores de estos factores son
las TK del grupo Tie. Los ratones nulos para
Ang-1 o su receptor desarrollan una vascula-
tura primaria normal, pero al proseguir el de-
sarrollo manifiestan defectos en la remodela-
cion tisular y en el desarrollo cardiaco. La so-
bre-expresion de Ang-1 en la piel origina
hipervascularizacién, con aumento del tama-
no pero no del nimero de vasos. La terapia

génica con el factor disminuye la permeabili-
dad vascular, lo que podria ser importante para
el tratamiento de la retinopatia diabética y el
edema cerebral. Mientras que Ang-1 actua
mediante mecanismos paracrinos, Ang-2 es
autocrino. Ang-2 es producido por el endote-
lio actuando como un antagonista de Ang-1.
Ang-2 también interviene en la linfan-
giogénesis (55).

EFRINAS

Las efrinas son FC atipicos que para unir-
se a sus receptores deben adherirse a la mem-
brana celular. Existen diversas efrinas, las mas
importantes son la B2 y la B4. Los ratones
noqueados para los genes que codifican estas
sustancias presentan defectos fatales en la
vasculogénesis (formaciéon de los vasos que
ocurre en la vida prenatal). Durante la vida
prenatal, la efrina B2 se localiza en el endote-
lio arterial y la B4 en el venoso, por lo que se
cree que podrian intervenir en la determina-
cion del tipo de vaso a formar. En el adulto la
expresion no es endotelial como en el feto, si
no que ocurre en musculo liso y pericitos. Sin
embargo las efrinas vuelven a expresarse en
el endotelio cuando existen cambios patologi-
cos como presencia de neoplasias, o fisiologi-
cos como los que ocurren en los ciclos sexua-
les femeninos. Estas sustancias también ac-
tian como inductores durante el desarrollo
embrionario (58).

CONCLUSIONES GENERALES. UN
NUEVO PARADIGMA PARA LA
BIOLOGIA Y LA PATOLOGIA DEL
CRECIMIENTO Y DESARROLLO

En el altimo cuarto de siglo numerosos
trabajos mostraron las relaciones entre dis-
tintos FC en procesos biolégicos complejos
como la regeneracion de o6rganos, la cicatriza-
cion de heridas y la carcinogénesis. Por ejem-
plo, en la cicatrizaciéon de heridas las plaque-
tas producen TGFB1 y PDGF que activan a los
fibroblastos para la formaciéon de tejido de
granulacion, debido a que inducen a estas
células a formar metaloproteasas de matriz que
degradan a la sustancia intercelular, favore-
ciendo la formaciéon de nuevos vasos. Por otra
parte estos fibroblastos activados producen FC
como FGF-2 que estimula la angiogénesis.
Entre las células neoplasicas y las células
normales del estroma tumoral también se ob-
serva un mecanismo de activacion reciproca
mediado por FC; las células tumorales produ-
cen FC que estimulan a los fibroblastos y ma-
crofagos a producir metaloproteasas y otros
factores como PDGF, TGFB1l y FGF-2 que po-
sibilitan la progresion tumoral (42).
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Los FC son sustancias de aparicion muy
temprana en la evolucién filogenética de los
animales. Al actuar en forma autocrina y
paracrina, pueden ser mensajeros que ante-
ceden a la formacién de un sistema circulato-
rio bien desarrollado, esto ocurre tanto en la
ontogenia como en la filogenia. Muchos FC de
mamiferos tienen sus homélogos no solo en
otros vertebrados, sino también en artrépo-
dos y nematodes. La conservacion evolutiva
se manifiesta tanto en la estructura como en
la funcién. Muchas de las sustancias induc-
toras, cuya naturaleza fue desconocida hasta
fines de la década de 1980, se reconocen hoy
como FC, tal es el caso de los miembros de la
familia del FGF, de los IGFs, de las activinas,
de los BMP y de algunos factores angiogéni-
cos (21).

Como las acciones de los FC son multi-
ples, también lo son sus potenciales usos.
Muchas de las aplicaciones de éstas molécu-
las se senalaron a lo largo de la presente revi-
sion, por lo que mencionaremos aqui solo unas
pocas a modo de ejemplo. Para TGFf se pro-
ponen usos en la cicatrizacion de heridas, tam-
bién en la resoluciéon de fracturas y en enfer-
medades autoinmunes. Ademas se especula
sobre el uso de inhibidores del factor en tras-
tornos de la matriz extracelular y de la cicatri-
zacion (59). El uso de TGFP como antineopla-
sico puede ser importante en ciertas leuce-
mias. Pero el uso sistémico del factor parece
imposible porque produce caquexia y fibrosis
generalizada (40). El tamoxifeno, una droga
antiestrogénica, que estimula a los fibroblas-
tos uterinos a producir TGFp, previene la apa-
ricion de lesiones precancerosas. Con respec-
to a otras familias de factores, se determinoé el
valor pronéstico de c-erb B2 en adenocarci-
nomas de mama, estomago y endometrio; se
propuso ademas bloquear dicha proteina como
tratamiento antitumoral. En cuanto al uso te-
rapéutico de la inhibicion de los FC, un meca-
nismo podria ser el empleo de anticuerpos
contra el factor o el tratamiento con drogas
que inhiban a las TK. Se han encontrado re-
sultados prometedores en distintos tumores
con diversas sustancias, como las tirfostinas
un grupo de drogas sintéticas de bajo PM, que
bloquean la actividad TK de los receptores de
FC. Para el caso del EGFR se han realizado
numerosos ensayos en animales de experi-
mentacién y en pacientes humanos con dis-
tintos anticuerpos e inhibidores y se ha pro-
puesto el uso de los mismos combinados con
otros agentes quimioterapicos (0).

Debe considerarse para cualquier uso
terapettico de los FC, la via de administra-
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cion. Al respecto sirve de ejemplo el experi-
mento realizado por Shah et al., estos autores
observaron que el tratamiento topico de rato-
nes con TGFB1 acelera la cicatrizacion cuta-
nea con mayor depésito de sustancia extrace-
lular. Sin embargo los ratones transgénicos
que sobreexpresan TGFB1, tienen peor cica-
trizacion que los controles. Se comprob6 que
en los transgénicos aumenta la concentraciéon
sérica del factor, pero disminuye la local. En
este caso un tratamiento sistémico con TGFp
seria negativo para la cicatrizacion, a diferen-
cia de lo que ocurre con la aplicacién in situ
del péptido. Tampoco deben olvidarse las va-
riaciones de especie, por ejemplo a diferencia
de lo observado en ratén, en la rata la admi-
nistracion sistémica de TGFB-1 mejora la ci-
catrizacion de las heridas (59).

Podria ser importante regular la concen-
tracion de HGF, en ciertos tumores, asi se han
estudiado receptores del factor que no desen-
cadenan respuestas biologicas (ej. NK4); inhi-
bidores no especificos (acidos grasos
poliinsaturados, IL 4 y 2, acido retinoico); in-
hibidores del receptor met; ARN antisentido
contra el ARN de met o de HGF y antibiéticos
de la familia de la geldanamicina que activan
a la plasmina inhibiendo a HGF (60). Los efec-
tos colaterales del tratamiento con FC podran
ser una de las grandes limitaciones para su
uso. Por ejemplo el empleo de IGF-I podria
mejorar el deterioro neuronal que ocurre con
la edad (22), pero niveles altos de este mismo
factor incrementan el riesgo a tumores de
mama, prostata y pulmon.

Otro uso potencial de mucho interés es
la generacioén, in vitro, de células humanas para
su posterior implantacién en el organismo, lo
que permitiria, por ejemplo, el reemplazo de
neuronas danadas. Es interesante el descu-
brimiento de dos lineas celulares multipoten-
tes en el sistema nervioso central, una depen-
diente de FGF, la otra de EGF, que pueden
originar neuronas (14).

Para culminar se puede aseverar que es-
tamos frente a sustancias cuyo estudio inte-
resa a ciencias tan distintas como la oncolo-
gia clinica y la taxonomia, como la produccién
animal y la paleontologia. Este interés multi-
ple hizo que en pocos lustros, los FC pasaran
de ser una rareza de los laboratorios a consti-
tuir uno de los pilares sobre los que se sus-
tentan la biologia y la patologia del crecimien-
to y desarrollo animal.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de semen y la utili-
zacion del semen congelado mediante insemi-
nacién artificial ha causado un gran impacto
sobre la reproducciéon animal y humana. In-
numerables crias de diferentes especies han
nacido a partir del uso de semen congelado.
Sin embargo constantemente se modifican los
protocolos de congelacién a fin de obtener
mejores resultados en relacién a la supervi-
vencia espermatica y fertilidad del semen al
descongelado. Para lograr estos objetivos es
necesario comprender a que tipo de estrés se
ven sometidos los espermatozoides durante los
procesos de congelacién y descongelacion asi
como la manera en que las células responden
a las agresiones fisicoquimicas medioambien-
tales.

Mediante la criopreservaciéon es posible
detener el proceso que sufre el espermatozoi-
de desde la eyaculacion hasta la fecundaciéon
y conservarlo en el tiempo potencialmente fértil
(1). Crister (2) observoé que los espermatozoi-
des descongelados motiles, con membranas
intactas no mantenian su viabilidad y capaci-
dad fecundante durante tanto tiempo como los
espermatozoides del semen fresco. Estas ob-
servaciones se relacionan con los cambios se-
mejantes a la capacitacién, inducidos por los
procesos de congelacion en la célula esper-
matica. Durante la congelacion y descongela-
cion se producen alteraciones celulares que
causan reduccion de la fertilidad del semen
criopreservado en comparacion con el semen
fresco. Esta reducciéon de la fertilidad se rela-
ciona tanto con la muerte de las células que
no soportan la injuria del proceso de congela-
cion y descongelacién, como con la disfuncién
no letal instaurada en una parte de la pobla-
cion sobreviviente. (3). Un aumento de las ta-
sas de concepcion puede lograrse mejorando
los métodos de criopreservaciéon tratando de
prevenir o minimizar la ocurrencia de los even-
tos que desestabilizan las membranas y mejo-
rando la calidad de los espermatozoides so-
brevivientes (1, 3).

Diversos factores estan implicados en la
bajas tasas de concepcion logradas mediante
el uso de semen congelado en comparacion
con el semen fresco. Un factor de suma im-
portancia es la calidad de semen obtenida al
descongelado. Multiples factores afectan la
sobrevida de los espermatozoides al descon-
gelado: la metodologia de congelacion y des-
congelacion, la concentracién espermatica en
el diluyente, el envasado, la composicion del
diluyente empleado.

Criopreservacion y fertilidad seminal

Durante el proceso de congelacion-des-
congelacion se pierde aproximadamente el
50% de la poblacién inicial de espermatozoi-
des debido a los efectos de la criopreservacion
sobre las membranas, citoesqueleto, aparato
motor y nucleo del espermatozoide (1, 4, 5).
Se considera que el principal sitio de dafo
asociado a los cambios de temperatura son las
membranas espermaticas (1). La reduccién de
la fertilidad asociada al semen congelado es
atribuida en gran parte a la alteracion de la
estructura y funciéon de las membranas du-
rante los procesos de refrigeracion, congela-
cion y descongelacion (4, 6). Para poder inte-
ractuar con el oocito, los espermatozoides de-
ben estar vivos, motiles y poseer la membrana
plasmatica y acrosomal intactas y funciona-
les.

La pérdida espermatica ocurrida duran-
te la criopreservacion puede compensarse en
parte mediante la inseminacion artificial (IA)
de un gran numero de espermatozoides, o
mediante la colocaciéon del semen en la por-
cion craneal del tracto reproductivo. En el pri-
mer caso, al colocar un nimero mayor de es-
permatozoides totales contariamos con un
mayor numero de espermatozoides que han
sobrevivido viables luego de soportar las inju-
rias ocurridas durante la congelacién-descon-
gelacion (6). Asi mismo si no aumentamos la
dosis inseminante pero colocamos mediante
IA quirargica el semen en la porcion proximal
del tracto reproductivo podremos lograr un au-
mento de la fertilidad. Esta mejora de la ferti-
lidad puede entenderse si recordamos los
eventos necesarios para la fecundacién. Debe
haber un numero suficiente de espermatozoi-
des competentes capaces de realizar la fertili-
zacion en el periodo de tiempo en el cual exis-
ten ovulos fértiles capaces de ser fecundados.
El isthmus del oviducto acttia como un reser-
vorio funcional de espermatozoides brindan-
do una fuente de potenciales espermatozoi-
des fertilizadores durante este periodo (7). Sélo
una pequena parte de los espermatozoides
depositados en el tracto genital distal de la
hembra llega al reservorio oviductal, la mayo-
ria es expulsado a través de la vulva o fagoci-
tado en el aparato genital femenino. En la
ampolla oviductal, en el momento de la fertili-
zacién, el radio espermatozoide-oocito es
aproximadamente 1(8). La competencia numé-
rica y temporal de estos espermatozoides de-
pende tanto del nimero como de la calidad de
espermatozoides introducidos en el tracto ge-
nital distal. Cuando la calidad o el ntmero de
espermatozoides inseminados no es 6ptima,
la disponibilidad de espermatozoides poten-
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cialmente fértiles es escasa y la fertilidad se
ve reducida (9, 10).

Si el numero total de espermatozoides
funcionales en una IA con semen congelado
cae por debajo del nimero necesario para lo-
grar una alta probabilidad de fertilizacién,
entonces la fertilidad se ve afectada. Cuando
la Al es realizada en la region proximal del
tracto genital se requieren pocos espermato-
zoides para lograr altas probabilidades de fer-
tilidad ya que muchos sobreviviran para al-
canzar el oviducto. Este hecho fue evidencia-
do por Maxwell (11) quien demostré que solo
20x10° espermatozoides moétiles criopreserva-
dos son necesarios para lograr un porcentaje
de fertilidad mayor al 50% realizando IA in-
trauterina en ovejas mientras que se necesita
una dosis muy superior al utilizar la IA cervi-
cal. Si la IA fue hecha dentro del oviducto se
requieren menos de 1x10° espermatozoides
(12).

Un factor importante a considerar es la
diferente sensibilidad a los procesos de con-
gelacion que poseen los espermatozoides de
diferentes machos (13, 14). Muchos estudios
experimentales se han realizado utilizando un
pool de semen de varios machos, en estos tra-
bajos quedan enmascaradas las diferencias
individuales (15, 16, 17). Estas diferencias son
un factor importante en la eleccion del proto-
colo de congelacién seleccionado para obte-
ner buenos resultados a la descongelacion.

La optimizacién del protocolo de conge-
lacién debe contemplar no solo la obtencién
de un alto nuimero de espermatozoides sobre-
vivientes sino también la habilidad funcional
de esta poblacion.

FACTORES QUE AFECTAN LA VIABI-
LIDAD ESPERMATICA DURANTE EL
PROCESO DE CRIOPRESERVACION

Cuando los espermatozoides son conge-
lados y descongelados se ven sometidos a va-
rios ciclos de deshidratacion e hidratacion lo
que resulta en cambios significativos de volu-
men. El primer cambio de volumen ocurre
cuando la célula es colocada dentro de un di-
luyente, el cual contiene sustancias criopro-
tectoras como glicerol, y posteriormente cuan-
do la solucién es congelada. Mas tarde ocu-
rren cambios de volumen cuando la solucién
es descongelada. Estos cambios de volumen
estan asociados a cambios de la concentra-
cion de iones y electrélitos en las soluciones
intra y extra celular. La forma en que ocurren
estas modificaciones determinan la mayor o
menor capacidad de la célula para soportar la

injuria a la que se ve sometida. Los cambios
de volumen son solo uno de los factores de
estrés a los que la célula se ve sometida du-
rante el proceso de criopreservacion. Otros
factores de estrés estan representados por los
cambios de temperatura, el estrés toxico pro-
ducido por la exposicién a crioprotectores, la
formacién y disolucion de hielo asi como los
cambios de osmolalidad en el ambiente extra-
celular (18).

Shock de frio

Es bien conocido que el enfriamiento
rapido del semen entre 30 °C y O °C induce un
estrés letal en algunas células, el cual es pro-
porcional a la tasa de enfriamiento. Es asi que
el enfriamiento en este rango de temperatu-
ras debe ser realizado cuidadosamente (1, 19).
Este fenomeno es conocido como shock de frio
y puede apreciarse durante el enfriamiento de
espermatozoides de cualquier especie. En el
porcino este fenémeno se manifiesta inmedia-
tamente después de la eyaculacién haciéndo-
se las células cada vez menos sensibles al
mismo en las horas siguientes (20).

Sin embargo, un lento enfriamiento in-
duce estrés sobre la membrana del esperma-
tozoide. Este hecho se relacionaria con un
cambio de fase lipidica y alteraria el estado
funcional de la membrana. Este fenémeno se
relacionaria en parte con el efecto crioprotector
observado al agregar trealosa al diluyente uti-
lizado para congelaciéon, ya que la trealosa
posee la propiedad de interaccionar con los
lipidos de membrana (21), aumentando su es-
tabilidad y limitando la fase de transicion (22),
ejerciendo asi un efecto estabilizador de la
membrana, lo cual explicaria su accion
crioprotectora (23). El shock de frio es visto
como el estado extremo de un stress continuo
influenciado por la velocidad con que este fe-
noémeno se inicia. (24).

El hecho de que el shock de frio es cau-
sado por un cambio de fase de los lipidos de la
membrana fue propuesto por Dobrins en 1993
(25). Asi mismo Holt obtuvo evidencias de que
el cambio de fase podria ser el responsable de
las manifestaciones de crioinjuria observadas
durante el calentamiento celular luego de la
descongelacion. Estas evidencias fueron ob-
tenidas a partir del estudio de la integridad de
membrana de espermatozoides de carnero
durante los procesos de enfriamiento (entre 5
y -20 °C) y posterior calentamiento hasta 30°C.
En este experimento se observo que los mayo-
res danos de membrana ocurrian durante el
proceso de calentamiento luego de la descon-
gelacion (24).
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El estrés de membrana puede continuar
por debajo de O °C sin que el cambio de fase
sea completo a 0 °C, sin embargo es bien co-
nocido que los cambios de fase ocurren, en su
mayoria, entre los 5 °C y 15 °C (25). Se ha
demostrado la importancia de la composiciéon
lipidica del medio ambiente donde se encuen-
tra la membrana plasmatica durante el enfria-
miento, esto relaciona al componente lipidico
en el mecanismo de injuria (19, 26). El agre-
gado de preparaciones lipidicas purificadas a
los espermatozoides reduce significativamen-
te el shock de frio y el dano producido por la
congelacién-descongelacion (27, 28, 29).
Usualmente se incluye yema de huevo en la
preparacion de los diluyentes debido a que los
fosfolipidos (30) y las lipoproteinas de baja
densidad (31) poseen un efecto protector con-
tra el shock de frio. E1 SDS es un detergente
anionico soluble en agua que se utiliza para
solubilizar proteinas. Se ha observado que este
detergente posee un efecto benéfico sobre la
motilidad e integridad acrosémica relaciona-
do con su accion sobre la yema de huevo (20).
Sin embargo no deben pasarse por alto los
otros componentes de membrana que pueden
alterarse por este stres. Las proteinas integra-
les de membrana se encuentran asociadas a
la bicapa lipidica y es esperable que alteren
su funcion, sobre todo aquellas que cumplen
funciones de transporte como las que confor-
man los canales de calcio. De hecho es bien
conocido que la permeabilidad aumenta con
el enfriamiento, por lo tanto la regulacion del
calcio se ve afectada (32, 33). Estos hechos
tienen serias consecuencias sobre la funcio-
nalidad celular (34) y muchas veces los cam-
bios ocurridos pueden ser incompatibles con
la viabilidad espermatica. La absorcion de cal-
cio durante el enfriamiento posibilita que ocu-
rran cambios relacionados con el proceso de
capacitacion como la fusiéon entre membrana
plasmatica y la capa externa de la membrana
acrosomal. Existe gran similitud entre los cam-
bios ocurridos durante el enfriamiento y la re-
accion acrosomica, es asi que la primera co-
mienza como una version desorganizada de la
segunda. Asi mismo, los elementos del citoes-
queleto son sensibles a la temperatura. Se ha
postulado que la despolimerizacién de los fi-
lamentos de actina del citoesqueleto es un
prerrequisito para la aproximacion de la mem-
brana plasmatica a la membrana acrosomal
externa en el camino hacia la exocitosis acro-
somal (35).

Crioprotectores y estrés celular

Los crioprotectores permiten mantener
una mayor proporcion de agua liquida a bajas
temperaturas y en consecuencia una menor

Criopreservacion y fertilidad seminal

concentracion de electrodlitos posibilitando la
supervivencia celular durante el proceso de
criopreservacion. Sin embargo, estos compues-
tos, incorporados a los diluyentes producen
un estrés transitorio pero importante sobre la
membrana plasmatica de los espermatozoides.
La magnitud de este hecho esta intimamente
relacionada con la capacidad penetrante de los
crioprotectores (36). El crioprotector de elec-
cion es el glicerol, el cual produce estrés os-
motico. Se ha observado que la hiperosmola-
ridad producida por este compuesto posee un
efecto estimulador de la reaccién acrosémica
(37). Gao (36) ha demostrado que este estrés
puede reducirse mediante la incorporacion en
etapas de glicerol en el proceso de criopreser-
vacion. Este procedimiento permite aumentar
considerablemente la proporcién de esperma-
tozoides sobrevivientes al descongelado. Ade-
mas del glicerol existen otros compuestos que
poseen propiedades crioprotectoras como por
ejemplo el etilenglicol (38). Los espermatozoi-
des son también sensibles a los efectos toxi-
cos de los crioprotectores, es asi que los com-
puestos utilizados habitualmente para
criopreservar otras células (ej. Dimetilsulfoxi-
do ( DMSO) resultan menos satisfactorios para
la criopreservacion espermatica (39). Se ha
observado que el dimetilsulfoxido es mas toxi-
co para los espermatozoides humanos que el
glicerol, recuperandose un menor porcentaje
de espermatozoides motiles al descongelado
cuando se utiliza DMSO como crioprotector.
(40).

