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Resumen

El sistema de los factores de crecimiento insulino-similes (IGF)
se halla involucrado en diferentes aspectos de la regulacién ce-
lular y tisular, como asi también en el desarrollo y el crecimien-
to corporal. Este sistema depende de la interaccién entre ligan-
dos (IGF-1, IGF-II), receptores (Tipo I, Tipo II), proteinas liga-
doras o transportadoras (IGFBP-1 a -6), y proteasas especificas
para las IGFBPs. La accién de los IGFs se encuentra regulada
por diferentes factores y estimulos, tales como la hormona de
crecimiento, que actian a diversos niveles. El desarrollo de nue-
vos métodos para analizar los diferentes componentes del sis-
tema de los IGFs ha aportado elementos adicionales para la eva-
luacién, diagnéstico y seguimiento de pacientes con alteracio-
nes del crecimiento.

Palabras clave: factores de crecimiento insulino similes
* proteinas transportadoras * receptores * regulacién *
proteasas * crecimiento * desarrollo * fosforilacién * ma-
triz extracelular * métodos de ensayo.

Summary

The insulin-like growth factor system is known to be involved in
different aspects of cellular and tissue regulation, as well as in
body growth and development. This system depends on the inte-
raction between ligands (IGF-I and IGF-11), receptors (Type I and
Type 1), binding proteins (IGFBP-1 to -6), and proteases which
are specific for IGFBPs. The action of IGFs can be modulated by
different factors and stimuli, such as growth hormone, which ex-
ert their control at different levels. The development of new met-
hods for the analysis of the different constituents of the IGF sys-
tem, have provided alternative tools for the evaluation, diagno-
sis and follow-up of patients with growth impairment.

Key words: insulin-like growth factors * binding proteins
* receptor * regulation * growth * developmeni * phos-
phorylation * extracellular matrix * assay methods.
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Introduccién

Los factores de crecimiento ingulino simi-
les (IGF), o somatomedinas, pertenecen a un
grupo de péptidos circulantes que juegan un
papel muy importante tanto en el crecimien-
to como en el desarrollo humano v de otros
vertebrados {7) (2). Los IGF constituyen una
familia de péptidos estructuralmente relacio-
nados con la insulina (3), que se descubrie-
ron inicialmente en base a su actividad co-
mo factores de sulfatacién del cartilago, y a
su capacidad para reemplazar la actividad
de Ia hormona de crecimiento (GH) (4). Pos-
tertormente, se demastrd que tenian otros
efectos v se los denomind insulino similes.

Kl sistema de los IGF estd integrado por
dos factores de crecimiento insulino-similes
(el IGF-I v el IGF-II), que son reconocidos
por dos receptores especificos, el de tipo I y
el de tipo I1. También forman parte de este
sistema una serie de proteinas ligadoras o
transportadoras (IGFBP), de las cuales se
han descripto seis, y proteasas especificas
para estas IGEBP (5} (6).

La evidencia acumulada hasta el mo-
mento sugiere que es el IGF-I ¢l que actia
como mediador de las acciones promotoras
del crecimiento de la GH (7) (8). El IGF-I
puede ejercer todas las acciones promoto-
ras del crecimiento de la GH, aunque no se
conoce bien cudles son los roles relativos de
ambos en el crecimiento y desarrolle nor-
mal (5).

El modelo de accién még aceptado para
este sistema propone que la GH actie con-
trolando los niveles de IGF-I, y que sea el
IGF-1 el que tenga accién a nivel celular. Los
niveles de IGF-I total circulante generalmen-
te correlacionan bien con la secrecion de GH
en la vida post-natal, y la expresidn global
de IGF-1 es mayoritariamente un reflejo de
los niveles de GI. El crecimiento post-na-
tal esta asociado con la expresion de IGF-1,
v la mayor parte de la actividad de GH es
mediada por este IGF. Sin embarga, los IGF
son también sintetizados localmente en mul-
tiples tejidos v tienen asi potencialmente ac-
cion paracrina v autocring, De hecho, las
acciones de los IGT en el feto son principal-
mente por via autocrina/paracrina, e inde-
pendientes de la GH. Por otro lado, los IGF
poseen efectos hipoglucemiantes in wvivo,
aunque controlados por la presencia de pro-
teinas ligadoras, como serd descripto pos-
teriormente.
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El avance en el conocimiento de las alte-
raciones de este sistema en diversas situa-
ciones, ha despertado gran interés por las
posibles aplicaciones clinicas de esta clase
de factores de crecimiento en el tratamien-
to de patologias como Diabetes mellitus, os-
teoporosis, estados de resistencia ingulini-
ca extrema, insuficiencia renal erdnica, dis-
trofia mioténica, neuropatia periférica, v es-
pecialmente en casos de nifios con resisten-
cia a la GH.

Esta revigién resume los conceptos mas
aceptados sobre cada uno de los componen-
tes del sistema de los IGF, asi como su es-
tructura, accienes bioldgicas y métodos de
ensayo aplicables al laboratorio clinico.

Ligandos

Kl IGF-I, el IGF-II y la insulina constitu-
ven una familia de hormonas relacionadas
estructuralmente {fig. 1}, mostrando aproxi-
madamente 40-50% de homologia de secuen-
cia de aminodcidos entre ellas (8-10).

Los IGF circulantes son mayoritariamen-
te péptidos de 70 aminoacidos que, al igual
que la insulina, contienen un dominio A y
uno B. Sin embargo, difieren de la insulina
en dos aspectos:

1) retienen el péptido conector C;

2) contienen una secuencia adicional, el
dominio D, en su extremo carboxilo ter-
minal. Estos IGF son sintetizados como
moléculag de pre-pro IGF, conteniendo
un péptido sefial y un péptido de exten-
sign, el péptido E. Estos dos péptidos son
removidos durante las etapas de proce-
samiento que Hevan al IGF maduro.
Hay evidencias de qile estas reacciones
pueden ocurrir en el aparato de Gelgi
trans, o en las vesiculas secretorias. En
algunas especies, existe més de un pép-
tido sefial asociado con €l IGF maduro.

Se ha encontrado que el IGF-1 aislado de
cerebro, de utero y de calostro bovino, no
contiene los tres primeros restos de aminoa-
cidos del extremo amino terminal {Gly-Pro-
Glu) (11). La remocion del tripéptido presu-
miblemente resulta de un evento post-tra-
duccional, aungue el mecanismo bioguimi-
co ain no se ha identificado. Esta forma trun-
cada de IGF-I tiene una potencia bioldgica
mucho mayor que el IGF-I intacto, princi-
palmente porque tiene una menor afinidad
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por las IGFBP. De esta mane-
ra, aumenta su disponibilidad
para interactuar directamen-
te con el receptor de IGF-I.

La molécula de IGF-I ha si-
do altamente conservada a lo
largo de la evolucién de los ver-
tebrados (3).

ESTRUCTURA Y EXPRESION
DEL GEN DE IGF-|

El IGF-I es codificado por
un gen de copia simple, loca-
lizado en el cromosoma 12 en
los humanos (I12) y en el 10 en
el ratéon (13). Poseen una ex-
tensién de por lo menos 90 kb
de ADN cromosomal. El ana-
lisis por Northern Blot del
ARNm aislado tanto de tejido
hepatico como extra-hepatico,
y de diferentes estadios de de-
sarrollo, muestra la presencia
de multiples transecriptos, con
tamanos de 0,8-7,5 (3). Los ge-
nes de IGF-T humano y de ra-
ta poseen multiples sitios de
inicio de la transcripcion a lo
largo de una region de aproxi-
madamente 350 pares de bases
de extension. La expresion del
ARNm de IGF-1 producto de
cada uno de estos sitios alter-
nativos de iniciacién de la
transcripceidn, es especifica de
tejido y se encuentra regulada por factores
hormonales y dependientes del desarrollo.

ESTRUCTURA Y EXPRESION
DEL GEN DE IGF-II

El gen de IGF-II humano tiene una ex-
tensién de aproximadamente 30 kb de ADN.
Se encuentra sobre el extremo distal del bra-
zo corto del cromosoma 11, adyacente al ex-
tremo 3’ del gen de la insulina (14). Bl gen
de IGF-II consiste de 9 exones; sin embar-
go, el péptido maduro es codificado por los
exones 7, 8 y 9. El exén 9 contiene ademds
una extensa serie de repeticiones termina-
les con multiples secuencias AUUUA (el 3'-
UTR), cuya presencia podria explicar la re-
lativa inestabilidad del ARNm (8). La ex-
presién del gen es controlada por 4 promo-
tores diferentes (P1-P4) que preceden algu-
nos de los exones leader. Al igual que en el

__Fig. 1. |
B30 ,,
\ B
A21

INSULINA PROINSULINA
IGF (1) IGF (1)

Estructura terciaria propuesta para la familia de péptidos rela-
cionados con los factores de crecimiento insulino-similes: IGF-
I, IGF-II, insulina y proinsulina.

gen del IGF-I, estos exones leader codifican
para miiltiples 5-UTR. En la especie huma-
na, los promotores son activados diferencial-
mente, en forma dependiente del tejido y de
la etapa de desarrollo.