Estrés osmatico

Mazur establecié que cada tipo celular
posee una velocidad 6ptima de congelacion que
garantiza su supervivencia luego de la crio-
preservacion. Si la velocidad de congelacion
es demasiado rapida o demasiado lenta el es-
trés producido por el proceso de criopreserva-
cion aumenta (41). El estrés inducido por la
formacion de cristales de hielo esta asociado
a los cambios en la presién osmética de la frac-
cién no congelada (42). Cuando una solucion
es enfriada por debajo del punto de congela-
cion los cristales de hielo se nuclean y el agua
pura cristaliza formando hielo. Los solutos
permanecen disueltos en la fraccién de agua
liquida y por lo tanto la presién osmotica de la
solucién aumenta. La proporcion de agua cris-
talizada como hielo y por lo tanto la presién
osmotica de la soluciéon restante depende de:
la temperatura, la velocidad de descenso de la
misma y el volumen de la fraccién no congela-
da.

En general se reconoce que la duraciéon
de la exposicion a estos eventos deberia mini-
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mizarse para lograr una Optima sobrevida,
implicando entonces que el enfriamiento ce-
lular deberia ser rapido. Sin embargo la tasa
de enfriamiento debe ser suficientemente lenta
como para permitir la salida de agua intrace-
lular gracias a la presion osmética extracelu-
lar, y prevenir la formacion de cristales de hielo
intracelular, lo cual es letal para la célula. Las
células espermaticas son congeladas a tasas
bastante rapidas, en el rango de 15-60 °C/
min, lo cual ha sido empiricamente calculado
como la velocidad de congelacién que permite
mayor probabilidad de obtener una mejor tasa
de sobrevida celular. Conociendo la permeabi-
lidad hidrica celular y su activacion energéti-
ca podria predecirse la maxima tasa de enfria-
miento compatible con el equilibrio osmético
y entonces determinar protocolos o6ptimos de
criopreservacion. Se ha demostrado que estas
consideraciones son importantes para otros
tipos celulares (43). La célula espermatica de
muchas especies posee una mayor permeabi-
lidad al agua que otros tipos celulares (38, 44,
45).

Es importante considerar que la pobla-
cion espermatica, tanto en diferentes especies
como en un individuo en particular es muy
heterogénea. Un eyaculado posee una diversa
poblacién de células con diferentes estados de
maduraciéon. Las diferencias entre poblacio-
nes espermaticas entre especies y en un eya-
culado simple se relacionan con la composi-
cion y fluidez de la membrana celular, carac-
teristicas que influencian su permeabilidad al
agua y a solutos asi como su susceptibilidad
a la injuria por frio (46).

Holt y North (24) han demostrado que
los signos de estrés manifestado por los es-
permatozoides luego de la descongelaciéon no
se relacionan solo con el estrés osmoético su-
frido en el descongelado sino también con el
estrés sufrido durante el congelado.

El porcentaje de células que sobrevive a
un proceso de congelacion esta determinado
por la sensibilidad al estrés osmético durante
la adiciéon y remocién de crioprotectores y du-
rante el enfriamiento y el recalentamiento. Si
bien puede haber diferencias entre especies
en la sensibilidad espermatica a la criopreser-
vaciéon, el eyaculado es heterogéneo con una
resistencia variable al estrés osmoético entre
las células. El hecho de que los individuos
puedan ser clasificados como “buenos conge-
ladores” o “malos congeladores” implica que
ciertas caracteristicas de estructura de mem-
brana, las cuales pueden estar genéticamente
determinadas, predisponen a la superviven-

cia bajo el estrés de criopreservacion (18).

A pesar de que optimicemos el proceso
de criopreservacién y minimicemos el riesgo
de muerte celular, una parte de la poblacién
celular no es capaz de sobrevivir. Por lo tanto
es necesario concentrarse en la funcionalidad
de la poblacion superviviente (39).

ALTERACIONES OBSERVADAS EN
LOS ESPERMATOZOIDES SOBREVI-
VIENTES A LOS PROCESOS DE CRIO-
PRESERVACION

Se ha comprobado que la motilidad es-
permatica disminuye luego de la criopreser-
vacion.

En tanto que una pequena parte de la
poblacion celular exhibe un movimiento pro-
gresivo vigoroso, la mayoria de las células
muestran un variable grado de alteracion de
la motilidad en comparaciéon con la motilidad
del semen fresco. Este hecho puede estar in-
timamente relacionado con la pobre capaci-
dad fecundante del semen congelado. En un
estudio de FIV con semen criopreservado rea-
lizado en humanos se encontr6 que tanto mo-
tilidad progresiva como vigor eran factores re-
lacionados estrechamente con la fertilidad (47).

Los cambios de temperatura inducen a
que los espermatozoides se comporten como
si se capacitaran (1). Los espermatozoides en-
friados muestran un aumento del calcio libre
intracelular asi como coloracién con clortetra-
ciclina, cambios tipicos de la capacitacion, sin
embargo los patrones de fosforilacion de tiro-
sina son diferentes en espermatozoides enfria-
dos y recalentados (1). Estos hechos marcan
que si bien los cambios inducidos por la crio-
preservacion en la célula espermatica son si-
milares a la capacitacion los procesos difieren
en algunos aspectos.

Se ha demostrado que los procesos de
criopreservacion inducen a la formacion de
especies reactivas de oxigeno las cuales po-
seen efectos toxicos sobre las células y com-
prometen su funcionalidad (48, 49). Diferen-
tes antioxidantes han sido usados como parte
de variados diluyentes en distintas especies y
se ha verificado el efecto benéfico de los mis-
mos (50). Sin embargo no debe olvidarse que
el dano oxidativo es solo un de los diferentes
factores de estrés al que es sometido el esper-
ma durante el proceso de congelacion (48).

Recientemente se ha estudiado la capa-
cidad de la poblacion celular sobreviviente para
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interactuar con el epitelio del oviducto (51).
Se ha demostrado que en la interaccién de
receptores celulares se combinan mecanismos
intracelulares de transmision de sefiales. Un
tipo de interaccion similar ocurre entre évulo
y espermatozoide (52). Estudios del efecto de
la congelacion sobre la membrana celular su-
gieren que la agrupacion de las proteinas du-
rante la fase de separacion lipidica inducida
por el enfriamiento no es enteramente rever-
sible, esto podria tener implicancias sobre la
estructura de los receptores y por lo tanto so-
bre la interaccién de gametas. Si bien estu-
dios de fertilizacién in vitro han demostrado
que los espermatozoides criopreservados son
capaces de fertilizar (51), s6lo algunos acce-
den al proceso pero muchos otros podrian es-
tar estructuralmente afectados y ser incapa-
ces de fertilizar.

Si bien no ha sido estudiada extensa-
mente la relacién entre semen criopreservado
y sobrevida embrionaria, se sugirié la asocia-
cion entre espermatozoides congelados y au-
mento en la incidencia de mortalidad embrio-
naria temprana (12). La ocurrencia de dafos a
nivel del DNA luego del proceso de criopreser-
vacion, podrian relacionarse con danos fun-
cionales nucleares (52).

CONCLUSIONES

Para que sea posible la interacciéon évu-
lo-espermatozoide y el comienzo de una nue-
va vida, el espermatozoide debe ser capaz de
expresar su capacidad funcional a través de
la ocurrencia de variados procesos con una
adecuada secuencia temporal. Es asi que un
numero suficiente de espermatozoides férti-
les debe arribar a la ampolla para encontrarse
con los oocitos y que ocurra asi la secuencia
de eventos necesarios para la fertilizacion.

Durante el proceso de criopreservacion
los espermatozoides se ven sometidos a varia-
dos y diversos tipos de estrés, lo cual puede
inducir, en la célula espermatica, danos leta-
les o sub-letales los cuales comprometen su
funcionalidad.

La identificacion de la poblacion esper-
matica intacta asi como el descarte de la po-
blacién viva pero con danos sub-letales, per-
mitiria optimizar el uso del semen criopreser-
vado y evitar la ocurrencia de potenciales erro-
res genéticos con aumento de pérdidas em-
brionarias. El estudio funcional de las cé-
lulas y de los diferentes tipos de reaccion ce-
lular en relacion al estrés medio-ambiental y
a las diferencias individuales (celulares in-
terespecie e interindividuo) son dos puntos
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claves en el entendimiento y posibilidad de
manejo del tipo y grado de dafio celular.

Durante los tltimos 50 anos los avances
obtenidos en la criopreservacion de semen han
tenido un profundo impacto sobre la biotec-
nologia reproductiva humana y animal. Sin
embargo muchos tépicos sobre la criopreser-
vacion de semen permanecen oscuros. Futu-
ras investigaciones sobre este tema permiti-
ran obtener nuevos avances en el area.
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GLICOPROTEINA- P EN ANIMALES DOMESTICOS
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Resumen: La glicoproteina-P (gp-P) es una proteina transportadora de membrana aso-
ciada al fenomeno de resistencia a multiples drogas (MDR). Inicialmente descripta por
su sobreexpresion en lineas celulares tumorales resistentes a farmacos antineoplasicos,
la gp-P también se localiza en tejidos normales como higado, intestino, barrera hemato-
encefalica, rifiones, entre otros, en los que actua secretando una gran variedad de sus-
tancias endogenas y xenobidticos desde el interior de la célula hacia el espacio extrace-
lular a través de un mecanismo dependiente de ATP. La localizacion especifica en estos
tejidos sugiere que la gp-P cumple un importante rol en la regulacion del transporte de
farmacos a través de las membranas celulares. De esta manera, gp-P participa en los
procesos de absorcion, distribucion y excrecion de diferentes xenobioticos. Teniendo en
cuenta que las co-administraciones de farmacos son frecuentes en medicina veterina-
ria, implicancias farmacocinéticas y toxicologicas pueden ocurrir cuando dos sustratos
de la gp-P son usados en la terapéutica de animales domésticos. La presente revision
descibe la actividad fisiologica de la gp-P y examina las consecuencias farmacologicas
obtenidas tras la co-administracion de sustratos de la gp-P en medicina veterinaria. Los
datos reportados en el presente trabajo marcan la necesidad de estudiar diferencias en
la funcion de la gp-P entre las diferentes especies y razas de animales domésticos.
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PHYSIO-PHARMACOLOGICAL IMPLICATIONS OF
P-GLYCOPROTEIN IN DOMESTIC ANIMALS

Abstract: P-glycoprotein (P-gp) is a transporter protein associated with multidrug resis-
tance to certain anticancer drugs (MDR). Initially P-gp was identified by its overexpression
in multidrug resistant tumor cells. P-gp is also expressed in a wide range of normal
tissues including liver, intestines, blood-brain barrier and kidneys. P-gp secrets a large
number of endogenous and xenobiotic compounds from the intracellular to the extracel-
lular domain by an ATP-dependent process. The specific distribution of this protein
suggests that P-gp plays an important role in the regulation of drugs transport across
membrane cells. Therefore P-gp participates in the process of absorption, distribution
and excretion of different xenobiotics. As the co-administration of drugs is a common
procedure in the veterinary medicine, pharmacokinetic and toxicologic implications may
occur when two P-gp substrates are used in the therapeutic of domectic animals. The
current review describes the physiological activity of P-gp and examine the pharmaco-
logical consequences obtained after the co-admnistration of P-gp substrates used in
veterinary medicine. The data presented in the current work highlight the need to study
differences in the function of the P-gp between species and breeds of domestic ani-
mals.
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INTRODUCCION

El efecto farmacologico obtenido tras la
administracion de una droga depende de la
interaccion de ésta con su receptor (fase
farmacodinamica). Para obtener un efecto far-
macologico 6ptimo son necesarias concentra-
ciones efectivas del farmaco en el sitio de ac-
cion (biofase) durante un cierto periodo (1).
De esta manera, los procesos de absorcioén,
distribucion, metabolismo y excreciéon (fase
farmacocinética) influyen directamente en las
concentraciones de droga que alcanzan el si-
tio de accion y, por lo tanto, en su efecto far-
macolégico. Mientras que los procesos de ab-
sorcion y distribucion determinan el pasaje del
farmaco desde su sitio de administracién ha-
cia la circulacion sistémica y su llegada a la
biofase, los procesos de biotransformaciéon
(metabolismo) y excrecién determinan la fina-
lizacion de la accién del farmaco en el orga-
nismo (2).

En los ultimos anos, se ha estudiado la
participacion de diferentes transportadores
celulares de membrana en los procesos de dis-
tribucion tisular y excrecion de compuestos
farmacologicamente activos y/o sus metabo-
litos (3). De todos los transportadores celula-
res identificados, la glicoproteina-P (gp-P) ha
sido la mas estudiada. Si bien la gp-P fue ini-
cialmente descripta por su sobreexpresion en
células tumorales resistentes a multiples dro-
gas anticancerigenas, también se localiza en
células normales de tejidos involucrados en
los procesos de absorcién, distribucion, y ex-
crecion de farmacos (4). La localizacion espe-
cifica en estos tejidos sugiere que la gp-P cum-
pliria un importante rol en la regulaciéon del
transporte de farmacos, modificando de este
modo el comportamiento cinético y la biodis-
ponibilidad de los mismos (5). Estudios in vivo
e in vitro han demostrado que la gp-P funcio-
na como una bomba de eflujo que secreta en
forma activa una gran cantidad de compues-
tos no relacionados, desde el interior de la
célula hacia el espacio extracelular. A nivel
intestinal, la gp-P limita la absorcién y difu-
sion transepitelial provocando modificaciones
en la biodisponibiliadad de farmacos adminis-
trados por via oral (6). Debido a que la gp-P
presenta una amplia especificidad de sustra-
tos, es posible que ocurran interacciones en-
tre farmacos reconocidos como sustratos (in-
hibidores o inductores) de la misma cuando
éstos son co-administrados (7). La compren-
sion de este tipo de interacciones podria con-
vertirse en una herramienta farmacologica tutil
para incrementar la disponibilidad sistémica
de diversos farmacos, contribuyendo a mejo-
rar su actividad farmacolégica.

Glicoproteina P en animales

El objetivo de este trabajo fue recopilar
y discutir la informacién disponible sobre el
rol de la gp-P y su influencia en el comporta-
miento farmacocinético de farmacos de uso en
terapéutica veterinaria.

CARACTERIZACION DE LA GLICO-
PROTEINA-P
Estructura y funcion de la glicopro-
teina-P

La gp-P fue inicialmente descripta por
su sobreexpresion en células tumorales resis-
tentes a multiples drogas y posteriormente
caracterizada como una proteina de membra-
na encargada de secretar drogas y diversos
compuestos fuera de la célula a través de un
mecanismo ATP-dependiente (8). La gp-P per-
tenece a la superfamilia de las «ATP-binding
cassette» (ABC), y es codificada por una subfa-
milia de genes de los que se reconocen tres
isoformas: MDR I, II y III. Mientras que en hu-
manos solo se expresan las clases [ y III (MDR1
y MDR3, respectivamente), en roedores han
sido identificadas las tres clases (mdrla, mdrib
y mdr2, respectivamente) (9). Las clases I y II
codifican a proteinas transportadoras y con-
fieren resistencia a multiples drogas; sin em-
bargo, la clase III (mdr2 de roedores y MDR3
de humanos) no esta asociada al transporte
de drogas sino que codifica a una traslocasa
de la fosfatidilcolina localizada en la membra-
na de los canaliculos biliares (10).

La gp-P es un complejo glicoproteico de
membrana de 1280 aminoacidos con un peso
molecular de 170 kDa. Esta compuesta por dos
mitades simétricas y homoélogas que actian
en forma coordinada como una unidad. Cada
mitad consta de seis dominios transmembra-
na y de un dominio de unién al ATP localizado
en la superficie citosélica (11). Si bien se ha
determinado que ambos sitios de unién al ATP
son necesarios para que la actividad de la gp-
P se produzca eficientemente, la interacciéon
entre los sitios de uniéon al ATP y los dominios
de union a drogas son esenciales para que se
produzca la hidroélisis del ATP estimulada por
el sustrato y el transporte del mismo (Fig. 1).
Mediante este mecanismo de transporte acti-
vo, los sustratos son secretados sin modificar
fuera de la célula contra un gradiente de con-
centracion, lo que provoca una disminucién
de su concentracién intracelular (12).

Varios modelos han sido propuestos para
explicar el mecanismo de excrecion de farma-
cos mediado por gp-P. El modelo del poro, el
modelo de flipasa y el modelo de aspirador de
moléculas hidrofébicas han sido los principa-
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les modelos descriptos. Este tltimo ha sido el
mas aceptado y se caracteriza por el reconoci-
miento de sustratos localizados en la superfi-
cie interna y externa de la membrana plasma-
tica y su transporte a través de canales pro-
teicos (13).

Los sustratos de la gp-P compartirian
ciertas propiedades fisico-quimicas incluyen-
do el coeficiente de particién octanol/agua y
el tamafio molecular. Diversos estudios sobre
las relaciones estructurales entre sustratos y
su grado de afinidad por la gp-P han demos-
trado que el principal determinante de la efec-
tividad como moduladores reside en su relati-
va hidrofobicidad, con coeficientes de parti-
cion (octanol/agua) de aproximadamente +1 6
mayor (14). La cantidad de compuestos que
tienen la capacidad de interactuar con la gp-
P, ya sea como sustratos inhibidores o induc-
tores es muy amplia e incluye antiarritmicos
(lidocaina), antibidticos (eritromicina), antifan-
gicos (itraconazole), bloqueantes de los cana-
les de calcio (verapamilo), antineoplasicos
(vinblastina) y hormonas (progesterona) (15).
Los mecanismos de interaccién entre la gp-P
y sus sustratos se muestran en la Figura 1.
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Figura I. Funcion de la gp-P. El modelo ilustra
la actividad de la gp-P, la que utiliza ATP para
el transporte de sustratos a través de la mem-
brana celular. Los moduladores pueden actuar
como un inhibidor competitivo, ocupando los
sitios de unién a drogas 6 como un inhibidor
no competitivo, ocupando los sitios de unién
al modulador. Adaptado de Ford, (16)

Figure I. Function of the P-gp. The model ilustrates P-gp
activity, which uses ATP to transport substrates across
the plasma membrane. Modulators may act as a competi-
tive inhibitors binding to the sites of substrate or as a
non-competitive inhibitor binding to the specific modula-
tor sites. Adapted from Ford, (16).

LOCALIZACION DE LA GLICOPROTEI-
NA-P EN TEJIDOS NORMALES

Mediante la utilizacion de anticuerpos
monoclonales y moléculas especificas para gp-
P en roedores y humanos se demostr6 que la
gp-P también se expresa en tejidos normales.
La gp-P se localiza en tejidos involucrados en
los procesos de absorcion (ej. células epitelia-
les de intestino), distribucién (ej. barrera he-
matoencefalica) y eliminacion de farmacos (ej.
superficie canalicular de los hepatocitos, su-
perficie apical de las células epiteliales del
tabulo renal y superficie apical de los entero-
citos). También se encuentra en la superficie
luminal de las células endoteliales del cere-
bro, células del sistema hematopoyético y cor-
teza y médula adrenal (6). La localizacién en
glandulas secretoras de esteroides sugiere que
la gp-P podria estar relacionada con la secre-
cion o con la proteccién de la membrana plas-
matica de las células que los secretan frente a
los efectos toxicos producidos por altas con-
centraciones de esteroides. Una observacion
consistente con esta hipoétesis es que la pro-
gesterona es un sustrato/inhibidor de la gp-P
(16) y que otros esteroides, especificamente
corticosterona, son transportados por células
epiteliales que expresan gp-P (17). Por otra par-
te, a través del uso de anticuerpos monoclo-
nales anti-gp-P se ha determinado la expre-
sion del gen mdrla en ttero gravido y placen-
ta (18). La inducciéon de altos niveles de ex-
presion se produciria en un momento especi-
fico de la gestacion, sugiriendo que dicha ex-
presion podria estar asociada a la actividad
fisiolégica en la interfase materno-fetal (19).
La distribuciéon anatémica de los transporta-
dores tipo ABC sugiere que éstos podrian lle-
var a cabo diversas funciones; entre ellas, li-
mitar la absorcion intestinal de farmacos, ex-
cretar diversos compuestos hacia el exterior
celular, regulando los niveles celulares y ti-
sulares de los mismos, e impidiendo su ingre-
so al sistema nervioso central. De esta mane-
ra, es posible que los transportadores celula-
res actien modificando el comportamiento
cinético y la biodisponibilidad de diversos far-
macos.