De la misma forma que para el IGF-I, se
producen miltiples transcriptos de ARNm
para IGF-1I (2,2-6,0 kb), pero en este caso
la heterogeneidad en el tamafio del promo-
tor se produce como consecuencia de la uti-
lizacién alternativa de multiples sitios de
poliadenilacién (15},

Por iltimo, y a diferencia del IGF-I, los
ARNm del IGF-IT codifican para un pépti-
do E y un péptido sefial sencillos.

Receptores

Los IGFs ejercen sus acciones biolégicas
por medio de su unién a una familia de re-
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ceptores especificos de membrana plasma-
tica. Ellos son el receptor de IGF de tipo I
v el receptor de IGF de tipo Il {I16) (fig. 2).
En esta seccién serd deseripto inicialmente
el receptor de insulina, y luego los recepto-
res especificos para los IGF. Finalmente se
describirdn los receptores hibridos IGF/in-
sulina que han sido aislados de distintos te-
jidos, ¥ que podrian inducir efectos simila-
res a los de los receptores de IGF, al menos
in vitro.

RECEPTOR DE INSULINA

Este receptor es una glicoproteina rica
en manosa de PM 350 kDa (17). Esta cons-
tituido por un tetramero, con dos subuni-
dades o (PM 135 kDa) y dos p (PM 95 kDa).
La subunidad o es enteramente extracelu-
lar y contiene los sitios de unidn para la in-
sulina. En la subunidad $ se hallan los si-
tios de fosforilacién y la actividad de tirosi-
na kinaga (TK). Asi, el receptor posee tres
dominios: uno extracelular, otro que presen-
ta interacciones hidrofébicas con la mem-
brana plasmatica y el tercero intracelular
o citoplasmadtico (fig. 2).

Luego que la insulina se ha unido a su
receptor, se estimula la fosforilacion de la
subunidad P del mismo (autofosforilacién)
{18)}. Esta reaccién es muy rapida y ocurre
sobre residuos de tirosina. Como consecuen-
cia, el receptor adquiere actividad de TK.
Subsecuentemente son fosforilados otros si-

dominio
extracelular

membrana

tios sobre el receptor de insulina, en resi-
duos de serina y treonina.

En ciertos tejidos tales como el cerebro,
la estructura del receptor de insulina es al-
go diferente: posiblemente difiera en el gra-
do de glicosilacién de las subunidades o (19).
Sin embargo, el receptor de insulina de ce-
rebro no es internalizado y su rol es desco-
nocido.

La sola presencia del receptor de insuli-
na no asegura la respuesta del tejido a di-
cha hormona. Este receptor se ha encontra-
do en tejidos en los cuales no se conoce una
accién especifica de la insulina. Este es el
caso de las células neuronales en cultivo y
de las células sanguineas circulantes. En par-
ticular, las células neuronales en cultivo re-
quieren de insulina y otros factores de cre-
cimiento (IGF, FGF) para diferenciarse. En
presencia de estos factores se observa un au-
mento en la produccién de neuritas, exten-
siones celulares, sintesis de ARNm total, y
en particular de ciertas proteinas como la
tubulina (20) (21). Sin embargo, no respon-
den a la insulina en una forma clasica (es-
to es, aumentando la captacién de glucosa
o la sintesis de glucégeno), aunque aumen-
tan la captacién de aminoacidos en presen-
cia de insulina. En otras palabras, la res-
puesta a la insulina es especifica del tejido.

El receptor de insulina no sélo une insu-
lina con alta afinidad, sino que también es
capaz de unir IGF-1 e IGF-II (aungue con
menor afinidad).