Rol de la gricoproteina-p en la dis-

posicion de farmacos

Aunque muchos son los mecanismos
encargados de facilitar el movimiento de solu-
tos a través del intestino, este tejido constitu-
ye una compleja y selectiva barrera de la que
forman parte tanto enzimas metabdlicas (ej.
citocromo P450) como proteinas transporta-
doras (ej. gp-P entre otras). La capacidad de la
gp-P para interactuar con un amplio rango de
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compuestos, tanto naturales como sintéticos,
sugiere que la habilidad para limitar la absor-
cion oral de farmacos es parte de su rol como
regulador de la permeabilidad intestinal (20).
Para establecer la funcion fisiologica y farma-
cologica de esta proteina, especialmente en
aquellos aspectos directamente relacionados
al transporte de farmacos, se requiere una
mayor comprension de la forma en la cual es-
tos compuestos interactuan con la gp-P, como
asi también de la localizacion de la gp-P a lo
largo del tracto gastrointestinal; esto depen-
dera de cémo varie la actividad de la gp-P a lo
largo del intestino y si otros transportadores
contribuyen con los procesos de excrecion in-
testinal (20).

La forma en la que la actividad de la gp-
P y otros transportadores celulares varia a lo
largo del intestino ha sido escasamente defi-
nida. La distribucién de la gp-P en el tracto
gastrointestinal se incrementaria desde el
duodeno hacia el colon, con picos de expre-
sion en ileon y colon distal (21). Estos resul-
tados concuerdan con estudios in vitro reali-
zados en intestino de rata donde la mayor ac-
tividad de gp-P se observé en ileon, con me-
nores niveles de actividad en el resto de los
segmentos intestinales (15). Estudios mas re-
cientes (22), en los que se utilizé intestino de
ratones knokout para el gen mdrla (-/-), han
demostrado variaciones region-dependiente en
la actividad de los transportadores celulares
tanto en intestino delgado como grueso, con
picos de actividad en intestino delgado distal
y colon distal.

Se han descripto una gran cantidad de
métodos in vitro que permiten caracterizar la
actividad de la gp-P en el transporte intesti-
nal de farmacos. La linea celular Caco-2, deri-
vada de adenocarcinoma de colon humano, ha
sido ampliamente utilizada para caracterizar
el modelo de barrera epitelial en la absorciéon
intestinal de farmacos. El impacto de la gp-P
sobre la absorciéon de farmacos en monoculti-
vos de Caco-2 ha sido demostrado mediante
la determinacion de la tasa de permeabilidad
de un sustrato mediada por la gp-P, donde la
tasa de pasaje es mayor en direccion basola-
teral- apical (correspondientes a la superficie
serosa y lumen intestinal, respectivamente).
En presencia de inhibidores, esta tasa de pa-
saje unidireccional tiende a igualarse (23).

El uso de la técnica de saco intestinal
evertido de rata ha sido reportado como un
buen modelo predictivo de la biodisponibili-
dad de drogas anticancerigenas administra-
das por via oral y que son sustatos de la gp-P

Glicoproteina P en animales

(24). La actividad de los transportadores celu-
lares en el proceso de absorciéon de farmacos
influye sobre la biodisponibilidad sistémica de
los mismos y, por lo tanto, es determinante en
la resultante eficacia clinica tras la adminis-
tracion oral de drogas.

La actividad de gp-P en la distribucién
de diferentes compuestos juega un rol impor-
tante en el comportamiento farmacolégico/
toxicologico de los mismos. La presencia de
gp-P en las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica limita la entrada al sistema
nervioso central de numerosos farmacos como
ivermectina, loperamida, dexametasona, di-
goxina, entre otros (3). La presencia de gp-P
en placenta constituye una importante barre-
ra para el acceso de xenobidticos al feto (6).
Cuando ratas prefiadas deficientes en gp-P
fueron tratadas con el antiparasitario ivermec-
tina, graves efectos teratogénicos fueron ob-
servados debido a la exposicién fetal al anti-
parasitario (25).

Si bien la gp-P no parece tener actividad
metabodlica intrinseca, el reconocimiento de
interacciones entre la isoenzima citocromo
P450 3A (CYP3A) y la gp-P ha desarrollado un
nuevo concepto en el mecanismo de secrecion/
eliminaciéon de farmacos. La CYP3A es una
enzima de fase I que participa en el metabo-
lismo de numerosos farmacos. La CYP3A se
distribuye en higado e intestino delgado, don-
de representa el 30 y 70% del total de la acti-
vidad metabdlica mediada por P450, respecti-
vamente. Debido a que muchos sustratos de
la CYP3A han sido reconocidos como sustra-
tos o moduladores de la gp-P, se ha propuesto
que dichas proteinas actiian sinérgicamente
limitando la biodisponibilidad oral de farma-
cos (6). Cuando una droga se encuentra en el
tracto gastrointestinal y es absorbida por di-
fusién pasiva en el enterocito puede ser meta-
bolizada por la CYP3A, pasar a circulacion sis-
témica o ser expulsada por la gp-P nuevamen-
te a la luz intestinal donde podra ingresar a
otro enterocito teniendo nuevamente contac-
to con la CYP3A. Asi las drogas sustratos de
gp-P tendran repetidos accesos a la CYP3A au-
mentando la posibilidad de ser metabolizadas
(4). La expresion de gp-P en las células del
tibulo contorneado proximal en rinén asi
como en las células de los canaliculos biliares
en higado sugiere una activa participaciéon de
este transportador en los procesos de excre-
cion de diferentes compuestos (6). De esta
manera el clearance renal o biliar de drogas
sustratos de gp-P puede ser disminuido sus-
tancialmente cuando son co-administrados
con compuestos moduladores de gp-P. Las con-
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secuencias de estas interacciones pueden ser
beneficiosas desde el punto de vista terapéu-
tico pero también pueden involuntariamente
producirse cuadros de toxicidad segin sea el
margen de seguridad de los farmacos intervi-
nientes. La participacion de la gp-P en los di-
ferentes procesos farmacocinéticos y la in-
fluencia que tiene sobre los mismos la
utlizacion de farmacos moduladores de gp-P
se resumen en el Esquema L.

REGULACION DE LA EXPRESION Y/O
ACTIVIDAD DE LA GLICOPROTINA-P

Debido a que la gp-P presenta una am-
plia especificidad de sustratos, es posible que
ocurran interacciones entre drogas reconoci-
das como sustratos (inhibidores o inductores)
cuando éstas son co-administradas (6). En este
contexto, la reduccién de la biodisponibilidad

ﬂﬁﬁ Elimmsiss fersl

lueaiae E

Esquema |. Participacion de la glicoproteina-—
P (gp-P) en los diferentes procesos farmacoci-
néticos. Las modificaciones obtenidas en cada
uno de estos procesos por la accion de un com-
puesto modulador de este transportador, es-
tan resumidas en los 6valos negros.

BHE: barrera hematoencefalica; MD: compues-
to modulador; SNC: sistema nervioso central.
Scheme I. Influence of p-glycoprotein on different phar-
macokinetic processes. The pharmacokinetic changes ob-

tained after the co-administration of a gp-P substrate with
a modulator compound are summarised in the black ovals.

BHE: blood-brain barrier; MD: modulator
compound; SNC: central nervous system

de un farmaco administrado por via oral po-
dria ocurrir como consecuencia de la induc-
cion de la actividad de las proteinas transpor-
tadoras a nivel intestinal, mientras que un
incremento de la biodisponibilidad se deberia
principalmente a la co-administracion de un
farmaco inhibidor con un sustrato de la gp-P.
La inhibicion del transporte de farmacos a tra-
vés del uso de un modulador puede ser el re-
sultado de la inhibicién del reconocimiento
especifico de un sustrato (26), de la inhibi-
cion de la unién al ATP, de la inhibicion de la
hidrélisis del ATP (27) o la asociacion de la
hidrélisis de ATP a la traslocaciéon de un sus-
trato. Muchos moduladores inhiben el trans-
porte a través de mecanismos de inhibicién
competitiva y no competitiva (28). Ejemplos de
ésto son el verapamilo, que se une a los sitios
de union de la gp-P inhibiendo el transporte
de otros sustratos en forma competitiva, y la
ciclosporina A, que interfiere tanto en el reco-
nocimiento de sustratos como en la actividad
ciclica (hidrolisis de ATP) de la gp-P. Mediante
el proceso de quimiomudulacion, el cual in-
volucra la co-administraciéon de un inhibidor
(modulador) con un farmaco sustrato de la gp-
P, es posible observar alteraciones de la acti-
vidad de la gp-P producidas por uno de los
componentes de la asociacion. Numerosos
compuestos han demostrado ser inhibidores
de la actividad de la gp-P y, en consecuencia,
de revertir el fenémeno de resistencia a multi-
ples drogas (MDR). Los moduladores directos
de la gp-P pertenecen a una amplia variedad
de clases quimicas, incluyendo bloqueantes
de los canales de calcio, digitalicos, quinolo-
nas, ciclosporinas, surfactantes, hormonas y
anticuerpos. De acuerdo a su potencia y gra-
do de citotoxicidad, los moduladores se clasi-
fican en moduladores de primera, segunda y
tercera generacion. Los moduladores de pri-
mera generacion son farmacos que se utilizan
normalmente en terapéutica y que han demos-
trado tener un efecto inhibitorio sobre la acti-
vidad de gp-P. Entre ellos, el verapamilo fue el
primer farmaco descripto con capacidad para
revertir el fenémeno de MDR (29). Mas tarde,
otros estudios revelaron que esta propiedad
es compartida por otros bloqueantes de los
canales de calcio como diltiazem y nifedipina
(30). La principal desventaja de estos modula-
dores es que su efecto inhibitorio sobre la ac-
tividad de gp-P se produce a concentraciones
superiores a las terapéuticas, en un rango de
S a 50 mM, provocando un incremento de la
citotoxicidad en tejidos normales (31). Ciclos-
porina A, un agente con actividad inmunosu-
presora, es uno de los moduladores anti-MDR
de primera generacion mas efectivo (32). La
busqueda de una segunda generacion de mo-
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duladores no toxicos, resulté en nuevos com-
puestos, analogos de los moduladores de pri-
mera generacion, que demostraron ser mas
potentes y considerablemente menos toxicos.
Analogos estructurales del verapamilo como
el dexverapamilo, emopamilo, han demostra-
do, in vitro, actividad anti-MDR en un grado
equivalente al verapamilo, pero con escasos
efectos de toxicidad (33). Por otra parte, el PSC
833, un analogo sintético de la ciclosporina A,
que no posee actividad inmunosupresora, de-
mostré una eficacia superior a la ciclosporina
A en numerosos estudios (34). Mas reciente-
mente, nuevos moduladores han sido desa-
rrollados tomando como modelo las caracte-
risticas estructurales y funcionales de otros
moduladores, y combinaciones quimicas que
les confieren la capacidad de actuar contra
mecanismos especificos del MDR. Dichos
agentes, que aun no estan disponibles comer-
cialmente, son efectivos en el rango de con-
centracion entre 20-100 nM, requiriéndose
bajas dosis para alcanzar concentraciones
efectivas in vivo. También se ha descripto que
la expresion o la actividad de la gp-P podria
ser modulada en condiciones patolégicas (pro-
cesos inflamatorios o infecciosos, etc).
Fernandez, et al. (35) demostré que diversas
citoquinas pro-inflamatorias (TNFa; IL-1b; IL-
6; IL-2; IFNg) ejercerian un efecto inhibitorio
sobre la expresion y/o funcionalidad de la gp-
P en higado, intestino y barrera hematoence-
falica.

La regulacion de la expresiéon de los
transportadores celulares por farmacos induc-
tores ha sido extensamente estudiada. Exis-
ten, a su vez, numerosos factores ambienta-
les que pueden afectar la expresion de la gp-
P. In vitro, se ha demostrado que la gp-P pue-
de ser inducida por una variedad de drogas y
hormonas (36). Sin embargo, el mecanismo
molecular de la inducciéon no ha sido comple-
tamente establecido. Recientemente se ha des-
cripto que la rifampicina induce la expresion
de gp-P en el intestino humano (36). En este
estudio también se ha determinado que la in-
duccién podria estar restringida a algunos ti-
pos celulares; sin embargo, existe muy poca
informaciéon acerca de los mecanismos de in-
duccion de la gp-P en otros tejidos. El pre-
tratamiento con dexametasona en ratas resulto
en un incremento 2 a 3 veces superior de los
niveles hepaticos e intestinales de gp-P (37).
Estos resultados coinciden con otro estudio
sobre induccién por medio de la dexametaso-
na en ratas, donde luego de la administracion
intraperitoneal de este glucocorticoide se in-
crement6 el nivel hepatico de la gp-P (38). Es-
tos resultados sugieren que la induccion de la
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expresion de la gp-P es un proceso dosis-de-
pendiente y, que a su vez, la respuesta a la
induccion por farmacos inductores es tejido-
dependiente, ya que se han observado dife-
rentes niveles de expresion en diversos teji-
dos en respuesta a la administracion de ci-
closporina A en ratas (39). Para determinar si
existe una expresion diferencial de gp-P entre
especies de interés veterinario, Laffont et al
(40), utiliz6 extendidos de linfocitos de sangre
periférica en los cuales, mediante la determi-
nacién de la tasa de pasaje de rodanima-123
y la inhibicién de su transporte por medio del
uso de farmacos inhibidores (verapamilo y ci-
closporina A), se observaron diferencias inter
e intraespecies, identificAndose tres grupos
con alto (cabra), intermedio (bovino, ovino,
cerdo) y bajo (rata y equino) nivel de actividad
de la gp-P. Sin embargo, es necesario deter-
minar si la actividad de la gp-P en linfocitos
de sangre periférica refleja la funcion de este
transportador en otros tejidos y si estos re-
sultados se correlacionan con los procesos
farmacocinéticos de absorcién y eliminacién
de drogas reconocidas como sustratos de la
gp-P. El efecto inductor sobre gp-P que pro-
duce la administracién prolongada de ciertos
farmacos, asi como también componentes pre-
sentes en la dieta de las diferentes especies
de animales potenciarian la aparicién de inte-
racciones farmacocinéticas afectando las con-
centraciones terapéuticas obtenidas tras el tra-
tamiento con drogas sustratos de la gp-P.

INTERACCIONES FARMACOCINETI-
CAS ENTRE GRICOPROTEINA-P Y
FARMACOS UTILIZADOS EN MEDICI-
NA VETERINARIA

Existen numerosos farmacos de uso en
medicina veterinaria que son sustratos y/o
inhibidores de diferentes transportadores ce-
lulares. En este contexto las modificaciones
en la farmacocinética de estos sustratos de gp-
P que han sido documentadas en los anima-
les mdr (-/-) (knockout) pueden ser reprodu-
cidas cuando un efectivo inhibidor de gp-P es
co-administrado con un sustrato de dicho
transportador. Dentro de las drogas
antiparasitarias, que son ampliamente utili-
zadas en la terapéutica veterinaria, se presen-
tan ejemplos muy interesantes de interaccion
farmacologica con transportadores celulares.
La interaccién entre drogas pertenecientes al
grupo de las lactonas macrociclicas (ivermec-
tina, moxidectin) y la gp-P ha sido documen-
tada. Estudios in vivo utilizando ratones
knockout para el gen mdrl revelaron una sen-
sibilidad aumentada a ivermectina que se
manifesté con signos de neurotoxicidad y
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muerte (5). A su vez, la ivermectina ha sido
descripta como un potente inhibidor de la gp-
P in vitro (41). Teniendo en cuenta estos ante-
cedentes, y con los recientes avances de la
biologia molecular, pudo demostrarse la cau-
sa de la intolerancia de los perros de raza collie
a este tipo de farmacos. Existen subpoblacio-
nes de collies que desarrollan una sensibili-
dad a ivermectina comparable a la que se pro-
duce en ratones knockout para el gen mdrli.
(42). La causa de esta sensibilidad se relacio-
na con una mutacion (delecion) del gen MDR1,
que da como resultado una proteina no fun-
cional (43, 44). Los perros homozigotas para
la delecion (mutaciéon/mutacién) experimen-
tan efectos neurologicos adversos luego de una
dosis Unica de ivermectina (100 pg/Kg). A su
vez, se ha demostrado que collies sensibles
pueden tener incrementada su susceptibilidad
a otros farmacos endectocidas como
milbemicina y moxidectin (45). La aparicién
de otras razas o especies susceptibles a la ac-
cion de diferentes drogas, en donde estén im-
plicados transportadores de tipo celular como
gp-P, abre un campo futuro de investigacion
en medicina veterinaria.

Ademas de las implicancias toxicologi-
cas, importantes modificaciones farmacociné-
ticas fueron descriptas para las lactonas ma-
crociclicas tras su co-administracién con com-
puestos moduladores de gp-P. Alviniere et al.
(46) demostroé el efecto de la actividad de gp-P
sobre la farmacocinética de una formulacién
pour-on de ivermectina (IVM) en ratas, utili-
zando verapamilo (VRP) como agente
modulador. La concentracion plasmatica maxi-
ma (C__) y el tiempo requerido para alcanzar
la C__ (T _.) en los grupos tratados con IVM
fue menor a la obtenida en los grupos trata-
dos con IVM-VRP. Por otra parte, Lifschitz et
al. (47) evaludé en bovinos la influencia de
loperamida (LPM) sobre el patron de excrecion
fecal y disposicion plasmatica de moxidectin
(MXD) administrado por via intravenosa y sub-
cutanea. Concentraciones significativamente
mayores de MXD fueron obtenidas luego de la
administracion de MXD-LPM, comparado con
MXD solo, para ambas vias de administracion,
obteniéndose una reduccion del clearence cor-
poral de MXD tras la co-administracion con el
antidiarreico. La coadministracion de VRP con
IVM administrada por via oral en ovinos, in-
crement6 significativamente la absorcion del
antiparasitario (48). En corderos la
coadministracion de quercetina, un derivado
flavonoide presente en vegetales, junto con
MXD produjo un incremento en las concen-
traciones plasmaticas del antiparasitario (49).
Si bien se ha descripto que los farmacos

endectocidas son excretados en una alta pro-
porciéon como droga activa a través del tracto
biliar/fecal (50, 51), el rol de los transporta-
dores celulares en el proceso de eliminacién
de estos farmacos ha sido escasamente defi-
nido. Laffont et al. (52) estudié la secrecion
intestinal de IVM utilizando un modelo de per-
fusién intestinal (loop cerrado) in situ en ra-
tas, obteniendo el mayor porcentaje de IVM
secretada en el yeyuno. Una mayor disponibi-
lidad de IVM fue obtenida en el plasma, el hi-
gado y la pared del intestino delgado tras su
co-administraciéon con LPM en ratas (53), lo
que refleja la importancia de estos transpor-
tadores en la secrecién biliar e intestinal de
los endectocidas. La influencia de la co-admi-
nistracion de farmacos endectocidas con mo-
duladores de la gp-P sobre la farmacocinética
de estas importantes drogas dentro de la tera-
péutica antiparasitaria en medicina veterina-
ria se muestra en la Figura II.

Recientemente ha despertado gran inte-
rés el estudio de los posibles mecanismos
mediados por transportadores celulares rela-
cionados al fenémeno de resistencia antihel-
mintica. La primera gp-P de helmintos fue des-
cripta a partir del nematodo de vida libre
Caenorhabditis elegans (54), del que se han
identificado al menos 14 gp-P homélogas, y
posteriormente en otros como Onchocerca
valvulus (55) y Haemonchus contortus (56).
Smith y Prichard (56) demostraron la asocia-
cion entre gp-P de H. contortus y la resistencia
a ivermectina y moxidectin. La transcripcién
del gen que codifica a la gp-P estaria alterada
en nematodes resistentes a farmacos
endectocidas. Por otra parte, Xu, et al. (57)
demostré que el ARNm de la gp-P esta presen-
te en mayores cantidades en H. contortus re-
sistentes a IVM comparado con los suscepti-
bles, lo que estaria indicando una sobreex-
presion de gp-P en nematodes resistentes. La
co-administracion de drogas endectocidas
como IVM y MXD junto con verapamilo incre-
ment6 el porcentaje de eficacia contra Hae-
monchus contortus resistente a estas drogas
en animales de laboratorio (58). Si bien la in-
teraccion de los antihelminticos benzimidazo-
les con estos transportadores celulares pro-
teicos no esta del todo aclarada (59, 60), la
posible participacion de la gp-P en los meca-
nismos de resistencia a estos farmacos ha sido
sugerida (61).

Numerosos estudios presentan interac-
ciones entre farmacos utilizados en la tera-
péutica veterinaria y la gp-P. En el caso del
glicosido cardiaco digoxina, su interaccién con
moduladores de la gp-P genera cambios en su
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Figura II. Influencia de la glicoproteina—P (gp-P)
en el comportamiento farmacocinético de las dro-
gas antiparasitarias endectocidas en diferentes
especies. a) Comparacion de la disponibilidad
sistémica (plasma) expresada como area bajo la
curva concentraciéon vs tiempo (ABC) de
moxidectin (MXD) tras su administracién por via
endovenosa (IV) o subcutanea (SC) sola o co-
aministrada con loperamida (LPM) en bovinos
(adaptado de Lifschitz et al. (47); b) Comparacion
de la disponibilidad de MXD e ivermectina (IVM)
administradas solas o junto a quercentina (QCT)
(adaptado de Dupuy et al. (49)) y verapamilo
(adaptado de Molento et al. (48)), respectivamen-
te en ovinos y c) concentraciones plasmaticas de
ivermectina (IVM) tras su administraciéon SC sola
o junto a LPM en ratas (adaptado de Lifschitz et
al. (53)). (*) Valores estadisticamente diferentes a
los obtenidos tras la administraciéon del farmaco

endectocida solo P< (0.05).