Dominios ricos
en rastos
de cisteina

plasmética |

dominio ]
intracelular L

Receptor
IGF-|

Receptor
Insulina

Dominios con
actividad de
j Tirosina quinasa

Receptor hibrido
IGF-1 / Insulina

Receptor
MEP/IGF-i|

Estructura de tos receptores para IGF de tipo |, insulina, hibrido insulina-IGF-| y el receptor para

IGF de tipo II/M6P.
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RECEPTOR DE IGF DETIPO |

Este receptor es muy semejante al recep-
tor de insulina. Esta formado por un tetra-
metro del tipo oy, (3) (8) (22) (fig. 2). Las
subunidades o poseen un PM aproximado de
125 kDa y las B de 90 kDa. El receptor po-
see tres dominios: uno extracelular consti-
tuido mayoritariamente por la subunidad «,
donde se halla el sitioc de union para el li-
gando; un dominio hidrofébico en contacto
con la membrana; y uno hidrofilico intrace-
lular que incluye la actividad de TK del re-
ceptor, los sitios de fosforilacién de tirosina
y el sitio de unién al ATP. Después de la unién
del IGF al receptor de tipo I, se estimula la
fosforilacién en restos de tirosina de la su-
bunidad B, no sélo del receptor de tipo I si-
no también del receptor de la insulina. -

El receptor de IGF de tipo I es codifica-
do por un gen de copia simple, localizado en
el extremo distal del brazo largo del cromo-
soma 15 (8). Este gen, al igual que el gen
del receptor de la insulina, consiste de 22
exones que ge expanden como minimo a lo
largo de 100 kb del ADN cromosomal (23).
A diferencia del gen del IGF-1, el gen del re-
ceptor de IGF de tipo I en el humano v en
la rata posee un sitio principal de iniciacidn
de la transcripeién que define una especie
de ARNm predominante de 11 kb (24). El
péptido senal y las subunidades o y B son
sintetizadas colinealmente como componen-
tes de un receptor precursor {pre-pro-recep-
tor) de 1367 aminodcidos. Durante el pro-
cesamiento en el reticulo endopldsmico, el
péptido sefal se escinde y el pro-receptor
resultante es glicosilado en varios sitios de
N-glicosilacién, formando asi una glicopro-
teina de 180 kDa. La separacién de las su-
bunidades o ¥ B ocurre en una zona de 4
aminodcidos bdsicos (Arg-Lys-Arg-Arg) lo-
calizados después del residuo 706. Las su-
bunidades posteriormente se vuelven a unir
por puentes disulfuro. La forma tetraméri-
ca final del receptor se logra por unién de
dos dimeros off a través de otros puentes
disulfuro (3).

La unién de IGF a la subunidad o extra-
celular ocurre en dominios ricos en cistei-
na.

El receptor de IGF de tipo I une igual-
mente IGF-I e IGF-II con alta afinidad (10-10
M), mientras que su afinidad para la insu-
lina es mucho menor (10-8) (3). Estas dife-
rencias en las afinidades de unién entre el

receptor de insulina y el de IGF de tipo I, ¥
sus ligandos, probablemente se deban a di-
ferencias en la subunidad .

Estudios de unién de ligandos marcados
areceptores de superficie, han revelado otra
diferencia importante entre los receptores de
insulina y los de IGF de tipo I (8) (25). Los
ensayos de unidn del receptor de IGF de ti-
po I generalmente dan graficos de Seatchard
lineales, sugiriendo una clase tnica de re-
ceptores. Por el contrario, los receptores de
insulina cldsicamente generan graficos cur-
vilineos, sugiriendo la existencia de multi-
ples sitios receptores, o de cooperatividad ne-
gativa. Sin embargo, no se conocen las ba-
ses estructurales de estos fendmenos.

La subunidad B del receptor de IGF de
tipo I estd formada por un dominio extra-
celular corto involucrado en la union a la
gubunidad ¢, un dominio transmembrana y
un dominio citoplasmético que contiene la
actividad de TK. El dominio de TK se en-
cuentra altamente conservado en diferen-
tes especies, y contiene una secuencia de con-
sengo para la unién al ATP, asi como mil-
tiples residuos de tirosina pasibles de ser
fosforilados cuando el ligando se une a la
subunidad o.

En el caso de varios receptores de hor-
monas y factores de crecimiento, entre los
que se encuentran los de la ingulina y el IGF,
se ha encontrado que posteriormente a la
unién del ligando, se produce una agrega-
cién de receptores seguida por la autofosfo-
rilacién de ciertos restos de tirosina en una
de las subunidades p. Este es un fenémeno
descripto por Jacobs y Cuatrecasas en 1986;
estos autores también encontraron una
transfosforilacién intramolecular posterior
de la otra subunidad P (26). A partir de
alli, se produce una cascada de eventos que
llevan a la accién biolégica tejido especifi-
ca de la hormona.