Figure II. Influence of P-glycoprotein (P-gp) on the phar-
macokinetic behaviour of endectocides drugs in different
species. a) Comparison of the systemic availability ex-
pressed as area under the curve vs. time (AUC) of
moxidectin (MXD) after its intravenous (IV) or subcutane-
ous (SC) administration alone or co-administered with
loperamide (LPM) in cattle (adapted from Lifschitz et al.
(47)); b) AUC comparison of the MXD and ivermectin (IVM)
administered alone or with quercetin (QCT) (adapted from
Dupuy et al. (49)) and verapamil (adapted from Molento et
al. (48)), respectively c) IVM plasma concentration after
subcutaneous administration alone or co-administered
with LPM in rats (adapted from Lifschitz et al. (53)). (*)
Values are statistically different from those obtained after
endectocide drug treatement alone P< (0.05).
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comportamiento farmacocinético. Estos cam-
bios han sido descriptos con la interaccién
digoxina-claritromicina (62), digoxina-
verapamilo (63) y digoxina-itraconazole (64).
En todos los casos, el principal efecto sobre la
biodisponibilidad de digoxina, como conse-
cuencia del uso de moduladores fue la dismi-
nucion del clearence renal, con incrementos
del nivel plasmatico y de la vida media del
digitalico. La co-administracion de digoxina
junto a quercetina en cerdos resulté en un
cuadro de toxicidad con mortandad debido al
notorio aumento de las concentraciones plas-
maticas de digoxina (65).

Dentro de los farmacos antimicrobianos,
las tetraciclinas, los macroélidos y las quinolo-
nas han mostrado diferentes tipos de interac-
ciones con los transportadores celulares pro-
teicos. La presencia de inhibidores de la gp-P
increment6 la permeabilidad de algunas fluor-
quinolonas en células Caco-2 (66). La rifam-
picina es un potente inductor de gp-P (36) lo
que puede determinar substanciales modifi-
caciones en el comportamiento farmacociné-
tico de otros sustratos que sean administra-
dos tras el uso prolongado del compuesto in-
ductor. Las drogas antifingicas ketoconazole
e itraconazole se comportan como sustratos/
inhibidores tanto de la gp-P como también de
la citocromo P450. Estas drogas pueden alte-
rar la farmacocinética de otros compuestos
sustratos de la gp-P como digoxina (38) o que
su propio comportamiento farmacologico se
vea modificado cuando son co-administrados
con drogas inductoras de la gp-P como la ri-
fampicina (67). Los cuadros de toxicidad pro-
ducidos por el antidiarreico loperamida en
perros Collies (68) demuestran el rol de la gp-
P como regulador del ingreso de este compues-
to en concentraciones elevadas al SNC. La co-
administracion de esta droga junto al inhibi-
dor de gp-P quinidina produjo un aumento de
los efectos colaterales de loperamida (69). De-
rivados esteroides (dexametasona, progeste-
rona) y drogas inmunosupresoras como la ci-
closporina pueden producir complejas interac-
ciones farmacolégicas mediadas por gp-P cuan-
do son administradas con otros sustratos de
este transportador proteico (70, 71, 72). El
Esquema II resume los efectos producidos tras
la co-administracion de drogas de uso veteri-
nario con farmacos moduladores de gp-P.

Diversos estudios han demostrado la par-
ticipacion de gp-P en los procesos de absor-
cion y excrecion de farmacos. El avance en el
estudio del rol de este transportador ha per-
mitido individualizar el origen de la toxicidad
de ciertas drogas en algunas especies, asi como
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Esquema II: Resumen de los principales efec-
tos producidos tras la co-administracion de
drogas de uso veterinario junto a modulado-
res de la glicoproteina-P.

Scheme II: Summary of most important effects obtained

after the co-administration of different drugs used in vet-
erinary medecine and P-glycoprotein modulators.

también las causas del fracaso terapéutico tras
la administracion de drogas por via oral. La
co-administraciéon de drogas es una practica
frecuente en medicina veterinaria y dadas las
amplias y complejas interacciones que se pro-
ducen entre farmacos sustratos de la gp-P, se
deben evaluar cuidadosamente las consecuen-
cias farmaco/toxicolégicas de las mismas. A
nivel intestinal, una inhibicién de la secrecion
mediada por gp-P podria conducir a importan-
tes incrementos en la biodisponibilidad, princi-
palmente de aquellos farmacos administrados
por via oral. Esto puede convertirse en una
herramienta farmacologica de utilidad para
mejorar la disponibilidad sistémica y la efica-
cia clinica de ciertos compuestos. Por otra
parte, es importante tener en cuenta el peli-
gro de toxicidad que puede occurrir tras este
tipo de interacciones cuando se ven aumen-
tadas las concentraciones de drogas de bajo
indice terapéutico. La participacién de los
transportadores celulares proteicos en diferen-
tes especies de animales domésticos y su rol
fisio-farmacologico necesita ser abordado. La
valoraciéon de los procesos que regulan la dis-
posicion de farmacos en las diferentes espe-
cies, asi como las consecuencias potenciales
de las interacciones farmacolégicas produci-

das entre farmacos sustratos de estos trans-
portadores, podria generar alternativas tera-
péuticas para el control de enfermedades,
mejorando la eficacia clinica de los tratamien-
tos farmacolégicos y retardar, en el caso de
los farmacos antihelminticos, el desarrollo de
resistencia. La informaciéon contenida y dis-
cutida en este trabajo deja en evidencia la
necesidad de investigar sobre el comporta-
miento fisio-farmacologico de la gp-P en las
diferentes especies y razas de animales
domeéticos.
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Resumen: La uveitis es un desorden oftalmico frecuente en los felinos, que en el 70%
de Ilos casos se asocia a enfermedades sistémicas fatales de alta prevalencia. Ademas,
puede estar asociada a traumas penetrantes o contusos relacionados con peleas calle-
jeras y accidentes automovilisticos, a los que esta especie se encuentra altamente ex-
puesta. El proceso se inicia con una lesion tisular local que compromete la barrera
hematoocular aumentando la permeabilidad vascular. Consecuentemente, los leucoci-
tos infiltrados liberan citoquinas y otros mediadores, como metabolitos del acido araqui-
donico y especies reactivas del oxigeno (ROS). Se ha demostrado que un exceso de ROS
que supera la capacidad de defensa del sistema antioxidante enddgeno produce dafo
irreversible a nivel de las distintas estructuras oculares. Actualmente, la terapéutica se
basa en el uso de corticoides y antiinflamatorios no esteroides. Sin embargo, estudios
recientes indican que solo el 33% de los animales con uveitis asociadas a enfermeda-
des sistémicas responden a estos tratamientos. El objetivo del presente trabajo es expo-
ner el estado actual del conocimiento sobre los mecanismos fisiopatologicos de la uvei-
tis felina y los tratamientos utilizados, asi como orientar la busqueda de nuevas alter-
nativas terapéuticas.
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FELINE UVEITIS

Abstract: Uveitis is a frequent ophthalmic disorder in the domestic cat, often associated
with mortal systemic diseases of high prevalence in this species. In addition, uveitis
may be caused by perforating or blunt traumas provoked by fights or car accidents. The
process starts with a local lesion in the haematoocular barrier which increases the vas-
cular permeability. The infiltrated leukocytes release cytokines and other inflammatory
chemical mediators, like arachidonic acid metabolites and reactive species of oxygen
(ROS). The increased amount of ROS may overpass the capacity of the endogen antioxi-
dant system and produces an irreversible lesion in the different ocular structures. At
present, the therapy against uveitis is mainly directed towards pain reduction and to
avoid lesions in visual tissues. In general, it is based on the use of corticoids and no
steroid antiinflammatory drugs. However, in recent studies it has been shown that only
33% of animals affected by uveitis associated to systemic diseases respond to the treat-
ment. The aim of the present revision is to present the current status of knowledge
regarding the physiopathology of uveitis and to analyze available drugs for its treat-
ment. In addition, possible alternative therapies will be suggested.
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ANATOMIA

La tvea, o tracto uveal, es la tinica me-
dia vascular del ojo. Consiste en una porcién
anterior, compuesta por el iris y el cuerpo ci-
liar, y una posterior, la coroides. La tivea es el
principal componente de la barrera hemato-
ocular, esta implicada en la formacién del
humor acuoso (HA) y es una barrera inmuni-
taria para los componentes internos del ojo
(1). La disfuncion de su actividad como barre-
ra que normalmente evita el ingreso de pro-
teinas de alto peso molecular al fluido intrao-
cular, puede provocar la reduccién o pérdida
de las funciones visuales (2).

El iris funciona como un diafragma mo6-
vil localizado frente al cristalino. Mediante los
musculos lisos iridiales (esfinteriano y dilata-
dor pupilar) regula el ingreso de luz a la retina
a través del control del tamano de la pupila.
El cuerpo ciliar, a través de la produccion de
HA, aporta nutrientes a la cornea, al cristali-
no y a los tejidos adyacentes. Ademas, esta
implicado en el filtrado del HA a través del
drenaje uveoescleral, en la reposicion de gli-
cosaminoglicanos al humor vitreo (HV), en la
provision de puntos de anclaje de las fibras
zonulares del cristalino y, por consiguiente,
en su acomodacion dinamica que es conside-
rablemente limitada en los animales (3). La
coroides se ubica entre la retina y la escleroéti-
ca. Sus funciones son suministrar nutrientes
a la parte externa de la retina y absorber el
calor generado por la luz incidente, protegien-
do a los fotorreceptores (3). El tapetum es una
lamina reflectora contenida en la coroides su-
perior que incrementa la sensibilidad visual
porque refleja la luz a través de la capa foto-
rreceptora luego de su primer pasaje (1, 3).

FISIOPATOLOGIA

La inflamacion uveal esta involucrada en
diversas enfermedades oculares y sistémicas
debido a la naturaleza altamente vascular e
inmunosensible de la Gvea. La intima relacion
anatomica de esta estructura con el cristali-
no, la retina y el nervio 6ptico, componentes
oculares fundamentales para el desarrollo de
la funcién visual, hace critico el diagnéstico
temprano de la enfermedad.

La uveitis se clasifica en anterior, inter-
media y posterior de acuerdo con las estruc-
turas implicadas en el proceso inflamatorio.
La uveitis anterior afecta primariamente al iris
(iritis) o al iris y la parte anterior del cuerpo
ciliar (iridociclitis). La uveitis intermedia afec-
ta con mayor predominio la parte posterior del
cuerpo ciliar (pars planitis) y la uveitis poste-
rior involucra sobre todo a la coroides
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(coroiditis), aunque, debido a su proximidad
con la retina, es usual la inflamacion de am-
bas estructuras (retinocoroiditis o coriorretinitis)
(1, 4, 5, 6). Sin embargo, el limite entre estas
entidades es difuso, pues las estructuras
uveales son contiguas y usualmente se afec-
tan en forma conjunta (1, 4, 5, 6).

La barrera hematoocular esta compues-
ta por uniones estrechas entre las células epi-
teliales del cuerpo ciliar no pigmentado, célu-
las epiteliales pigmentarias retinianas y célu-
las endoteliales vasculares del iris y la retina
(3). La uveitis se inicia con una lesién tisular
local que compromete la barrera hematoocular
(6). Al igual que la inflamacién en otros teji-
dos, la respuesta aguda al dafio uveal consis-
te en una breve vasoconstriccién arteriolar,
seguida por una prolongada dilatacion de la
unidad arteriola-capilar-vénula con concu-
rrente alteracion de la permeabilidad vascu-
lar. Si bien toda la vasculatura iridial posee
una misma angioarquitectura, en la que el tipo
de unién intercelular se corresponde con la
de las arteriolas, es decir uniones menos pre-
dispuestas al aumento de la permeabilidad
vascular como las de las vénulas (2), los feli-
nos presentan una pared de células endote-
liales discontinuas en los capilares del iris (3),
caracteristica que favorece el desarrollo de
uveitis en gatos. Consecuentemente, protei-
nas, eritrocitos (hifema) y leucocitos (hipopion)
abandonan el lumen vascular y se acumulan
en el HA produciendo turbidez en la camara
anterior (Figura 1). El impacto de la de luz
sobre estas particulas provoca su reflexion
continua a través de la camara anterior (feno-
meno Tyndall) (5). En condiciones fisiologicas,
el contenido proteico del HA en gatos se en-
cuentra alrededor de 0,50 mg/ml (7), valores
similares a los obtenidos recientemente en
nuestro laboratorio (0,32 +/- 0,04 mg/ml). La
proteina mas abundante es la albumina, se-
guida por globulinas de mayor tamano. Ade-
mas las proteinas, la fibrina y los pigmentos,
estos ultimos provenientes de los macrofagos
cargados de pigmentos y de las células estro-
males pigmentadas del iris (5), pueden acu-
mularse focalmente sobre el endotelio corneal
(precipitados queraticos), gravitar en la cama-
ra anterior ventral (hipopion) e infiltrar el iris
hipervascularizado (rubeosis iridial), generan-
do tumefaccion iridial (6). Asimismo, si el san-
grado fue inicialmente extensivo o es conti-
nuo puede ocurrir un llenado eritrocitario com-
pleto de la camara anterior (2). También es
posible que debido a la inflamacién intraocu-
lar los vasos ciliares anteriores, e incluso los
conjuntivales, se encuentren hiperémicos (2, 6).
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Figura 1. Gato de 8 anos de edad con uveitis
unilateral derecha. Nétese la anisocoria y la
turbidez en el humor acuoso producto de la
infiltracién celular y proteica. También se ob-
serva dolor puesto de manifiesto por epifora y
leve enoftalmo con protrusion pasiva del ter-
cer parpado.

Figure 1. Male cat, 8 years old, with unilateral right uvei-
tis. See the anisocoria and the flare in anterior camera
due to cellular and protein infiltration. Pain is manifested

by epiphora and soft enophthalmos with third eyelid pro-
trusion.

La inflamaciéon aguda de la tivea ante-
rior provoca dolor que se manifiesta por blefa-
rospasmo, fotofobia, lagrimeo excesivo y retrac-
cion del globo ocular (enoftalmos), con protru-
sion pasiva o activa del tercer parpado (6) (Fi-
gura 2).

La disminucion de la presion intraocu-
lar (PIO), indicador temprano de uveitis (2), es
caracteristica del proceso patolégico y se ori-
gina como consecuencia de la reduccion en la
produccion de HA por la inflamaciéon de los
cuerpos ciliares (ciclitis) (6), o bien por un au-
mento del flujo uveoescleral mediado por pros-
taglandinas (PGs) (2). Asimismo, en procesos
cronicos, la fibrosis o atrofia (o ambos) del
cuerpo ciliar contribuyen a la disminucién de
la funcion secretoria e hipotonia ocular (2). La
PIO normal oscila en un rango de 15 a 20 mm
Hg (6).

La constriccién pupilar, o miosis, es una
respuesta a las PGs y a otros mediadores de la
inflamacion, por accion directa sobre el mus-
culo esfinteriano. El reflejo tapetal permite
evaluar la simetria pupilar (Figura 1) (5). Aun-
que la miosis puede no estar presente en to-
dos los casos; pues en procesos tempranos, o
bien cuando las sinequias anteriores o poste-
riores mantienen pupilas contraidas o media-
namente dilatadas, el resultado es una pupila
fija o distorsionada (2).

Figura 2. Gata de 8 meses de edad con uveitis
unilateral pos traumatica. Se observa dolor
puesto de manifiesto mediante blefarospasmo,
epifora y enoftalmo, con consecuente protru-
sion del tercer parpado.

Figure 2. Kitten with unilateral posttraumatic uveitis. The

blepharospasm, epiphora and enophthalmos with conse-
quent third eyelid protrusion are signs of pain.

El edema corneal observado en algunos
casos es el resultado de una disfuncién de las
células endoteliales de la cornea inducida por
mediadores de la inflamacién presentes en el
HA (5). Estas células son una de las estructu-
ras implicadas en mantener la condicion
anhidra de la cornea a través del funciona-
miento de una bomba Na-K ATPasa (3). En los
casos cronicos, el edema se produce por la
extravasacion de liquido desde los vasos san-
guineos perilimbicos profundos que invaden
la cérnea hacia el estroma como consecuen-
cia de la prolongacion de la inflamacion de las
estructuras contiguas (6).

La coriorretinitis activa se caracteriza por
infiltracion celular y edema, que en el examen
oftalmoscoépico se presentan como focos
grisaceos. La alteracion de la barrera
hematorretiniana produce edema y despren-
dimiento retinianos, manguitos perivascula-
res y hemorragia. En la coriorretinitis inactiva
los signos oftalmoscopicos son: alteracion de
la coloracion tapetal, hiperpigmentacién o hi-
popigmentacion del epitelio pigmentario reti-
niano e hiperreflectividad tapetal por adelga-
zamiento de la retina (6).

Mediadores quimicos

Una de las posibles causas de la pérdida
visual asociada a uveitis es el consecuente
dano provocado por la infiltracion de células
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inflamatorias, que una vez activadas liberan
citoquinas y otros mediadores, como metabo-
litos del acido araquidénico (AA), 6xido nitrico
(NO), anion superoxido (O,), peroxido de hi-
drogeno (H,0,) y radical hidroxilo (HO-) (8). Las
citoquinas, asi como el factor de necrosis tu-
moral alfa (TNFq), la interleuquina 1 (IL-1), la
interleuquina 6 (IL-6), la interleuquina 12 (IL-
12), amplifican la respuesta inflamatoria por
activar y reclutar mas células inflamatorias en
el sitio de la inflamacién (9).

Los metabolitos del AA regulan la per-
meabilidad vascular, la quimiotaxis y la am-
plificaciéon de la uveitis (10). Si bien se desco-
noce el principal destino metabdlico del AA
(via de la ciclooxigenasa (COX), lipooxigenasa
u oxidacion), y por consiguiente el tipo de
mediadores inflamatorios predominantes en
los ojos de animales con uveitis, se ha demos-
trado que en la camara anterior de conejos y
humanos, el AA liberado desde las células
danadas por la accién de fosfolipasas se trans-
forma mas rapidamente en derivados de la COX
(PGs, tromboxano y prostaciclinas) que en los
derivados de la lipooxigenasa (leucotrienos,
acidos hidroperéxidos e hidroxieicosatetra-
noico) (5). De todos ellos, las PGs han sido las
mas estudiadas y podrian estar involucradas
en la miosis, hiperemia, aumento de la per-
meabilidad vascular y, dependiendo de la es-
pecie, en el descenso de la PIO (5).

Los leucotrienos son sustancias vasoac-
tivas con efectos similares a los de las PGs, Si
bien su accién a nivel ocular no ha sido estu-
diada en detalle, es conocida su actividad qui-
miotactica, humoral y celular mayor que la de
las PGs (5). El leucotrieno B, detectado en el
HA de perros con uveitis inducida por el cris-
talino (UIC) (8), facilita la adherencia de leu-
cocitos al endotelio vascular.

Las células inflamatorias acumuladas en
el tracto uveal, principalmente fagocitos poli-
morfonucleares (PMNs) y mononucleares pue-
den generar especies reactivas del oxigeno
(ROS) (9). Los ROS, (incluyendo el H,0,, el HO-
y €l O,) cumplen un rol central en el desarro-
llo de la uveitis (5). En este sentido, se ha des-
cripto un aumento significativo en la peroxi-
dacion lipidica en modelos experimentales de
uveitis (11, 12) y que la perfusion de ojos de
caninos in vitro con H,O, provoca miosis, rup-
tura de la barrera hematoacuosa, disminuciéon
de la PIO y edema conjuntival (13).

El O, se produce en relacion con el pro-
ceso de fagocitosis en el que existe un alto
consumo de O, y glucosa. Aunque por si mis-
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mo es poco reactivo, los productos secunda-
rios asociados, tales como H,O,, el acido hi-
pocloroso y el HO- provocan dano tisular (9).

El H,O, es un oxidante fuerte pero su
reaccion con compuestos organicos es baja (8).
En presencia de H,0,, la mieloperoxidasa li-
berada por los fagocitos cataliza la transfor-
macion de halidas, incluyendo cloridas, en
acido hipocloroso. Este acido reacciona con
otros metabolitos derivados de O, para for-
mar HO-, que puede inducir toxicidad directa,
incluyendo peroxidaciéon de lipidos de mem-
brana (8). Estudios efectuados en modelos
experimentales de uveitis demostraron pro-
duccion de O, y H,O, por fagocitos activados
que infiltran la Gvea y la retina (9, 14).

Por otro lado, se ha demostrado que los
fagocitos activados sintetizan cantidades con-
siderables de NO a partir de L-arginina en una
reaccion catalizada por la isoforma inducible
de la NOS (iNOS) cuya expresion esta
transcripcionalmente regulada y es incremen-
tada por la presencia de lipopolisacarido, ci-
toquinas y H,O,, entre otros (8). El NO reac-
ciona con proteinas y el ADN celular y partici-
pa en la inducciéon de distintos procesos de
toxicidad irreversible directamente o luego de
su oxidacién a peroxinitritos (ONOO") (15), el
oxidante biolégico mas potente obtenido a
partir de NO y O, (11).

La Gvea, aun en condiciones normales,
posee una alta actividad metabdlica aerébica
con consecuente produccion de O, y H,O,. Sin
embargo, diversos sistemas enzimaticos intra-
celulares previenen la acumulacién de dese-
chos metabdlicos altamente téxicos para el ojo
(5).