Inmediatamente después de la autofos-
forilacién de la subunidad § del receptor, és-
te adquiere actividad de tirosina quinasa.
A su vez, esta TK asociada al receptor fos-
forila una proteina de 185 kDa que también
se ha demostrado que es fosforilada por el
receptor de la ingulina. Esta proteina se de-
nomina IRS-1 (sustrato del receptor de in-
sulina) y contiene dominios homélogos al src
0 SH2. Después de la fosforilacién de IRS-1
en varios residuos de tirosina, se une a pro-
teinas que contienen los dominios SH2. En-
tre estas dltimas se encuentra la subuni-
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dad reguladora de fosfatidil inositol-3-qui-
nasa (PI-3K). La activacién de esta quina-
sa conduce a la formacién de fosfatidil ino-
sitol-3-fosfato, el cual puede servir como una
senal para el crecimiento celular.

Existe otro mecanismo de trangduccidn
de senales relacionado con el receptor de IGF
de tipo I (25). Las proteinas ras (p21) cons-
tituyen una familia de productos génicos que
se han conservado a lo largo de la evolucién,
Se encuentran unidas a membrana y mues-
tran actividad de unién a nucledtidos de gua-
nina asi como débil actividad de GTPasa;
es decir, son funcionalmente similares a las
proteinas G. Esta via de fosforilacion, tam-
bién iniciada por IRS-1, desencadena la fos-
forilacion de una serie de quinasas asocia-
das a mitégenos (MAPkinasas), las cuales
también juegan un rol como sefiales para la
regulacién del crecimiento celular.

Asi, el IRS-1 se considera como una pro-
teina “docking”, la cual después de ser fosfo-
rilada por los receptores de insulina o de IGF
de tipo I forma un complejo proteico que ac-
tiva multiples cascadas de fosforilaciones (5).

EXPRESION Y REGULACION DEL GEN
DEL RECEPTOR DE IGFDETIPO |

El receptor de 1GF de tipo I se expresa
en casi todos los tejidos del cuerpo (27). Es-
to pone de relieve su rol vital en las funcio-
nes fisiologicas normales. De hecho, la im-
portancia del receptor de IGF de tipo I en
mantener las funciones celulares basicas es
ilustrada por el hecho que la mayoria de los
tipos celulares parecen requerir IGF (o gran-
des concentraciones de insulina) para su cre-
cimiento en cultivo (3).

La expresidén de los receptores varia en
funcion de la etapa del desarrollo y de la
edad. Se halla controlada por numerosas hor-
monas en diferentes tejidos (28). En la ra-
ta, durante los dias 14-15 del desarrollo em-
brionario (un estadio que corresponde a una
organogénesis temprana), la expresién del
ARNm para el receptor del IGF de tipo I es
particularmente alta en varias areas del ce-
rebro y misculo en desarrollo (27). Post-na-
talmente existe una reduccion significativa
en la expresién del gen que coincide con el
aumento en los niveles de IGF-I, sugirien-
do que el receptor de IGF de tipo I sufre una
retro-regulacién. En el higado de indivi-
duos adultos, la expresién del receptor es
casi indetectable, aunque en la mayoria de
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los demaés tejidos adultoes existe una expre-
sidén significativa. Durante el desarrollo fe-
tal y post-natal temprano existen altos ni-
veles de ARNm para el receptor de IGF de
tipo I, y elevada capacidad de unién de es-
te receptor, lo cual sugiere que este recep-
tor pueda estar invelucrado en la diferen-
ciacidn y el crecimiento de diversos 6rganos
en estas etapas. En el estado post-natal tar-
dio, cuando los procesos de diferenciacién
se han completado, hay bajos niveles de ex-
presién del receptor de IGF de tipo I; sin
embargo, atin pueden mediar los efectos de
crecimiento longitudinal de la GH. La dis-
minucién post-natal de la expresion del gen
del receptor de IGF de tipo I estd inversa-
mente relacionada con el incremento en los
niveleg circulantes de IGF-I, gsugiriendo que
el IGF-I afecta la expresién del receptor. Es-
te efecto global, sin embargo, no se observa
en todos los tejidos.

La expresién del gen del receptor de IGF
de tipo I también es condicionada por de-
terminadas situaciones fisioldgicas y pato-
légicas. Se ha encontrado que los niveles de
GH regulan la expresién de este gen. Lain-
yeccion de hGH a ratas hipofisectomizadas
aumenta al doble los niveles del ARNm pa-
ra el receptor de IGF de tipo I en varios te-
Jidos, incluyendo cartilago, rifidn y muscu-
lo. Estos resultados sugieren que el trata-
miento con GH, por medio del aumento tan-
to en el ARNm especifico para el receptor,
como en la capacidad de unién del mismo a
IGF, podria jugar un rol en la respuesta de
un individuo al IGF-1 (29).

En ratas ayunadas, la expresion del re-
ceptor de IGF de tipo I aumenta significa-
tivamente en varios tejidos. Este hecho po-
dria deberse a una retroalimentacidén posi-
tiva del receptor, frente a la caida en los ni-
veles circulantes de insulina e IGF-I obser-
vados durante el ayunoe (30). La expresion
del receptor retorna a sus valores normales
cuando se restablece la alimentacién del ani-
mal. Similarmente, la expresion del recep-
tor de IGF de tipo I en el rifién se encuen-
tra incrementada durante una diabetes in-
sulinopénica, una condicién patolégica en la
cual existe una disminucién significativa en
los niveles circulantes de IGF-I (31).

RECEPTORES HiBRIDOS

En esta seccidén se describird un fenéme-
no definido por la presencia de receptores
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heterogéneos. Como se ha visto, los recep-
tores para la insulina y para el IGF de tipo
I son productos génicos diferentes, y se cree
que normalmente son expresados separada-
mente, como receptores transmembrana
constituidos por heterotetrameros (3). Se con-
sidera que el receptor de insulina regula pri-
mariamente funciones metabélicas y que el
receptor para IGF de tipo I controla el cre-
cimiento, la diferenciacién, asi como diferen-
tes funciones de regulacién. Sin embargo,
varios estudios sugieren que cada receptor
podria ser capaz de mediar las acciones del
otro. En ciertas células y tejidos donde exis-
ten niveles significativos de amboas recepto-
res, se pueden formar receptores hibridos
{fig. 2). Estos hibridos son receptores tetra-
méricos formados por un heterodimero «ff
del receptor de insulina, ligado por puentes
disulfure a un heterodimero off del recep-
tor de IGF de tipo 1. Estos hibridos se for-
marian durante las modificaciones post-
traduccionales normales de los receptores.
Dado que han sido encontrados en diferen-
tes lineas celulares, varios investigadores
estudiaron su posible rol como mediadores
de las acciones biolégicas tanto de la insu-
lina como del IGF-1 (32).

En concentraciones fisioldgicas los IGF
pueden unise a estos receptores hibridos, y
estimular asi la autofosforilacién de ia su-
bunidad p de ambos heterodimeros como se
ha descripto. Por el contrario, estos recep-
tores hibridos muestran una afinidad muy
reductda por la insulina, y su accién a tra-
vés de ellos a concentraciones figioldgicas
seria menos importante.

Actualmente se estdn realizando estudios
para entender la funcién de estos recepto-
res hibridos y conocer su distribucidén en di-
ferentes tejidos. Hasta el momento, su rol
fisiolégico es desconocido.

RECEPTOR PARA IGF DETIPO I

Otro receptor especifico para los IGF es
el receptor de IGF-II o de tipo II. Estructu-
ralmente, este receptor se parece més al re-
ceptor de LDL que a cualquiera de los re-
ceptores para factores de crecimiento. Esta
constituido por un mondémero de peso mo-
lecular aproximado de 260 kDa. La glicosi-
lacién del receptor es esencial para que pue-
dan unirge los IGF. Su secuencia aminoaci-
dica tiene un 80% de homologia con el re-
ceptor de manosa-6-fosfato independiente de

cationes. En los mamiferos, el receptor IGF-
I/M6P une IGF-II con alta afinidad, pero
también interviene en el transporte de apro-
ximadamente 50 enzimas ligosomales hacia
los lisosomas. Su funcidén en el sistema de
los IGF seria de degradar el IGF-II extra-
celular a través de su internalizacién me-
diada por receptores (33).

Las enzimas lisosomales que son recono-
cidas por el receptor de tipo I deben estar
glicosiladas, siendo importantes para la
unidn los residuos de manosa. La captacidon
de estas enzimas es inhibida por 100 mM
de manosa, fosfomananos de levaduras o ma-
nosa-6-fosfato (M6P). Este receptor, cuan-
do se encuentra loealizado sobre la superfi-
cie celular, puede entonces unir glicoprotei-
nas extracelulares que contengan M6P e in-
ternalizarlas en los endosomas.