La retina es una estructura particular-
mente susceptible al dafio oxidativo debido a
su alto consumo de O,, su alta proporcion de
acidos grasos polinsaturados y su exposiciéon
directa a la luz (8). Recientemente, se ha de-
dicado especial atencion a los ROS como fac-
tores iniciadores de la degeneracion retiniana
inducida por la inflamacién. De hecho en uvei-
tis experimentales se han identificado todos
los productos de peroxidacion lipidica (conju-
gados diana, malonildialdehido (MDA),
hidroperéxido de acido docosahexanoico y pro-
ductos de reaccién entre el MDA y el grupo
amino de las proteinas) (8), asi como una eleva-
da concentracion de peroxinitritos (ONOO"). Los
hidroperoxidos pueden inducir la infiltraciéon
de mas fagocitos lo que provoca la produccién
de mayor cantidad de O, (16).
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Sistema antioxidante endogeno

Diversos sistemas antioxidantes hidro y
liposolubles, asi como enzimas con actividad
antioxidante protegen al ojo del dafio causado
por estas especies reactivas (17). Ademas, di-
versas metaloproteinas con propiedades neu-
tralizantes de radicales libres tales como la
transferrina, la ceruloplasmina y la albumina
participan de este sistema de defensa endoge-
no (17). Entre los antioxidantes hidrosolubles
se encuentran la vitamina C, el glutation, el
acido urico, la cisteina, el piruvato y la tirosi-
na y entro los liposolubles el tocoferol y los
retinoles (17). Las enzimas antioxidantes son
la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa, la
glutation peroxidasa y la glutation transfera-
sa, entre otras (9). Estas enzimas fueron de-
tectadas en el epitelio y endotelio corneal, en
la region apical del epitelio posterior del iris,
en el epitelio ciliar interno y lenticular y en
los segmentos internos de los fotorreceptores
y epitelio pigmentario de la retina (RPE). La
catalasa y la glutation peroxidasa fueron tam-
bién identificadas en la coroides (9, 18, 19).
Un exceso de oxidantes puede producir dano
a nivel de la retina, el nervio 6ptico, el crista-
lino y el segmento anterior (20, 21). Varios
estudios experimentales han demostrado que
la administracion de enzimas antioxidantes,
antioxidantes liposolubles y scavengers de HO-
contribuye a la preservacion de las estructu-
ras oculares durante la uveitis (9). Estos ha-
llazgos sugieren que la capacidad del sistema
antioxidante endégeno no es suficiente para
contrarrestar situaciones de estrés oxidativo
como la uveitis. Ademas, la distribucion esen-
cialmente intracelular de las enzimas con ac-
tividad antioxidante deja al descubierto el es-
pacio extracelular donde resulta relevante la
presencia de antioxidantes lipo e hidrosolu-
bles (9).

ETIOLOGIA

La uveitis felina puede ser producida por
causas exogenas o endogenas (Tabla 1) (22).
Si bien el avance de las técnicas diagnosticas
ha permitido reducir el porcentaje de uveitis
de origen idiopatico, la mayoria de las uveitis
no pueden diferenciarse y se clasifican como
tales (2).

Los agentes infecciosos comunmente
implicados en el desarrollo de uveitis en ani-
males expuestos a condiciones naturales son
el parasito intracelular Toxoplasma gondii, el
virus de la leucemia felina (ViLeF), el virus de
la inmunodeficiencia felina (VIF), el virus de
la peritonitis infecciosa felina (VPIF) y las mi-
cosis, dentro de las cuales se encuentran las
provocadas por Cryptococcus neoformans,

Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis y Candida
albicans (1, 2, 6, 22, 23, 24). Asimismo, la Bar-
tonella henselae (25), el herpesvirus felino 1
(HVF 1) (22), los hongos dematiaceos (26), la
Cuterebra spp (27, 28), el Mycobacterium bovis
y, ocasionalmente, el M. tuberculosis y el M.
avium (29), e incluso un nematodo de la fami-
lia Metastrongylidae (2) se han asociado a uvei-
tis en el gato.

De acuerdo con estudios realizados en
EE.UU., la frecuencia de presentacion de cada
uno de los agentes implicados es muy varia-
ble. Por un lado, mediante estudios serologi-
cos se determino que el 74% de los gatos con
uveitis anterior y/o retinocoroiditis analiza-
dos era positivos a T. gondii, el 13% a VIF, el
12% a ViLeF y el 6% a VPIF (24). Por el otro,
en un estudio histolégico de 158 globos ocu-
lares de gatos con diagnéstico histopatologico
de uveitis, el 32% de los ojos analizados pre-
senté un infiltrado linfocitico-plasmocitico fo-
cal o difuso en iris y cuerpo ciliar; el 20% neo-
plasias sélidas o difusas; el 19% inflamacién
exudativa mixta con fibrina y otras proteinas
compatibles con VPIF; el 9% de los casos fue-
ron UIC; el 2% infiltracion uveal difusa de
macroéfagos cargados con Histoplasma spp; otro
2% se correspondi6é con Cryptococcus neofor-
mans y s6lo un caso fue compatible con Toxo-
plasma gondii, aunque la presencia del orga-
nismo no fue demostrada (23). En un estudio
donde se analizaron los posibles agentes in-
fecciosos implicados en la uveitis de 45 gatos,
el 70% no presentdé causa conocida y fueron
clasificados como idiopaticos (30).

Si bien en todas ellas, excepto las UIC y
las neoplasicas, no existen cambios oftalmo-
logicos clinicos patognomoénicos, particular-
mente en el caso en que sb6lo la Givea anterior
esta afectada (22), algunos signos ocurren mas
frecuentemente ante ciertas causas (2). Los
precipitados queraticos en forma de “grasa de
carnero” se presentan con mayor frecuencia
en las uveitis por VPIF y ViLeF, y aquellas pro-
vocadas por VPIF incluyen hemorragia con
células inflamatorias (2). El VIF y el VilLeF se
asocian con la presencia de nédulos iridiales,
de la misma manera que este ultimo se vincu-
la a la presencia de masas blancas a rosadas
en la camara anterior o adheridas a la porcién
anterior del iris (2). Los infiltrados celulares
en el HV anterior ocurren mas frecuentemen-
te con VIF, asi como la formacién de sinequias
posteriores, cataratas corticales y glaucoma en
uveitis crénicas (2). En general, las uveitis por
VPIF evolucionan a una panuveitis/
panoftalmitis con edema corneal severo y di-
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fuso, uveitis anterior marcada, vitritis,
coriorretinitis y desprendimientos retinianos
inflamatorios (2). Asimismo, la uveitis ante-
rior provocada por ViLeF puede progresar a
una inflamacién difusa de todo el globo ocu-
lar o a una formacién tumoral (2).

El Toxoplasma gondii es un parasito pro-
tozoario intracelular obligado de distribucién
mundial que produce uveitis secundaria como
producto de la replicacién de los taquizoitos
en los tejidos oculares (31) o bien por la depo-
sicién de complejos inmunes en el tejido uveal
(32) en asociacion con estrés, debilidad, dosis
inmunosupresoras de corticoides (33, 34), in-
fecciones virales o enfermedades parasitarias
concurrentes (6). Aunque se han descripto
casos de panuveitis congénitas (31), la infec-
cion se presenta regularmente en animales
mayores de 3 anos de edad (23). A diferencia
de lo que ocurre en humanos, en los que los
casos se caracterizan por una retinocoroiditis
(31, 35), en los felinos la lesibn mas comun es
la iridociclocoroiditis con maxima afectacion
del cuerpo ciliar (31). Los componentes celu-
lares inflamatorios consisten en macroéfagos,
linfocitos y unas pocas células plasmaticas
perivasculares, distribucién que sugiere un
modo de infeccion hematogeno (31). Las ma-

Tabla 1. Causas de uveitis felina
Table 1. Causes feline uveitis

Uveitis en el felino

nifestaciones clinicas, la evidencia serolégica
de la infeccion (titulos IgM mayores a 1:256,
titulos de IgG crecientes o antigeno circulan-
te sin anticuerpos) y la respuesta al tratamien-
to son de utilidad para orientar el diagnosti-
co, que so6lo puede confirmarse mediante la
histopatologia del material postmortem (22, 31).
Sin embargo, se han disefnado pruebas mas
sensibles para identificar ADN de T. gondii en
HA (36, 37).

El VIF, descripto por primera vez en 1987,
es un lentivirus que produce un sindrome de
inmunodeficiencia en gatos (38) de alta pre-
valencia a nivel mundial (39) y muchas veces
asociado a uveitis (40). Probablemente como
consecuencia del principal modo de transmi-
sion (contacto sangre-sangre por mordeduras
de animales infectados con lesiones gingiva-
les) la enfermedad se presenta principalmen-
te en machos mayores de 5 anos (23, 24, 41).
Si bien la relacién entre la inflamacién intrao-
cular y la infeccion por VIF es atn desconoci-
da, este virus podria causar uveitis por dano
viral directo del tracto uveal, por un fenéme-
no inmune secundario en el ojo (42) o por per-
mitir infecciones oportunistas (41). En este
sentido, los titulos de anticuerpos para T. gon-
dii son mas frecuentes en gatos VIF-positivos

Exégenas

Endégenas

Trauma

Ulcera corneal

Infecciosas

Virus de la inmunodeficiencia felina (VIF)

Virus de la leucemia felina (ViLeF)

Heridas penetrantes

Virus de la peritonitis infecciosa felina (VPIF)

Herpesvirus felino 1 (HVF 1)
Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis
Blastomyrces dermatitidis
Candida albicans

Hongos dematiaceos
Bartonella henselae
Micobacteryum spp

Parasitarias

Toxoplasma gondii
Oftalmomiasis Cuterebra spp

Uveitis inducida por el cristalino (UIC)

Idiopaticas

Neoplasicas
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que en VIF-negativos (6, 43). El VIF puede pro-
ducir tres entidades clinicas distintas, que en
orden de frecuencia son: uveitis anterior leve
a moderada, pars planitis y glaucoma. Sin em-
bargo, también se observa coriorretinitis, he-
morragias y desprendimientos retinianos (6,
41). En el examen oftalmolégico puede obser-
varse un infiltrado blanco y punteado en vi-
treo anterior cuyos puntos coalescen y dan el
aspecto tipico de “banco de nieve” (6, 41),
presumiblemente constituido por un infiltra-
do difuso linfocitico-plasmocitico (41). El diag-
noéstico serolégico so6lo tiene valor para resul-
tados positivos y las técnicas de PCR aun dan
resultados controvertidos (44).

La VPIF provoca una enfermedad inva-
riablemente fatal que afecta, en general, a ga-
tos menores de 3 afios (23, 24, 45), de linajes
puros y mantenidos en residencias con varios
ejemplares (46). Mientras que la forma efusi-
va de la enfermedad consiste en colectas pleu-
rales y/o peritoneales de un fluido rico en fi-
brina, la no efusiva, o seca, cursa con mani-
festaciones, principalmente oculares y neuro-
logicas (45). La uveitis anterior granulomato-
sa, con o sin signos de enfermedad sistémica
(2), consiste en exudados fibrinocelulares en
la camara anterior y precitados queraticos en
forma de “grasa de carnero”, asi como
coriorretinitis (46, 47). Otros hallazgos rela-
cionados con la enfermedad son hemorragia y
desprendimiento retinianos y neuritis optica
(46). La inflamacion puede ser bilateral, aun-
que no simétrica y consiste en un patron
piogranulomatoso perivascular comprendido
por neutroéfilos, linfocitos, células plasmaticas
e histiocitos en forma de spindle en tvea, reti-
na y meninges del nervio éptico (6, 46). El diag-
noéstico de VPIF es muy dificilmente compro-
bable en animales vivos (48). Sin embargo, la
combinacién de un titulo de anticuerpos para
coronavirus mayor a 1:1600, linfopenia e hi-
pergamaglobulinemia tiene un valor predicti-
vo en el 88,9% de los casos con sospecha de
VPIF sistémica (22). Si bien actualmente se
esta desarrollando una técnica de PCR que
permite determinar infeccion por VPIF (46, 49,
50), debido a la atin escasa especificidad, la
biopsia del tejido afectado es el tinico medio
diagnostico confirmatorio de la enfermedad
(46).

El ViLeF es un retrovirus que se trans-
mite horizontal y verticalmente (51, 52) que
tiene particular selectividad por el tejido uveal.
Posiblemente la enfermedad es consecuencia
de la invasion linfosarcomatosa y la anemia
pronunciada (53), en este sentido el tracto
uveal es un sitio comtn de metastasis de lin-

focitos neoplasicos diseminados por via hema-
togena. Los gatos con linfosarcoma pueden
presentar signos de uveitis media, incluyen-
do miosis, efecto Tyndall y precipitados
queraticos, asi como sutiles masas iridiales por
infiltraciéon de células tumorales (54). Asimis-
mo, el glaucoma secundario es consecuencia
de la obstrucciéon del angulo de drenaje por
estas células neoplasicas (51). La afectacion
ocular del ViLeF es controvertida. Por un lado,
en un estudio realizado en gatos positivos a
ViLeF los signos fueron predominantemente
neurolégicos (63%) y so6lo el 11,3% presento
enfermedad ocular. La degeneraciéon y hemo-
rragia retinianas observadas en el 27% de los
casos fueron relacionadas con la profunda
anemia secundaria a ViLeF y sé6lo un gato
manifesté uveitis anterior. Por el otro, el 89%
de los gatos infectados experimentalmente
presentaron lesiones en la retina y el humor
vitreo (53). El diagnéstico se confirma por in-
munofluorescencia o ELISA (53, 54). Median-
te la citologia del HA se evidencian cantida-
des variables de linfocitos y, ocasionalmente,
plasmocitos y neutréfilos, aunque rara vez se
observan linfocitos atipicos (2). Asimismo, los
analisis histopatologicos de aspirados medu-
lares, biopsia de nodulos linfaticos y de la
misma masa intraocular pueden incluirse en
el diagnoéstico (2).

Uveitis micdtica. Si bien las enfermeda-
des fingicas sistémicas son menos frecuen-
tes en el gato que en el perro, deben ser con-
sideradas en felinos que manifiesten sintomas
oculares (6). El microorganismo, en general,
ingresa por via respiratoria y se disemina por
via hematogena (6). Las lesiones oculares pue-
den acompanar a la enfermedad o bien ser el
Unico signo presente (54). De ellas, la mas fre-
cuente es la coroiditis; sin embargo a veces se
presenta uveitis anterior que es secundaria a
la inflamacién del tracto posterior (55).

La infeccién con Cryptococcus neofor-
mans es la mas comun de las micosis (6, 54,
56). Si bien los sitios mas frecuentes en los
que se desarrolla la enfermedad son la piel, la
nariz y el sistema nervioso central (SNC) (54,
56), la coriorretinitis granulomatosa o exuda-
tiva, con hemorragia y desprendimiento de
retina, puede originarse a partir de la disemi-
nacién hematogena o la invasion directa des-
de los senos paranasales, cavidad nasal o
meninges Opticas (6, 23, 24, 57). Por medio de
la vitreocentesis e identificaciéon del organis-
mo por citologia, histopatologia o aislamiento
en cultivo se puede confirmar el diagnostico
(6, 58).
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La coriorretinitis granulomatosa focal
con desprendimiento retiniano, uveitis ante-
rior y neuritis optica son las lesiones oculares
observadas en los animales con diseminaciéon
sistémica de células mononucleares infecta-
das por Histoplasma capsulatum desde el foco
infeccioso primario (pulmones y linfonédulos
relacionados) (6, 23, 59, 60, 61). El agente ha
sido detectado en cortes histolégicos oculares
(59).

La infeccién por Blastomyces dermatitidis
es mucho menos frecuente que en perros (54,
60). Genera granulomas coroidales blanco-
grisaceos, en ocasiones con desprendimiento
retiniano y panoftalmitis, aunque también se
ha descripto la uveitis anterior granulomato-
sa croénica (6, 54).

Candida albicans es un hongo dimoérfico
que durante la fase de levadura habita la mu-
cosa de los tractos alimentario, respiratorio
superior y genital. La depresiéon de la inmuni-
dad mediada por células es un factor impor-
tante en el desarrollo de inflamacion piogra-
nulomatosa de retina y cuerpo vitreo (62).

Finalmente, en EE.UU. se han detecta-
do gatos con Coccidioides immitis. En un estu-
dio retrospectivo de 48 gatos afectados, el 19%
manifesté signos oculares que incluyeron des-
prendimiento de retina, uveitis e iritis (63).

La UIC se origina por el escape proteico
producido por injurias penetrantes o fuga a
través de la capsula cristalina en los estadios
avanzados de cataratas hipermaduras (1, 6).
Las proteinas internas, alejadas del sistema
inmune tiempo antes del nacimiento, ingre-
san en el HA y son expuestas al sistema in-
mune de la Gvea, lo que promueve uveitis agu-
da y créonica y generalmente endoftalmitis, en
general, menos intensa que en los caninos (2).
El proceso se caracteriza por una inflamacién
anterior neutrofilica en la fase aguda y granu-
lomatosa en la fase crénica, con rara afeccion
del tracto posterior (23).

La uveitis idiopdtica se caracteriza por un
infiltrado linfocitico-plasmocitico focal o difu-
so del iris y el cuerpo ciliar. En un estudio
histopatologico, la forma difusa se present6
en gatos de mediana edad, en forma bilateral
y asociada a glaucoma, mientras que la nodu-
lar se observd en gatos de edad avanzada, en
forma unilateral y se asoci6 a glaucoma en 4
de 5 casos como consecuencia de la oblitera-
cion de la hendidura ciliar y la invasion de la
red trabecular con laminas de linfocitos (23).
Como la respuesta linfocitica-plasmocitica no

Uveitis en el felino

es inusual en gatos con enfermedad croénica,
es posible que este tipo de uveitis refleje la
escasa sensibilidad de las pruebas diagnosti-
cas corrientes para VIF y toxoplasmosis (6).
Esta hipotesis es avalada por el tinico caso
sospechoso de toxoplasmosis encontrado en
el estudio citado (23).

Uveitis traumatica. La naturaleza alta-
mente vascular de la Givea y el escaso desa-
rrollo de una ttnica muscular en estos vasos
predispone al sangrado, generalmente en re-
laciéon con procesos traumaticos originados por
accidentes automovilisticos (64) o aranazos
provocados durante peleas callejeras. Los sig-
nos clinicos incluyen aquellos de la uveitis
anterior aguda mas hifema, con cantidad va-
riable de fibrina. Cuando las injurias romas
son pequenas, el hifema se resuelve en 7-10
dias (64), pero con traumas considerables, el
trauma o la uveitis anterior resultante pue-
den producir dano en el iris, luxacion
lenticular y cataratas. Los traumas penetran-
tes pueden afectar la cornea, el cristalino y el
segmento posterior (2).

Otros. Recientemente se describié un
caso de uveitis producida por Bartonella
henselae (25), en el que se observé produc-
cion local de IgG especifica. Asimismo, infor-
macion reciente sugiere que el herpesvirus
felino 1 (HVF 1) puede inducir inflamacién
intraocular (22). Mycobacterium bovis y, oca-
sionalmente, M. tuberculosis y M. avium pue-
den producir coroiditis granulomatosa asocia-
da con hemorragia y desprendimiento retinia-
no (29). En cortes histolégicos de un globo
ocular de un gato con uveitis supuestamente
generada por inoculacion directa del agente
(26) se han hallado hongos dematiaceos, mo-
hos saproéfitos que regularmente se encuen-
tran en el suelo y material vegetal. Ademas,
se han descripto casos de oftalmomiasis in-
ternas en gatos, dos de ellas anteriores y el
agente identificado fue Cuterebra spp (27, 28).

En un caso de periarteritis nodosa, en-
fermedad rara en los gatos y caracterizada por
necrosis fibrinoide de arterias medianas y pe-
quenas (54), se han encontrado exudados pro-
teicos en la camara anterior, infiltracion de
linfocitos y células plasmaticas del iris y los
procesos ciliares, como asi también focos de
necrosis.

La uveitis felina también se indujo ex-
perimentalmente por inoculacién de ViLeF
(51), ViLeF-VSFe (virus del sarcoma felino) (65),
T. gondii (66) y Crytococcus neoformans (57),
asi como de VIF y VPIF (22).
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COMPLICACIONES

Diversas complicaciones pueden origi-
narse en los gatos a partir de la uveitis ante-
rior o posterior que generalmente estan rela-
cionadas directamente con la duracién y la
causa de la inflamaciéon uveal (2).

El glaucoma puede ser el resultado de
las sinequias anteriores periféricas, el cierre
del angulo de drenaje iridocorneal y de la hen-
didura esclerociliar, la sinequia posterior com-
pleta con iris bombé y el desarrollo de mem-
branas preiridiales. El estado final puede re-
sultar en buftalmia o atrofia del globo ocular
(pthisis bulbis) (2). Los gatos uveiticos también
pueden desarrollar cataratas con sinequias
posteriores multiples (Figura 3).

Cabe destacar, que las uveitis asociadas
a enfermedades sistémicas presentan peor
pronéstico que las demas. De acuerdo con es-
tudios recientes, el 50% de los casos de uvei-
tis con enfermedad sistémica concurrente
pueden desarrollar glaucoma secundario,
mientras que sé6lo el 28% de las uveitis sin
manifestaciones sistémicas de enfermedad lo
padecen (2).

TRATAMIENTO

Un tratamiento apropiado de la uveitis
felina es esencial para evitar la luxacion
lenticular, la formacion de cataratas, el glau-
coma, el desprendimiento de retina y la ce-
guera, secuelas frecuentes de la inflamacién
intraocular (4, 22). El tratamiento de la uvei-
tis consiste en una terapia especifica, deter-

Figura 3. Catarata hipermadura pigmentaria
secundaria a uveitis asociada a VIF en un gato
adulto pelocorto.

Figure 3. Hypermature and pigmentary secondary cata-

ract in an adult shorthair cat with uveitis produced by
VIF.

minado por la etiologia de la inflamacién y en
un tratamiento inespecifico, destinado a dis-
minuir la inflamacién, el dolor y las posibles
secuelas.

Al presente, los corticoides son la base
del tratamiento de la uveitis. Estos farmacos
inhiben las reacciones inmunes mediadas por
células, reducen la producciéon de anticuer-
pos y estabilizan las membranas lisosomales
disminuyendo la liberaciéon de enzimas pro-
teoliticas intracelulares (1). Entre sus efectos
benéficos primarios, también se incluyen la
inhibicion de la quimiotaxis de leucocitos y
liberacién de mediadores proinflamatorios,
supresion de la formacion de fibroblastos e
inhibicién de la produccién de PGs y leuco-
trienos (67). Los corticoides tdpicos estan in-
dicados en el tratamiento de la uveitis ante-
rior, incluso de aquella asociada a enferme-
dades infecciosas sistémicas, cuando no exis-
te queratitis ulcerosa (6, 22). Se utilizan tanto
acetato de prednisolona 1% como dexameta-
sona 0,1% o fosfato sédico de betametasona
0,1% 3-4 veces al dia (1, 4, 6). La eficacia de
estos farmacos se puede incrementar aplican-
do preparados de corticoides de depdsito en
forma subconjuntival (acetonida de triamcino-
lona 4-20 mg) (1, 6). Los corticoides sistémi-
cos estan indicados para el tratamiento de
uveitis intermedias o posteriores; en forma
conjunta con los topicos en uveitis anteriores
graves; en procesos inmunomediados o cuan-
do la ulceracién corneal impide su uso en for-
ma topica (1, 4, 6). Inicialmente se utiliza pred-
nisolona oral 1 mg/kg cada 12 h y la terapia
se reduce en forma gradual después de 5-14
dias (6). También esta indicada la dexameta-
sona 0,1-0,5 mg/kg/dia por via intramuscu-
lar (1).

Los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs) reducen la liberaciéon de proteinas
desde los vasos uveales mediada por PGs,
amortiguando la cantidad de anticuerpos pre-
sentes que favorecen reacciones inmunolégi-
cas y de fibrina que genera sinequias (4, 6).
Ademas, reducen la miosis mediada por pro-
ductos de inflamacién (2). Se indican cuando
el uso de corticoides no es recomendable, ya
sea en forma topica, por ulceracién corneal
(no parecen potenciar la actividad de colage-
nasa (2)), o sistémica (3, 6). En forma tépica
se recomienda el uso de flurbiprofeno sédico
0,03% y diclofenac sédico 0,1% (2). Con cau-
tela se puede utilizar acido acetilsalicilico oral
en dosis total de 80 mg cada 48-72 h (6). Tam-
bién esta indicado el uso de meglumina flu-
nixin de 0,5 a 1 mg/kg endovenosa en la tera-
pia inicial y por no mas de 5 dias (1, 2).
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El ungltiento de atropina al 1%, aunque
sin efecto antinflamatorio, es el farmaco de
eleccion para el tratamiento de las inflama-
ciones del segmento anterior del ojo. La uvei-
tis anterior provoca dolor como resultado de
la inflamacién y posterior espasmo del mus-
culo ciliar. La atropina relaja estos musculos
y alivia el dolor, mejora la actitud del paciente
y permite aplicar otros medicamentos. Asimis-
mo, reduce las posibilidades de producir si-
nequias al dilatar la pupila. Se administra se-
gun sea necesario hasta lograr la dilatacién
pupilar, con una frecuencia maxima de 4 ve-
ces al dia, y luego en las cantidades requeri-
das para mantenerla (4). El monitoreo cons-
tante de la PIO y la turbidez del HA son los
parametros utilizados para determinar la fre-
cuencia, dosificacion y duracién del tratamien-
to (2).

Para el tratamiento de la infeccién con
Toxoplasma gondii se utiliza clindamicina (12
mg/kg cada 12 h) con o sin esteroides (22, 68,
09). La adicién de corticoides incrementa la
respuesta al tratamiento de 42,9 a 86,7% (2).
Los casos de uveitis fingicas deben ser trata-
dos mediante el suministro de antifangicos
durante meses. El fluconazol (50 mg oral cada
12-24 h) es la droga de mayor penetracion ocu-
lar (70). Sin embargo, por una cuestién de cos-
tos, la Criptococosis de los gatos ha sido tra-
tada con éxito mediante el suministro de ke-
toconazol oral (10 mg/kg/dia durante 60 dias).
La flucitocina (2) (250 mg cada 3,1 kg por dia
durante 28 dias) y el itraconazol (71, 72) (10
mg/kg cada 24 h durante al menos 1 mes des-
pués de la resolucion clinica) son otras alter-
nativas. La Histoplasmosis ha sido exitosa-
mente tratada mediante el suministro de ke-
toconazol (15 mg/kg/dia durante meses) (59)
e itraconazol (5 mg/kg cada 12 h) (73). Final-
mente, mediante una combinacion de doxici-
clina (5 mg/kg cada 12 h) y glucocorticoides
durante 21 dias se resolvié una uveitis por
Bartonella henselae (25).

En sintesis, entre las alternativas tera-
péuticas actuales para el tratamiento de la
uveitis felina de cualquier origen, los corticoi-
des son los farmacos mas utilizados (22, 74).
Sin embargo, el reconocido efecto inmunosu-
presor de estos compuestos puede agravar el
desarrollo de la enfermedad sistémica y su uso
cronico a nivel ocular podria desencadenar un
glaucoma cortisénico (75, 76). Aunque muchas
veces considerados inocuos, los corticoides
topicos se absorben y, aunque en menor me-
dida, provocan las mismas alteraciones que
los sistémicos sobre las funciones adrenales
y la regulacién de la diabetes miellitus (4). Por
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otro lado, los AINEs, también indicados para
el tratamiento de esta enfermedad, pueden
retrasar el proceso de cicatrizacion o bien ge-
nerar insuficiencia o necrosis papilar renal
agudas, hemorragia gastrointestinal y ulcera-
cion e inhibicion de la agregacion plaqueta-
ria; estas ultimas exacerbadas con el uso si-
multaneo de corticoides (4, 6).

La injuria oxidativa como factor causal
de la uveitis experimental esta avalada por
evidencias experimentales recientes que de-
muestran una considerable reducciéon del cua-
dro clinico por tratamiento con diversos
antioxidantes naturales o sintéticos e inhibi-
dores de la NOS (77, 78). Evidencias recientes
indican que los carotenoides u otros
antioxidantes e inhibidores de la NOS revier-
ten la uveitis inducida por endotoxina en ra-
tas (77, 79, 80).

PRONOSTICO

El pronéstico de la uveitis, intrinseca-
mente ligado al desarrollo de un diagnéstico
precoz e implementacién de una terapéutica
adecuada, es desalentador. En un estudio re-
trospectivo realizado en EE.UU., se determiné
que el 56% de los gatos con uveitis idiopatica
y so6lo el 33% de los animales que presentan
uveitis asociadas a enfermedades sistémicas
responden a la terapéutica. De esta forma, el
72% de los gatos que padecen uveitis culmi-
nan en ceguera o déficit visual significativo
(2).

DISCUSION

La uveitis es un desorden oftalmico fre-
cuente en la poblacion felina doméstica. Ge-
neralmente se encuentra asociada a una va-
riedad considerable de enfermedades sistémi-
cas y de alta prevalencia a nivel mundial, que
a menudo se manifiestan Gnicamente como
uveitis anterior y que, ademas de las posibles
consecuencias sobre la funcién visual, pue-
den implicar un riesgo significativo para la vida
del animal (1, 2, 4, 5, 6).

La asociacion de esta enfermedad con di-
versas enfermedades oculares y sistémicas se
debe a la naturaleza altamente vascular e in-
munosensible de la Givea. En este sentido, tam-
bién se reconoce la susceptibilidad particular
de esta especie al desarrollo de la enfermedad
debido a que la discontinuidad de las células
endoteliales de los vasos iridiales es una con-
dicion particular de los felinos (3).

De acuerdo con estudios realizados en
EE.UU., la frecuencia de presentacion de cada
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uno de los agentes implicados es muy varia-
ble con importantes diferencias entre los re-
sultados de estudios serolégicos (24) e histo-
patologicos (23). Ademas, si bien el avance en
el desarrollo de técnicas apropiadas para la
identificaciéon de factores causales de la en-
fermedad ha permitido reducir el porcentaje
de uveitis de origen desconocido, la mayoria
de ellas atin no pueden diferenciarse y se cla-
sifican como idiopaticas (2, 30).

Debido a sus indudables implicancias te-
rapéuticas, la identificacion de los mediado-
res quimicos de la inflamacién ocular despierta
gran interés. Si bien la mayoria de los autores
coinciden en senalar a las PGs como media-
dores centrales para varios de los signos aso-
ciados con la enfermedad (5), es posible que
los estudios realizados hasta el presente se
hubieran centrado especificamente en estos
autacoides y no puede descartarse la posibili-
dad de que otros mediadores participen en este
proceso inflamatorio en forma tan o mas acti-
va. Recientemente, debido a la susceptibili-
dad de la retina al dafio oxidativo (8), se ha
comenzado a prestar especial atenciéon a los
ROS (incluyendo el H,0,, el HO- y el O,) (5,
11, 12, 13), asi como a especies reactivas de
nitréogeno (NO, y peroxinitritos, entre otros) (8,
11, 15), como factores iniciadores de la dege-
neracion retiniana inducida por la inflamacién.
Evidencias experimentales recientes demues-
tran que el tratamiento con diversos
antioxidantes naturales o sintéticos e inhibi-
dores de la NOS (9, 77, 78, 79, 80) provoca
una considerable reduccién del cuadro clini-
co en modelos animales. Estos hallazgos po-
drian sugerir que en la uveitis la capacidad
del sistema antioxidante endégeno no es sufi-
ciente para contrarrestar el estrés oxidativo.

Entre las alternativas terapéuticas actua-
les para el tratamiento de la uveitis felina de
cualquier origen, los corticoides son los far-
macos mas utilizados (22, 74). Sin embargo,
como ya se mencionara, su efecto inmunosu-
presor agrava el desarrollo de la enfermedad
sistémica y su uso crénico a nivel ocular po-
dria desencadenar un glaucoma cortisénico
(75, 76). Asimismo, los corticoides tépicos se
absorben y, aunque en menor medida, provo-
can alteraciones similares a las producidas
luego de su administracion sistémica (4). En
este mismo sentido, los AINEs, también indi-
cados para el tratamiento de esta enfermedad,
pueden retrasar el proceso de cicatrizaciéon o
bien provocar sus reconocidos efectos adver-
sos a nivel renal, gastrointestinal y sobre los
mecanismos de coagulaciéon (4, 6).

En cuanto al pronéstico de la enferme-
dad, se carece de estudios nacionales que
avalen los resultados descriptos en la biblio-
grafia, en los que se reconoce un peor pronos-
tico en las uveitis asociadas a enfermedades
sistémicas debido a la escasa respuesta a la
terapéutica que se observa en estos casos (2).

En sintesis, las terapéuticas actualmen-
te disponibles distan de ser satisfactorias. La
alta prevalencia de la enfermedad, la falta de
respuesta al tratamiento y los efectos colate-
rales de los farmacos de uso actual fundamen-
tan la busqueda de nuevas alternativas tera-
péuticas efectivas en el control de la enferme-
dad y sin efectos adversos sistémicos o loca-
les que afecten la salud del animal. En este
contexto, la identificacion del complejo con-
junto de mecanismos bioquimicos involucra-
dos en el desarrollo de la enfermedad, que atn
no han sido completamente elucidados, po-
dria constituir una avenida fértil para el desa-
rrollo de terapias de nueva generacion. No se
dispone al presente de antecedentes clinicos
sobre el uso de compuestos que eviten o dis-
minuyan el estrés oxidativo o inhiban la sin-
tesis de NO para el tratamiento de la uveitis
felina. Sobre la base del conjunto de eviden-
cias aqui presentadas, se sugiere que la in-
corporacion de farmacos con estas propieda-
des, podrian contribuir en forma significativa
al desafio terapéutico que enfrentan los vete-
rinarios frente a esta amenaza a la calidad de
las funciones visuales de los felinos.
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INTRODUCCION

Ya a mediados del siglo XX se describe
al “prién”, proteina infecciosa, como agente
causal de las llamadas “encefalitis espongifor-
mes transmisibles” (EET). Y atn hoy es la teo-
ria mas aceptada, a pesar de que existen otras
y que contradice al dogma central de la biolo-
gia, que dice que si una particula es infeccio-
sa debe contener un acido nucleico (es decir,
informacién genética). Por ello, esta teoria fue
tan dificil de aceptar.

La encefalopatia espongiforme bovina
(EEB) o “enfermedad de la vaca loca”, el scra-
pie de la oveja y la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (CJD), en los humanos, son algunos
ejemplos de enfermedades causadas por prio-
nes. Las llamadas encefalitis espongiformes
transmisibles no estaban descriptas en el bo-
vino. El scrapie, en cambio, se conoce desde
hace mas de 200 anos, y los ingleses tomaban
medidas para controlarlo sin conocer su ver-
dadera etiologia.

¢Qué son los priones? Los priones son
pequenas particulas infecciosas de naturale-
za proteica que dan lugar a procesos nervio-
sos degenerativos conocidos como encefalo-
patias espongiformes transmisibles.

Esta hipotesis, que alude a una «protei-
na» como Unica causante de la enfermedad,
es una hipétesis polémica que describe qué
son y como se reproducen los priones.

El prién o proteina PrP%¢ proviene de la
proteina PrP celular (PrP€), una proteina nor-
mal de las membranas neuronales cuya fun-
cion exacta no estd demostrada. La enferme-
dad se produce cuando la PrP5 se acumula en
el interior de las células nerviosas, aparecien-
do entonces lesiones degenerativas con carac-
teristicas espongiformes. La proteina normal
posee una configuracién globular y por una
induccion directa se obtendria la PrPS¢, de con-
figuracién abierta. Parece ser que el cambio
de conformaciéon se debe a una simple modifi-
cacion covalente. Ambas proteinas son codifi-
cadas por el mismo gen y poseen idéntica se-
cuencia de aminoacidos. Sin embargo, su con-
formaciéon tridimensional es distinta, en clara
contradicciéon con el enunciado del Dogma
Central de la Biologia de J. Monod: «La secuen-
cia de aminoacidos determina de manera
univoca la estructura terciaria de las cadenas
polipeptidicas» (1).

Algunas encefalopatias causadas por
priones se presentan de forma esporadica, o
como un trastorno hereditario. Sin embargo,
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otras son enfermedades transmisibles, gene-
ralmente entre individuos de la misma espe-
cie, y ocasionalmente también entre distintas
especies.

La posibilidad de que esta enfermedad
haya saltado la barrera interespecie, desde una
especie de rumiante (oveja) a otra (vaca), deja
abierta la posibilidad de que después pueda
pasar al hombre, lo que la convierte en un pro-
blema de salud publica.

Pero... ¢como puede convertirse en in-
fecciosa una proteina natural? ;Coémo se ex-
plica que dentro de una misma especie pueda
presentarse bajo tantas variantes? Las multi-
ples preguntas que permanecen sin respues-
ta abogan en favor de la existencia de un agen-
te patéogeno asociado. Pero éste todavia esta
por descubrirse.

Este trabajo no pretende realizar una re-
vision de todo lo relacionado a las EET. De
hecho, casi no se discuten temas tan impor-
tantes como la epizootiologia, la sintomatolo-
gia, el diagnéstico o el control de estas enfer-
medades. En realidad, el objetivo de esta in-
vestigacién se centré en analizar las distintas
teorias que explican el origen de estas enfer-
medades, exponiendo sus argumentos y
remarcando sus puntos a favor y en contra. Y
ensayar un analisis mas amplio que abarca al
conocimiento cientifico en si mismo.

TEORIAS

Teoria viral

Fue la primer hipétesis en aparecer. Al-
gunos autores consideran que los verdaderos
agentes causantes de las EET serian virus. Los
primeros estudiosos del tema comprobaron
como el agente infeccioso obtenido de cere-
bros de ovejas muertas por scrapie o “prurito
lumbar” pasaba a través de filtros de un ta-
mano parecido al de los virus, pero que no de-
jaban pasar a las bacterias. Este hecho hizo
pensar que los agentes causales de estas en-
fermedades eran, efectivamente, virus. Y dado
el largo periodo de incubacién que presenta-
ban todas las EET, se los llamé6 «virus lentosn».

Ademas, tenian una propiedad que los
alejaba de los virus convencionales: la gran
resistencia de estos nuevos agentes a ser inac-
tivados por tratamientos fisicos como el calor
y la radiacién ultravioleta, que normalmente
inactivan a los virus. Por eso, se los denominé
«Virus no convencionales» (2,3).

Sin embargo, la presencia del supuesto
virus nunca fue demostrada. Los partidarios
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de esta teoria sostienen que el virus es tan
pequeno que es muy dificil de aislar. Algunos
autores sostienen que la PrP seria un recep-
tor viral o el producto de la replicacion virica.
Asimismo, existen indicios de que determina-
dos virus pueden resistir mas de lo que se creia
a la accion de la radiacion ultravioleta y otras
medidas fisicas.

La caracteristica de los priones de pre-
sentar distintas «cepas», cada una de ellas con
diferentes propiedades (periodo de incubacién,
susceptibilidad de uno u otro animal de labo-
ratorio, tropismo por determinada zona del
cerebro), podria explicarse facilmente median-
te la teoria viral, pues la aparicién de distin-
tas cepas es una caracteristica tipica de los
virus.

Para algunos autores, el hecho de que
no se haya aislado atin un virus no invalida la
hipotesis de su existencia, y sostienen que las
particulas viricas pueden, en determinadas
ocasiones, «esconderse» dentro de las células
y estar protegidas contra el sistema inmuni-
tario y defensivo del organismo huésped.

En cambio, tal y como afirma Prusiner,
un hecho que iria en contra de la existencia
de un virus es la ausencia total de respuesta
inflamatoria celular en los tejidos afectados
(4).

Hoy en dia, como veremos mas adelan-
te, la teoria del prién es la mas aceptada. Sin
embargo, como la hipétesis del prion no ha
proporcionado respuestas convincentes a
muchas cuestiones basicas, diversos investi-
gadores retomaron la hipétesis del virus len-
to. Asi, para L. Manuelidis, por ejemplo, el ar-
gumento de que debe descartarse que el agente
infeccioso sea un virus, debido a su insélita
resistencia a las radiaciones ionizantes y ul-
travioletas, no es valido. De hecho, existen
virus conocidos que disponen de un sistema
de reparacion del material genético que les
permite resistir niveles de radiacion similares.
La falta de respuesta inmune también puede
ser justificada, ya que existen virus lentos con-
vencionales que, como ya se menciond, esca-
pan al sistema inmune instalandose en el in-
terior de las células.

La hipétesis virica de Manuelidis no im-
plica que PrP no desempefie un papel esen-
cial en estas enfermedades. Sin embargo, en
este caso se le atribuyen funciones distintas
que en la hipoétesis del prion, defendida por
Prusiner y sus colaboradores.

Manuelidis hace especial hincapié en va-
rias caracteristicas de los agentes infecciosos,
a saber:

- La existencia de distintas cepas

- Su multiplicaciéon exponencial
Su tiempo de latencia prolongado
La infeccién del sistema mononuclear-
fagocitico.

Para los partidarios de la hipoétesis viri-
ca, la epidemia de EEB constituy6 una prueba
a favor: al quedar sobradamente demostrada
la transmisiéon por via oral, cabe preguntarse
como resiste un agente puramente proteico la
acidez y el ataque de las enzimas en el apara-
to digestivo. En cambio, muchos virus si son
capaces de sobrevivir a estas condiciones.
Manuelidis sugiere que, como el virus de la
polio, el agente infeccioso es transportado por
los glébulos blancos desde el intestino delga-
do hasta el bazo, en donde puede permanecer
latente durante 5 a 20 afnos. Este razonamiento
no es valido para un agente de naturaleza
puramente proteica.

Ante la dificultad de aislar particulas vi-
ricas, Manuelidis argumenta que una parti-
cula provista de un acido nucleico y proteinas
de proteccion puede no ser visible. Aproxima-
damente un ano después, el equipo de
Manuelidis obtuvo un gel de electroforesis con
bandas que revelaban la existencia de ARN en
extractos cerebrales de hamsters con CJD. Las
bandas no pudieron localizarse ni en cerebros
no infectados ni en las librerias genodmicas,
por lo que fueron consideradas probables se-
cuencias viricas (5).

Otros autores se preguntan: ¢Un virus
similar al Parvovirus B19 podria transmitir la
encefalopatia espongiforme?.

Ellos se basan en la hipétesis de que un
virus podria inducir a la polimerizaciéon de una
proteina normal o mutante y esto ya estaria
demostrado en el Parvovirus B19 y en las cé-
lulas falciformes (6).