Para la M6P, el receptor de IGF de tipo
II posee una K; = 7.10-6 M y una estequio-
metria de unién de 2,17 mol/mol; para B-ga-
lactosidasa (una enzima lisosomal extrace-
lular), la K4 = 2.10-8 M y su estequiometria
de unién 0,9 mol/mol; por otre lado, para el
IGF-II 1a K4 = 2.10-0 M y la estequiome-
tria de unién 0,95 mol/mol {34). Otras gli-
coproteinas que contengan M6P pueden
unirse también al receptor {por &j., el TGF(1
compite con M6P por la unién al receptor
de tipo II} (35).

En el receptor de tipo 11, existen dos sitios
de unidén, separados entre si, para IGF-II y
restos de fosfomanosilo (34). En general, am-
bos son mutuamente inhibitorios: la unién
de IGF-I1 es inhibida en un 50% por 26 nM
de B-galactosidasa. El IGF-II a su vez, in-
hibe la captacion de B-galactosidasa ra-
dioactivamente marcada, en células en cul-
tivo, Sin embargo, M6P no inhibe la unién
de IGF-II al reeptor tipo 11, sino que para-
déjicamente lo aumenta.

Durante el remodelamiento dseo, log os-
teoclastos secretan enzimas lisosomales que
digieren la matriz; el IGF-II podria modu-
lar este proceso inhibiendo la captacién ce-
lular de estas enzimas lisosomales (34).

Como hemos visto, el receptor de tipo I
une IGF-II con muy alta afinidad (10-10-10-11
M). Sin embargo, el IGF-I posee una afini-
dad aproximadamente 500 veces menor, ¥
la insulina no es reconocida por el receptor.

El receptor de IGF de tipo Il no posee ac-
tividad de TK; sin embargo, pareceria acti-
var una proteina Gj;. En células BALB¢/3T3,
la estimulacién del receptor de tipo II au-
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menta el influjo de Ca?+, generando IP; y
diacilglicerol. Estos resultados, aunque no
confirmados por otros autores, sugeririan que
el receptor de IGF de tipo Il podria acoplar-
se a canales de calcio a través de una pro-
teina G sensible a la toxina pertusis.

La funcién de este receptor en la fisiolo-
gia de los IGF podria ser la de una via de-
gradativa (receptor tipo scavenger), remo-
viendo IGF-II del entorno extracelular. Sin
embargo, el rol fisioldgico de este receptor
es mucho menos conocido que el de IGF de
tipo 1. Aunque evidencia reciente sugeriria
que algunas acciones del IGF-II podrian ser
mediadas por el receptor de tipo 11, se cree
que en realidad la mayoria de las funciones
de los IGF serian ejercidas a través del re-
ceptor de tipo I.

REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN
DEL RECEPTOR PARAIGF DETIPO !

Los niveles del receptor de IGF de tipo
II en la rata se encuentran elevados en te-
jidos fetales, pero disminuyen dramatica-
mente en el iltimo periodo de gestacién y
en el periodo post-natal temprano. Esta va-
riacién con las etapas de desarrollo sigue
de cerca los niveles de IGF-11. Esto sugiere
que el sistema IGF 11 / receptor de tipo I1
juega un rol importante en el desarrollo fe-
tal, probablemente durante el proceso de re-
modelamiento tisular (8).

Recientemente se ha identificado una
forma circulante de este receptor de tipo 11,
a la cual le falta la porcién citoplasméatica
correspondiente al receptor de superficie
celular. Ello sugeriria que el receptor solu-
ble (eirculante) deriva de la ruptura proteoli-
tica del receptor de membrana, aunque po-
dria representar otra proteina de unién de
IGF (8). De hecho, el dominio extracelular
del receptor de tipo Il de membrana tam-
bién es proteoliticamente hidrolizado en
cultivos celulares, y liberado en forma so-
luble al medio de cultive. No se conoce la
funcién de esta forma soluble del receptor
de tipo II.

Acciones de los IGFs

Muchas células en cultivo poseen un re-
gquerimiento absoluto de IGF-I para su cre-
cimiento. Estas células incluyen: fibroblas-
tos, células epiteliales, células de musculo

478

liso, linfocitos T, condriocitos, osteoblastos
y células progenitoras obtenidas de médu-
la 6sea. Por otro lado, se sabe que el agre-
gado de factores de crecimiento tales como
PDGF y EGF aumentan la secrecidn de
IGF-I hacia el medio de cultivo celular. Al-
gunas lineas de células transformadas en
cultivo, secretan cantidades muy grandes de
IGF-I hacia el medio de cultivo (cancer de
prostata, glioblastoma). Las pocas células
que pueden crecer en un medio de cultivo
libre de suero, lo hacen a través de meca-
nismos autocrines; esto es, por activacién
de receptores de tipo I a través de la unién
de IGF-I de produccién endégena. Las ac-
ciones de los IGF han sido estudiados por
medio de ensayos in viiro e in vivo.