La teoria viral, en definitiva, propone la
existencia de una pequena cantidad de acidos
nucleicos y una proteina, que habria de ser la
PrPs¢; pero el papel del virus seria primordial.

Teoria del virino, Teoria de las Mo-
léculas Mixtas (Holopriones) o Teo-
ria unificada

Esta hipétesis postula que el agente cau-

sal de las enfermedades espongiformes trans-
misibles podria ser una molécula quimérica,
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constituida por una proteina codificada por el
hospedador y un acido nucleico, no codifican-
te, propio del agente infeccioso. De esta for-
ma, el acido nucleico estaria protegido y ca-
muflado por la proteina del huésped (2, 3).

C. Weissmann, en 1991, es quien pro-
puso esta teoria, la cual sugiere que el agente
infeccioso estaria compuesto por dos compo-
nentes. Uno de los componentes seria la pro-
teina PrP%¢ (o “apoprion”), capaz de causar en-
fermedades transmisibles incluso en ausen-
cia de acidos nucleicos. El otro componente (o
“coprion”) es quien tendria las propiedades fe-
notipicas que definen el linaje del agente in-
feccioso (u “holoprién”). Esta teoria admite que
el acido nucleico puede encontrarse también
como un constituyente normal en las células,
siendo reclutado por al apoprion, para ser re-
plicado por las enzimas celulares, bajo esti-
mulo de la PrP%:. La presencia de PrP* seria
indispensable para la replicacion del ARN. Y
se ha propuesto que el coprién es un acido
nucleico (ADN o ARN), por ser transmisible y
mutable.

Weissmann sugirié6 que los acidos nu-
cleicos que constituyen copriones potencia-
les estan normalmente asociados a PrPsc, pero
que también pueden estar presentes de ma-
nera independiente en las células de indivi-
duos no infectados. Esta hipotesis implica que
los copriones no son esenciales para la pato-
génesis ni la propagacion.

Seguin el modelo del holoprién, PrP% se-
ria capaz de propagarse por la conversion de
PrP¢ (o de precursores formados a partir de
PrP€) en copias de si misma, mediante modifi-
caciones covalentes o cambios conformacio-
nales mediados por PrPS¢ o por el holoprion.
Una vez que el holoprion ha penetrado en una
célula, su coprién puede ser replicado por po-
limerasas celulares, proceso estimulado por
la presencia de PrP*c. El nivel de holopriones
en el citoplasma crece a medida que las PrPs
de nueva formacién se van uniendo a los
copriones sintetizados por las polimerasas.

En la segunda parte de su modelo de
propagacion, Weissmann intenta explicar por
qué las preparaciones del agente infeccioso son
resistentes a nucleasas y a radiaciones.
Weissmann afirma que el caracter infeccioso
y patogénico del holoprién radica en la protei-
na PrP%¢, de acuerdo con la propuesta de
Prusiner y sus colaboradores. Es decir, la des-
truccion del coprién no elimina el efecto in-
feccioso de un extracto de tejido contamina-
do. Si una molécula de PrP% que ha perdido
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su coprién original penetra en una célula,
puede (pero no necesariamente) reclutar un
acido nucleico que le sirva como copriéon. El
holoprion resultante posee propiedades feno-
tipicas que difieren de las del holoprion origi-
nal.

En 1994, Weissmann publica en Science
una actualizaciéon de su modelo. En esta oca-
sion, sugiere que en las células neuronales
normales, PrP¢ es transportada hasta la su-
perficie celular, de donde es endocitada y pro-
bablemente reciclada. Por infeccion de PrPSc,
las PrP° son convertidas en PrP* en la super-
ficie celular o en el interior de las vesiculas de
endocitosis. La gran estabilidad de PrPsc se
presenta como el determinante de su acumu-
lo en la célula (7).

Quienes defienden la teoria del virino,
sostienen que el acido nucleico seria dema-
siado pequenio para codificar la proteina, que
es un componente necesario del agente infec-
cioso. Y que esta proteina necesaria para pro-
teger al genoma estaria codificada por el pro-
pio huésped. La falta de respuesta inmunolo-
gica a la infeccion se explicaria sencillamente
por la ausencia de antigenos extranos (5).

Taxonomicamente hablando, los virinos
se situarian entre los virus convencionales y
los viroides.

El Nemavirus

En relaciéon con estas dos teorias, algu-
nos autores afirman que ya estaria demostra-
do que el agente causal es un virus y que con-
tiene un genoma de ADN. Segtn éstos, con el
microscopio electrénico se pueden observar
dos estructuras morfologicas bien definidas:
fibrillas asociadas al Scrapie (SAF) y particu-
las tubulofilamentosas semejantes a virus que
fueron denominadas «Nemavirus» (NVP). Es-
tas particulas poseerian una estructura in-
usual, no observada en otros virus, constitui-
da por tres capas: una externa proteica, una
intermedia de ssADN, y una mas interna, tam-
bién proteica, de PrP/SAF.

Siempre segiin estos autores, PrP° ni es
el agente ni es parte de él, y sostienen que
existiria otra proteina, codificada por el ADN
viral, necesaria para la conversion de PrP° en
PrPse (3, 8).

TEORIA DEL PRION O DE LAS PAR-
TiCULAS PROTEICAS

En 1982, el neurédlogo y bioquimico es-
tadounidense Stanley Prusiner causé una ver-
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dadera revolucion al formular la hipotesis del
prion (9), por dos motivos fundamentales:

1. Contradice el dogma fundamental de
la biologia molecular, constituido por la tria-
da ADN-ARN-proteina. Es decir: va en contra
de la afirmacion de que toda informacién ge-
nética sigue esa secuencia: desde el ADN ha-
cia el ARN y luego hacia las proteinas.

2. También va en contra del dogma de
que toda enfermedad infecciosa transmisible
esta producida por agentes que requieren
material genético (ADN o ARN) para su repli-
cacioén.

El equipo de Prusiner consigui6 aislar
extractos puros del agente infeccioso a partir
de cerebros de hamster. Entonces, observa-
ron que los métodos que degradan acidos nu-
cleicos no reducen el nivel infeccioso de los
extractos, y concluyeron que tanto ADN como
ARN estaban ausentes.

En vista de los resultados, Prusiner (na-
cido en 1942) (10) introdujo el término prién
(“Proteinaceous infectious particle”), para di-
ferenciar al nuevo agente infeccioso de otros
agentes patégenos como virus, viroides, bac-
terias, hongos o parasitos. Los priones fueron
definidos como particulas proteicas carentes
de acidos nucleicos (11).

Sorprendentemente, el gen codificante de
esta proteina fue finalmente hallado en el lu-
gar que los partidarios de la teoria del prién
menos esperaban: en el genoma del hospeda-
dor. Pero, sorprendentemente, se descubri6
que la proteina PrP presente en los organis-
mos sanos es proteasa-sensible, mientras que
la proteina PrP de los organismos afectados
por la enfermedad es proteasa-resistente (5,
12).

Hoy, la idea iconoclasta de una proteina
infecciosa se ha convertido casi en un dogma

(1).

Hay tres rasgos principales en esta teo-
ria. El primero es que el componente activo en
los priones es una proteina anormal llamada
proteina del priéon (en forma abreviada, PrP).
Las células animales normales tienen una for-
ma de PrP que se llama PrP celular (en forma
abreviada, PrP¢. Los animales infectados con
priones tienen una PrP anormal. En el scrapie,
la PrP anormal se denomina PrPse.

La propia proteina anormal dirige la con-
version de la proteina normal del huésped a
la forma anormal. En otras palabras, PrP% con-
vierte PrP¢ en PrPse.

J.S. Griffith propuso esta teoria en 1967
para explicar como los priones podian repro-
ducirse si s6lo eran proteina y no tenian acido
nucleico. El hizo esto quince afios antes del
descubrimiento de las PrP*¢y PrP°. Muchos,
en ese momento, han llamado herética a esa
teoria, porque describia la replicaciéon de un
agente patogeno sin un genoma de acido nu-
cleico (y los genes son acidos nucleicos, y los
acidos nucleicos son quienes almacenan y
transmiten la informaciéon genética en todos
los organismos conocidos) (13).

La idea de que la estructura de una pro-
teina puede ser inducida por la de otra protei-
na recuerda lo que los inmunélogos imagina-
ban a principios de la década del 40: se supo-
nia que la penetraciéon de un antigeno «mol-
deaba» al anticuerpo correspondiente. Una hi-
potesis absolutamente logica para explicar la
adaptacion exacta de la respuesta inmunita-
ria a una multiplicidad de antigenos. Final-
mente, esta hipotesis demostré ser falsa, ya
que la respuesta inmune esta inducida por la
expresion clonal de un anticuerpo ya presen-
te en el repertorio.

La hipotesis del prion, entonces, perma-
nece polémica porque rompe con los nuevos
conceptos. Aquellos que han trabajado en este
campo bajo otros paradigmas (como las hipo-
tesis del virus o del virino) son renuentes a
aceptar esta nueva teoria. Sin embargo, cien-
tificos de otros campos son mas receptivos a
aceptarla, y asi ésta ha ganado terreno en los
circulos cientificos. Esta hipotesis explica
mejor todas las observaciones sobre estos
agentes y las enfermedades que ellos causan.

Segun la teoria, a partir de una sola mo-
lécula infectante se inicia una reaccién en ca-
dena o de tipo «efecto dominé», que da lugar a
un crecimiento exponencial de la cantidad de
particulas de PrPse.

Este proceso se asemeja a la prolifera-
cion de bacterias o virus; sin embargo, no es
debido a que el prion se reproduzca, sino a la
conversion de PrP en PrPSc, catalizada por esta
ultima particula (1).

En sintesis, la hipotesis del prién pro-
pone que PrP¢, espontaneamente o por con-
tacto con PrP%, sufre un cambio de conforma-
cion que le confiere resistencia a los procesos
degradativos normales de la célula, razén por
la cual se acumula en los tejidos del huésped.
Este cambio conformacional requiere la inter-
venciéon de una proteina del huésped, deno-
minada “proteina X” (2, 9, 11).
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Principales datos que apoyan la etiolo-
gia proteica:

- PrP® no esta presente en cerebros sa-
nos, y si en los de animales enfermos.

- Los procesos que modifican o destru-
yen acidos nucleicos no tienen efectos sobre
la infectividad de los priones.

- Anticuerpos frente a PrP neutralizan la
infectividad (éstos no se producen normalmen-
te, al no existir respuesta inflamatoria).

- Cambios en la secuencia de aminoaci-
dos de la PrP se vinculan a cambios en el pe-
riodo de incubacion de la enfermedad.

- Mutaciones en el gen que codifica en
humanos la sintesis de PrP se relacionan con
el desarrollo de distintas encefalopatias espon-
giformes.

- Las placas amiloideas con PrP son
especificas de las encefalopatias espongifor-
mes transmisibles.

- Cultivos celulares infectados con PrP*e,
producen PrPse,

- PrP®¢ se sintetiza mas lentamente que
PrP¢, y se acumula principalmente en el inte-
rior celular, o extracelularmente en forma de
placas amiloideas (1).

Por el otro lado, el principal problema de
la teoria del prion es explicar como las defor-
maciones de un soélo tipo de molécula puede
dar origen a cerca de 20 cepas diferentes de
scrapie (14).

Aunque hay muchas evidencias de la va-
lidez de la hipoétesis del pridén, no existe atun
una prueba de que la actividad infecciosa se
produzca solamente por una proteina. El ex-
perimento ideal consistiria en lograr que una
proteina pura, preferiblemente recombinante,
se plegara a la forma resistente in vitro, y que
esta proteina resistente originara nueva pro-
teina in vivo (9).

La teoria viral (sea un virus aun desco-
nocido o el Nemavirus propuesto por H.
Narang) permite definir a las proteinas
prionicas como productos de la enfermedad, y
no como la causa de ésta, tal como lo propone
Prusiner (4).

TEORIA CRISTALINA

Esta teoria intenta explicar como se mul-
tiplican los priones, y postula que, al ser PrP°¢
una proteina altamente hidrofébica, podria en
un momento dado cambiar de fase para for-
mar un cristal PrP% infectivo, que seria res-
ponsable de la resistencia a la degradaciéon
enzimatica. Este cristal actuaria a modo de
nucleo de germen o nucleo al que se incorpo-
rarian nuevas moléculas idénticas.
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El cristal podria romperse, quedandose
dentro o fuera de la célula, y dando origen a
nuevos nucleos de crecimiento, lo que expli-
caria la ampliacion de PrP*¢ sin necesidad de
acidos nucleicos (15).

TEORIA DE LA INTOXICACION POR
ORGANOFOSFORADOS

Mark Purdey, un granjero ecologico de
Somerset, fue quien sospeché que la EEB te-
nia sus origenes en una intoxicacién con un
antiparasitario organofosforado. Se trata de un
insecticida que se rocia sobre la espalda del
animal a lo largo de la columna vertebral y
que se absorbe a través de la piel.

Purdey empez6 a investigar su teoria con
mayor insistencia al observar la total simili-
tud de sintomas que existe entre la EEB y la
intoxicacién crénica por organofosforados.
Esta teoria sostiene que los priones normales
estan disenados por el organismo para prote-
gerle de los ataques oxidativos de ciertas sus-
tancias quimicas que han sido activadas por
agentes perniciosos, como la luz ultravioleta.
Y considera que si los priones son expuestos
a poco cobre y mucho manganeso, se
distorsionan y pierden su funcion.

Purdey sostiene que el organofosforado,
al ser aplicado sobre la columna vertebral del
animal, absorberse a través de la piel y pasar
al interior del organismo, retiene y secuestra
el cobre. Luego, seria la alimentacién con su-
plementos de harinas animales en las que in-
tervienen los restos de gallinas alimentadas
con altas dosis de manganeso (para aumentar
su produccién de huevos) lo que habria hecho
el resto.

Desde un principio, sus investigaciones
han sido muy criticadas (16, 17).

POSTULADOS DE KOCH

En el siglo XIX, el bacteriélogo aleman
Robert Koch (1843-1910) (10), enunci6é una
serie de condiciones que un agente infeccioso
debia cumplir para ser considerado “causa” de
una determinada enfermedad. Estos enuncia-
dos se conocen como “Postulados de Koch” y
han servido como guia para el estudio de las
enfermedades trasnsmisibles.

Los enunciados de los postulados de
Koch son:

- El agente se debe encontrar siempre
en caso de enfermedad

- El agente puede ser aislado en medios
de cultivo artificiales

- La enfermedad puede ser reproducida
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en un animal de laboratorio empleando un
cultivo puro

- El agente puede ser aislado, en cultivo
puro, a partir de un animal de laboratorio in-
fectado experimentalmente.

A través de los anos, estos postulados
mostraron tener serios inconvenientes para ex-
plicar la génesis de muchisimas enfermeda-
des infecciosas, fundamentalmente virales
(18).

Ademas, los priones son tan pequenos
que aun no han podido visualizarse, ni siquiera
con el microscopio electrénico, que permite
visualizar a los virus mas pequenos (la micros-
copia electronica revela los acimulos de pro-
teina fibrilar caracteristicos de estas enferme-
dades, pero no al agente en si mismo) (13).

De hecho, las EET no satisfacen los pos-
tulados de Koch, fundamentalmente porque
los agentes no pueden ser aislados en cultivo
puro.

Por ello, y dado que estas infecciones
imponian un modelo diferente, Johnson y
Gillis propusieron tres nuevos criterios para
poder incluir también a estas nuevas enfer-
medades:

- La enfermedad debe transmitirse ex-
perimentalmente a animales o recuperarse el
agente en cultivo celular

- Debe lograrse la transmision del pro-
ceso clinicopatolégico utilizando material fil-
trado o diluciones seriadas para lograr la re-
plicacién del agente, o demostrarse la recupe-
racion del agente a partir de tejido enfermo y/
o en células apropiadas sin previas lesiones,
ya sea por microscopia electronica, inmu-
nofluorescencia o por otros métodos

- Deben hacerse estudios paralelos con
tejidos normales y enfermos para asegurarse
que el supuesto agente no es ubicuo o sim-
plemente un contaminante (18).

ANALISIS EPISTEMOLOGICO DE LAS
TEORIAS

Una teoria es una red: cada nudo es un
término, cada hilo corresponde a una hipéte-
sis o definicién. Debajo de esa red, estan las
observaciones. Las cuerdas son los enuncia-
dos tedricos mixtos o reglas de corresponden-
cia.

En el razonamiento cientifico imperante
en el siglo XVII, las teorias debian ser con-
frontadas y apoyadas por los hechos. Hoy dia
sabemos que no es posible validar una teoria
a partir de un numero finito de hechos, por

mas favorables que estos parezcan. Una
contrastacion con resultados favorables no
establece una hipétesis de manera concluyen-
te, sino que se limita a proporcionarle un ma-
yor o menor grado de apoyo (19).

Todas las hipétesis enunciadas en este
trabajo relatan hechos que “las sostienen”. In-
cluso, un mismo hecho argumenta a favor de
mas de una teoria. Sin embargo, esto no al-
canzaria para darles el estatus de “teoria cien-
tifica”.

La gente asume a menudo que los cien-
tificos se preocupan en “demostrar” las hipo-
tesis o teorias. Esta asuncién es incorrecta,
porque las hipotesis nunca pueden demostrar-
se; basicamente, las teorias sé6lo pueden
refutarse. Una hipétesis que falla a una o mas
pruebas puede considerarse refutada y ser
desechada. Si, en cambio, resiste los intentos
de refutacion, nos estaremos acercando a con-
siderarla, momentaneamente, como “verdade-

»

ra”.

Una hipétesis es valida con tal de que
pueda explicar la conducta del sistema que
describe, pero siempre es posible que tenga
que ser revisada o desechada en el futuro, en
base a nuevos descubrimientos.

Por ejemplo, la teoria viral fue la prime-
ra que pretendié explicar el origen de las en-
fermedades espongiformes degenerativas. Fue,
tal vez, la que se formul6é con menor apoyo de
observaciones cientificas, basada en la red de
conocimientos con la que se contaba en ese
entonces. Con el avance de las investigacio-
nes, debi6é ser revisada, porque, por ejemplo,
el agente en estudio resistia métodos de inac-
tivacion que los virus no suelen resistir.

Quien sostenia que una teoria era cien-
tifica s6lo si podiamos proponer una observa-
cion que pudiera “falsearla” fue el filésofo aus-
triaco Karl Popper (1902-1994) (10). Para é€l,
lo importante era lograr “refutar” una teoria.
Sin embargo, una teoria no suele ser abando-
nada ante el primer hecho que la contradiga.
Es mas, se suelen inventar algunas hipoétesis
de rescate para explicar lo que entonces lla-
man “anomalia”.

Entonces... ¢Qué pasa cuando aparece
un caso que la contradice?

Para Popper, la teoria se cae (no es “uni-
versal”). El afirmaba que una teoria que no es
refutable por ningtn suceso concebible no es
cientifica. La irrefutabilidad no es, decia, una
virtud de una teoria, sino un vicio.

68 ANALECTA VETERINARIA 2005; 25 (2): 62-72

ISSN 1514259-0



Las teorias no se transmiten como dog-
mas, sino mas bien con el estimulo a discutir-
las y mejorarlas. Una actitud dogmatica se
halla claramente determinada a verificar nues-
tras leyes y esquemas; en cambio, una acti-
tud critica (caracteristica de la ciencia) es una
disposicién a cambiarlas, a someterlas a prue-
ba, a refutarlas si fuera posible (20, 21).

Hoy en dia, sin embargo, una teoria so-
porta uno o dos casos en contra. En este sen-
tido, algunos autores dicen que una teoria se
“rectifica”, es decir, se adectia para incluir esos
casos que originalmente la contradicen (los
esquemas se reacomodan a los datos).

En el caso de las teorias que estamos
estudiando, todas presentan serias anomalias
que tienen sus teorias complementarias que
las explican. Por ejemplo, la teoria viral pre-
senta anomalias que parecen insalvables,
como la extraordinaria resistencia del agente
causal. Sin embargo, sus impulsores, enton-
ces, hablan de sistemas de reparacion genéti-
ca no demostrados que mantendrian “viva” la
teoria.

En este sentido, a medida que las inves-
tigaciones en torno a las EET avanzaban, las
observaciones registradas por los cientificos
no eran del todo coincidentes con lo hasta ese
entonces conocido. Entonces, si uno tiende a
aceptar lo que es racional, compatible con un
sistema de creencias... ¢Qué pasa cuando apa-
rece una nueva percepcion?.

Surge, como dice el filosofo estadouni-
dense Thomas Kuhn (1922-1997) (10), una
teoria “revolucionaria”, que derriba conceptos
y paradigmas establecidos previamente. Ponen
en juego descubrimientos que no pueden aco-
modarse dentro de los conceptos que eran
hasta entonces habituales (22,23). En estos
casos, no es posible pasar de lo viejo a lo nue-
vo mediante una simple adicién a lo que ya
era conocido. Ni tampoco se puede describir
completamente lo nuevo en el vocabulario de
lo viejo ni viceversa. Las distintas teorias que
explican el origen de las EET aportan a la cien-
cia nuevas palabras, necesarias para definir
lo nuevo que intenta describirse. Asi, apare-
cen términos como prién, holoprién, coprién
o virino.

En este punto, la teoria del prién es em-
blematica. Contradice nada menos que dos
dogmas fundamentales de la biologia molecu-
lar: la triada o secuencia ADN-ARN-proteina y
la creencia de que toda enfermedad infecciosa
transmisible debe estar producida por agen-
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tes constituidos de material genético (ADN o
ARN).

El logico y filésofo hungaro Imre Lakatos
(1923-1974) (10), por su parte, rechazaba las
doctrinas justificacionistas (es decir, aquellas
que afirman que una teoria cientifica puede
demostrarse) y sostenia que los enunciados
factuales no pueden demostrarse por la ob-
servacion.

Ademas, afirmaba que todas las obser-
vaciones estan cargadas teoricamente. Las
observaciones son importantes, pero detras de
las observaciones siempre hay una teoria, ra-
zon por la cual las observaciones no pueden
“derribar” teorias: una teoria no derriba otra
teoria. Las teorias, en realidad, no se enfren-
tan a la naturaleza, sino a las teorias que las
subyacen (24).

Por ello, las observaciones no son obje-
tivas. Lo objetivo es una pretension. Dicho de
otra forma: el mundo no es como uno lo ve,
sino como uno lo organiza.

Los datos no se ven solos: se ven desde
la teoria que se alberga en la mente del obser-
vador. Si a un dato lo observan dos personas
con esquemas teoricos distintos no veran la
misma cosa, porque las experiencias no estan
descriptas desde un lenguaje neutro e inde-
pendiente de las teorias.

Las hipoétesis se enfrentan con los datos
mas las teorias que los subyacen. Los datos
no pueden ser determinantes. Pueden apoyar
varias teorias. En realidad, la lucha de las teo-
rias es contra todo un ambito, y no sélo con-
tra determinados datos.

Porque las teorias siempre tienen
“contraejemplos”. Y algunas, a pesar de ser
incapaces de corroborar algunas cosas, no se
descartan. Se piensa que tal vez no tengamos
al momento los métodos o instrumentos ne-
cesarios para medirlas.

Un ejemplo lo tenemos en la Teoria Vi-
ral, que plantea que, si bien el acido nucleico
debe existir, la ciencia no cuenta aun con los
instrumentos necesarios para detectarlo.

Es muy curioso el hecho de que una mis-
ma observacion sea explicada, desde distin-
tas teorias, de una manera diferente. Por ejem-
plo, la polimerizacion de una proteina mutan-
te, la PrP®, con la consecuente formacion de
las placas amiloideas, es un hecho que nadie
discute; pero el modelo que explica como se
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producen (es decir, como se replica el agente)
es bien diferente. La teoria del priéon sostiene
que a partir de una sola molécula infectante
se inicia una reacciéon en cadena que da lugar
a un crecimiento exponencial de la cantidad
de particulas de PrPsc. Como estas no pueden
eliminarse, se depositan y acumulan en el te-
jido nervioso. Seria una conversion de PrP¢ en
PrPSc, catalizada por la misma molécula anor-
mal. Por otro lado, la teoria cristalina postula
que la multiplicacion del agente se deberia al
cristal que actuaria a modo de nucleo y al cual
se incorporarian nuevas moléculas idénticas.
Este cristal podria romperse, quedando den-
tro o fuera de la célula, y dando origen a nue-
vos nucleos de crecimiento. Esto explicaria la
ampliacién de PrP* sin necesidad de acidos
nucleicos.

Cada teoria, o mejor aun, cada “progra-
ma de investigaciéon cientifica”, tiene un “nua-
cleo” firme, tenazmente protegido contra las
refutaciones mediante un gran “nudo protec-
tor” de hipoétesis auxiliares. Incluso es facti-
ble “inventar” una hipétesis que explique cual-
quier anomalia que se presente.

De hecho, todos los programas, incluso
los mas conocidos, tienen problemas o ano-
malias no debidamente solucionados.

Porque la ciencia no sélo debe hallar una
hipétesis sustentable, sino también, y quizas
en mayor medida, debe incorporar el conteni-
do de tal hipotesis en un sistema teérico de
conocimientos.

Lakatos también sostenia que no tiene
que haber, necesariamente, s6lo una teoria.
Mas aun, decia que es bueno trabajar con dos
o mas programas de investigaciones cientifi-
cas a la vez (24). Y en nuestro caso, como Vvi-
mos, conviven distintas teorias que tienen mas
o menos fuerza.

Algunas observaciones favorecen una
teoria y otras, por el contrario, la contradicen.
Por ejemplo, la existencia de distintas cepas
de priones induce a pensar en una etiologia
de tipo viral, pero la ausencia de respuesta
inmune e inflamatoria va en contra de esta
teoria. Por otro lado, la existencia de diferen-
tes cepas es muy dificil de interpretar desde
la teoria proteinica pura, pero ésta se fortale-
ce cuando se observa que los procesos que
modifican o destruyen acidos nucleicos no tie-
nen efectos sobre la infectividad de los prio-
nes.

Entonces ¢pueden coexistir varias teo-

rias igualmente verdaderas sobre los mismos
datos?. Si, que los datos coincidan con una
determinada teoria no le dan a ésta el carac-
ter de “Gnica”. En Ciencias Sociales es comun
la coexistencia de varias teorias acerca de un
mismo hecho; en Ciencias Naturales, en cam-
bio, generalmente las teorias suelen ser suce-
sivas.

Kuhn sostenia que las revoluciones cien-
tificas son un cambio repentino e irracional
de punto de vista. Lakatos decia que, en reali-
dad, lo que normalmente sucede es que un
programa de investigaciéon progresivo sustituye
a uno regresivo. Y que desde un paradigma se
puede conversar de otro paradigma. Pero...
¢Cual elegimos?

Si uno de los programas de investigacio-
nes cientificas tiene mayores posibilidades de
prediccion y ampliacién de conocimientos y
vemos que va delante de la experiencia, pode-
mos catalogarlo como “progresivo”. En cam-
bio, cuando el programa sé6lo termina respon-
diendo a los desafios del otro programa, esta-
mos ante uno que se muestra como “regresi-
vo”. Para Lakatos, lo mas importante es que la
teoria debe lograr “predecir” los hechos.

En esta misma linea, sin condenar a priori
ninguna creencia (admitiéndolas, en principio,
a todas a titulo de hipétesis), la ciencia propo-
ne procedimientos para establecer cual es la
mejor hipotesis, o la mas digna de crédito.
Sostiene que debera ser adoptada aquella
creencia que resulte mas eficaz para “prede-
cir” el comportamiento del objeto al cual se
refiere, lo que debera constatarse de modo di-
recto, construyendo consensuadamente los
contextos en los que deberan efectuarse las
constataciones perceptuales mismas.

Es decir, la ciencia dispone examinar
todas las opiniones a titulo de hipoétesis y se
compromete a decidir por una de ellas de con-
formidad con lo que los hechos parecen dicta-
minar, mediante una metodica comprobacién
de la eficacia predictiva de cada una de las
hipétesis en juego.

Una teoria perdura mientras no haya otra
mejor que la reemplace. Hoy, la teoria del prion
es la mas aceptada, aunque atn no podemos
descartar a las otras hipétesis mencionadas.
De hecho, la hipétesis del prion no siempre es
pertinente para explicar y predecir el compor-
tamiento del agente de la EEB, mientras que
los razonamientos virologicos clasicos permi-
ten una aproximaciéon mas pragmatica.
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Ahora... ¢Cuando una teoria puede con-
siderarse verdadera?

Como vimos, en un primer momento se
pedia que fuera “verificable”. Luego, se la ana-
lizaba “por la negativa” (es decir, debia demos-
trarse que no lo era). Y finalmente, se trans-
form6 en una cuestiéon “probabilistica” (aun-
que existan casos negativos, si el mayor por-
centaje de casos cumple con las premisas se
consideraba valida. Ej.: un gato con tres patas
sigue siendo un gato, aunque por definicion
deba tener 4 patas).

Y ... ¢Qué nivel de precisiéon deben tener
las teorias en sus enunciados?

Es una tipica treta de adivino predecir
cosas de manera tan vaga que dificilmente fra-
casen sus predicciones: asi éstas se hacen irre-
futables. Porque si son muy imprecisas siem-
pre seran verdaderas (positivas). Ejemplo: “Eso
no es un gato”. Puede ser verdadero, pero no
nos aporta nada. Por el contrario, si son muy
precisas siempre seran falsas (negativas) (25).

Otro tema a considerar es cuando las teo-
rias tienen consecuencias politicas y/o comer-
ciales. En estos casos, sus defensores suelen
decir que es por esta razén que no son muy
tenidas en cuenta. Sea esto cierto o no, mu-
chas personas piensan que en esta historia
estan de nuevo implicados los lobbies o gru-
pos de influencia de la industria farmacéuti-
ca, que quieren evitar a toda costa que a la
hipétesis de Purdey se le dé credibilidad. Desde
el Ministerio de Agricultura britanico se ha
intentado constantemente desacreditarlo y las
investigaciones efectuadas para corroborar o
negar su teoria han sido realizadas, segin sus
defensores, muy superficialmente (16).

Otras teorias, en cambio, parecen opo-
nerse a lo que la comunidad cientifica acepta.
En estos casos, corremos el riesgo de atar
nuestras mentes a los dictados de aquellos
que, coyunturalmente, han sido consagrados
como exponentes actuales de la ciencia (26).
De ser cierta, la descripciéon del Nemavirus
como agente causal, en lugar del prién, po-
dria ser un buen ejemplo.

Por ultimo, es de interés comentar que
en internet se pueden leer opiniones que sos-
tienen que estas enfermedades son consecuen-
cia directa de la alimentacion “artificial” de los
bovinos; es decir, de la “antinatural” idea de
alimentar con productos de origen animal a
especies que son naturalmente herbivoras, no
adaptadas a tal tipo de alimentacion, y que
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por ende no pueden “deshacerse” de algunas
de las proteinas que ingieren. Segin estas
ideas, las EET serian, en realidad, intoxica-
ciones por acumulacion de proteinas anéma-
las (los priones) en el tejido nervioso del hués-
ped.

Como se puede apreciar, estas enferme-
dades han dado origen a muchisimas teorias
explicativas, con mas o menos asidero, pero
lo cierto es que hoy todas estas teorias convi-
ven, dejando muy claro que el enigma atn no
esta definitivamente resuelto.

CONCLUSIONES

Con respecto al origen de las enferme-
dades espongiformes transmisibles, parece que
lo mas prudente seria no dogmatizar en un
campo en el que nuestros conocimientos pa-
recen tan limitados. Si en el futuro se confir-
ma la hipotesis del prion, el dogma de la gené-
tica clasica habra sido atrapado en falta. Y, a
la inversa, si el modelo de la proteina infec-
ciosa queda invalidado, el gran avance de co-
nocimientos que ha acaecido en los ultimos
anos se habra debido, paraddjicamente, a una
hipétesis inicial inexacta.

De ser cierta la teoria del prién, sin du-
das éste seria uno de los descubrimientos bio-
logicos mas importantes del siglo XX (13). Es
importante destacar que esta teoria no solo
postula la existencia de un agente nada con-
vencional, cuyas caracteristicas bioldgicas
contradicen principios basicos de la biologia,
sino que ha generado mas dudas que certe-
zas; en estas dudas la ciencia debera trabajar
a los fines de darles una respuesta, y asi brin-
dar mayores precisiones sobre uno de los agen-
tes infecciosos que mas polémica ha generado
en los ultimos afios.
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Normas generales de redaccion

Los manuscritos deberan ser enviados para
su publicacion al Comité editorial en idioma espa-
nol o inglés. Deberan enviarse por triplicado en hoja
tamafo A4 (210 x 297 mm), numeradas correlati-
vamente y escritas a doble espacio, simple faz, con
un margen de 4 cm a la izquierda y no menor de 2
cm en el derecho. Debera enviarse ademas una
copia en disquete (MS-Word 2000® o Word Perfect
8.0%); dos de las copias no deberan contener el nom-
bre de los autores ni su filiacién cientifica. Los
autores deben retener una copia de todo el mate-
rial enviado inclusive fotografias ya que no se acep-
tara responsabilidad por dafno o pérdida de traba-
jos.

Las fotografias en blanco y negro podran ser
incluidas en numero no mayor a 3 por articulo.
Otras inclusiones de fotografias en blanco y negro
o en color tendran un cargo extra y estaran a cargo
de los autores. Las versiones electronica y en CD-
ROM de la revista podran contener fotografias co-
lor sin costo para los autores. La inclusién de foto-
grafias color en el material impreso debera ser ex-
presamente solicitado al editor. El material envia-

do estara listo para su reproduccién, podran en-
viarse fotografias o graficos en formato TIF, CRD,
JPG, GIF o BMP. El costo de cada articulo sera de
$ 50 hasta 7 hojas (publicadas) y $ 10 por cada
hoja adicional que debera ser abonado por los au-
tores indefectiblemente antes de su publicacion.

Las unidades de medida se expresaran si-
guiendo las normas del Sistema Internacional de
Unidades. El material enviado sera analizado para
su publicacién por el Comité Editorial, el que lo
sometera a consideraciones del referato externo.
El Comité Editorial informara al autor del trabajo
de las correcciones y/o recomendaciones sugeri-
das por el evaluador y determinara en funcion de
ello la aceptacion o rechazo del mismo. Si hubiere
correcciones, las mismas deberan ser efectuadas
por los autores en un plazo maximo de 6 meses,
caso contrario se considerara el trabajo como "re-
chazado". Se deja constancia que el hecho de reci-
bir un trabajo no conlleva la obligacion de su pu-
blicacién por parte de AnaLeEcta VETERINARIA. Una vez
aceptado el trabajo se enviara a los autores la "prue-
ba de galera" para su correccion, la que debera ser
devuelta en un plazo no mayor de 15 dias. La falta
de respuesta luego del plazo estipulado se enten-
dera como una aceptaciéon de la misma. El envio
de un trabajo a AnNaLEcTA VETERINARIA debera reali-
zarse con el consentimiento de todos los autores.
En todos los casos se tomara como fecha de remi-
sion la del timbre postal correspondiente.

La falta de cumplimiento de cualquiera de las
normas implica la devolucién del trabajo para su
adecuacion. La Facultad no se hace solidaria con
las opiniones vertidas en los trabajos, siendo los
autores los Unicos responsables. Tampoco se hace
responsable ni respalda la publicidad incluida en
la revista.

Normas particulares de redaccion:
1.Trabajos de investigacion:

No deberan exceder de 30 paginas, incluyendo 25
citas bibliograficas. Deberan ser inéditos y estaran orga-
nizados de la siguiente manera.

a)Titulo: sera breve, preciso y reflejara el contenido del
trabajo. A renglén seguido se indicara el nombre y apelli-
do (s) del autor, acompanados de sus grados académicos
mas importantes, separando los autores por una coma. A
renglon seguido se senalara el nombre de la institucion,
catedra o laboratorio a la que pertenece, asi como su di-
reccién postal, niumero de fax, y direccién electrénica si
la posee. Cuando haya mas de un autor que pertenezca a
diferentes instituciones, catedras o laboratorios, las mis-
mas seran identificadas con un numero arabigo superin-
dice, después del apellido. Agregar un titulo resumido de
un maximo de 40 caracteres (considerar espacios y sim-
bolos como caracteres).

b)Resumen: sera redactado en castellano y en inglés
(abstract) incluyendo ademas en este ultimo caso el titulo
en idioma inglés. El resumen debera sintetizar los objeti-
vos principales del trabajo, la metodologia empleada, los
resultados mas sobresalientes y las conclusiones que se
hayan obtenido. No superara tanto en espafiol como en
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inglés las 200 palabras.

c)Palabras clave: al finalizar el resumen y el "abstract" en
rengléon aparte, deberan consignarse palabras clave, cin-
co como maximo, colocandolas bajo el titulo Palabras cla-
ve o "Key Words" segun corresponda.

d)Introducciéon: se sefialaran los antecedentes sobre el
tema, citando la bibliografia mas relevante y especifican-
do claramente los objetivos y el fundamento del trabajo.

e)Materiales y Métodos: toda técnica nueva debera deta-
llarse para facilitar su comprension. Se evitara pormeno-
rizar sobre métodos ya experimentados, citandose los ma-
teriales utilizados en la realizacion del trabajo. En los ca-
sos en que el diseno experimental requiera una evalua-
cion estadistica, se indicara el método empleado.

f)Resultados: se presentaran en forma clara, ordenada y
breve.

g)Discusién: incluira la evaluacién y la comparacién de
los resultados obtenidos con los de otros autores, indi-
cando las referencias bibliograficas correspondientes. Las
conclusiones deberan sustentarse en los resultados ha-
llados, evitando todo concepto vago o condicional.

h)Agradecimientos: colaboraciones, ayuda técnica, apoyo
financiero, etc. deberan especificarse en agradecimien-
tos. Estas personas deberan conceder su permiso para
ser nombradas.

i)Bibliografia: debera escribirse en hoja aparte ordenada
segln aparece en el texto y numerada correlativamente
con numeros arabigos, contendra todas las citas mencio-
nadas en el texto teniendo en cuenta el siguiente formato:

Autores: Apellido, seguido por las iniciales del/los
autor/res separados del siguiente autor por coma. Titu-
lo: completo del trabajo en el idioma en que fue publica-
do. Nombre de la revista o publicacion donde aparece el
articulo abreviada de acuerdo al "US National Library of
Medicine (NLM)" que usa el Index Medicus (http://
www.nim.nih.gov). En forma seguida el afno de publica-
cion; en forma continuada el numero de volumen de la
revista, seguido de coma y el numero de la revista (si lo
posee), dos puntos, seguido del nimero de paginas de ini-
cio y terminacion del trabajo. Ej.

1.Rodriguez-Vivas RI, Dominguez-Alpizar JL. Gru-
pos entomolégicos de importancia veterinaria en Yuca-
tan, México. Rev Biomed 1998; 9 (1):26-37

En el texto del trabajo hacer referencia mediante
numeros arabigos entre paréntesis.
Si se tratase de trabajos publicados en libros:

Apellido y nombres en forma similar al indicado para
revistas periddicas. A continuaciéon el nombre del libro,
edicion, editorial, ciudad, pais entre paréntesis, segui-
das del anio de publicacién y paginas consultadas. Ej.

1.Plonat H. Elementos de Analisis Clinico Veteri-
nario, Ed. Acribia. Zaragoza (Espafia), 1984; p.45-75

Las tablas se presentaran en hojas separadas y con
titulos completos ubicados sobre el margen superior y nu-
merados con numeros arabigos, debera incluirse ademas
el titulo en inglés. Los graficos se presentaran también en
hojas separadas pero con titulos explicativos ubicados al
pie de los mismos y numerados consecutivamente con nu-
meros romanos debiéndose incluir ademas el titulo en in-
glés. Las tablas, graficos o fotos se adjuntaran al final del
manuscrito debiéndose indicar en el texto la posicion co-
rrespondiente "insertar" tabla N° o grafico N° o foto N°.

Las fotografias deberan remitirse con la numeracién en el
reverso escrito con lapiz (o pegar una etiqueta de papel)
de acuerdo a su secuencia en el texto, asi como también
indicarse el titulo y el autor del trabajo y cual es la parte
superior de la misma. El tamafio debera ser de 10 por 15
cm, pudiendo reducirse en la publicacién por lo que se
sugiere la buena calidad del detalle que se quiera resal-
tar. Cada foto debera ser acompanada de una breve rese-
na explicativa de la misma en espanol y en inglés.

II. Articulos de revision

Versaran sobre temas relevantes incluyendo una re-
visién bibliografica adecuada y sus autores deberan tener
idoneidad en los mismos. Estos articulos incluiran las si-
guientes secciones: titulo, titulo en inglés, resumen,
"abstract", texto, agradecimientos y bibliografia. La ex-
tension de estos trabajos no excederan las cincuenta pa-
ginas y sesenta citas bibliograficas.

El autor no debera solamente realizar una recopila-
cion bibliografica exhaustiva, sino que ademas debera ha-
cer una discusién critica sobre el tema considerado, des-
tacando la trascendencia actual y futura y los puntos so-
bre los que existan diferencias de opiniéon.

III.Comunicaciones breves

Esta seccién estara destinada a la comunicacién de
hallazgos preliminares en trabajos de investigacién en mar-
cha y a la descripciéon de nuevas técnicas (de laboratorio,
quirurgicas, de produccién), hallazgos clinicos exoéticos o
poco frecuentes, etc. Su organizaciéon debera seguir el li-
neamiento general indicado en el Item I. No deberan exce-
der las dos paginas incluyendo no mas de 10 citas biblio-
graficas.

IV.Informacién institucional

Esta seccion sera destinada a difundir todas aque-
llas actividades o informaciones de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata
que tengan una relaciéon directa con los objetivos dispues-
tos para la presente publicacion.

V.Cartas al editor

En esta seccion se incluiran actualizaciones breves
y comentarios sobre articulos ya publicados. Las cartas
(hasta 1000 palabras de texto) deberan ser en formato
carta y no se dividiran en secciones. Las cartas comenza-
ran con una introducciéon breve sobre la relacion del tema.
Incluir desarrollo de métodos; referencias, en no mas de
cinco; y figuras o ilustraciones, en no mas de dos.

Correspondencia

Toda correspondencia dirigida a esta revista
debera realizarse a la siguiente direccion:

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA

CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA

TEL/FAX: 0221-4257980

Desde el exterior: +54-221-4257980

E-mail: analecta@fcv.unlp.edu.ar
http://www.fcv.unlp.edu.ar/analecta/analecta. html
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