ACCIONES IN VITRO

Los receptores de IGF se han encontra-
do en una amplia variedad de células. En
general, los efectos de los IGF in vitro se
pueden dividir en anabdlicos agudos sobre
proteinas e hidratos de carbono, o efectos a
largo término sobre la replicacién y diferen-
ciacién celular. Se describirdan varios de es-
tos efectos in vitro.

1. Efectos sobre la progresién del ciclo ce-
lular. Los IGF actiian como factores de pro-
gresion en el ciclo celular, Esto se estudié prin-
cipalmente en células BALB¢/3T3. El ciclo
celular consiste de varias fases (fig. 3): una
presintética Gy, la de sintesis de ADN (S),
la premitética (Gg) ¥ la mitética (M). Las
células quiescentes (Ggy) se encuentran en
una fase fuera del ciclo. La fase G, puede
dividirse a su vez en subfases: de compe-
tencia, de entrada, de progresion y de en-
samble. El proceso de competencia es esti-
mulado por PDGF, y la subfase de entrada
es inducida por EGF e insulina. Sin embar-
go, el IGF es el tnico factor de crecimiento
requerido para la progresién, una subfase
que requiere de sintesis de proteinas. La fa-
se de ensamble no requiere factores de cre-
cimiento.

Se ha observado que PDGF aumenta la
densidad celular de sitios de unién para
IGF-I en fibroblastos (36). También se ha
visto que bFGF produce fosforilacién de la
cadena B del receptor de IGF de tipo I (37).
Asi, en ciertas condiciones este factor de cre-
cimiento podria sustituir al IGF-I en la es-
timulacion de la progresién celular, posible-
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IGF-1
Ciclo Celular
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Esquema de [as distintas fases del ciclo celular: fase presintética (G,), fase de sintesis de ADN (S),
fase premitdtica (G,) y fase de mitosis (M); las células quiescentes se encuentran en una fase fue-
ra del ciclo celular (Gy). La subfase de entrada al ciclo celular puede ser estimulada por EGF e in-
sulina, mientras que IGF-l es el (nico factor requerido para la subfase de progresion.

mente como resultado de dicha fosforilacién
del receptor de IGF-I.

2. Efectos sobre la proliferacién celular.
Como se ha visto, el receptor de IGF-I se-
ria clave para la regulacién de la progresidn
de muchas células a través del ciclo celular.
No es sorprendente entonces que una am-
plia variedad de células muestren una res-
puesta mitogénica frente a la estimulacion
con IGF-I. Se ha encontrado que el IGF es-
timula la proliferacién celular en células co-
mo fibroblastos, condriocitos, osteoblastos,
queratinocitos, células foliculares tiroideas,
células del miisculo liso, células del miscu-
lo esquelético, células progenitoras eritroi-
des, epitelio timico, ovocitos, células de gra-
nulosa, espermatogonias, células de Serto-
li, y varias lineas de células cancerosas (5)
{38-40).

El IGF-I estimula la proliferacién de cul-
tivog primarios de condriocitos de pollo,
cuando se lo agrega al medio de cultivo li-
bre de suero. Fn este ensayo, IGF-I es mu-
cho mds potente que bFGF o PDGF. La in-
corporacién de 3H-timidina frente a un es-
timulo con TSH en células foliculares tiroi-
deas, se ve potenciada cuando las células se
transfectan con un vector de expresién pa-
ra IGF-I humano. En este sistema autocri-
no, los efectos de IGF-I solamente se obser-
van si el factor de crecimiento es secretado
al medio, y subsecuentemente actiia sobre
los receptores superficiales para IGF de ti-
po L. El IGF-I también estimula la sintesis
de ADN y secrecion de hormonas en célu-

las epiteliales timicas. La proliferacion de
células progenitoras eritrocitarias huma-
nas y de linfocitos T es estimulada por IGF-
I e IGF-1I a través de receptores de tipo I.

3. Efectos sobre la apoptosis o muerte ce-
lular. Una accion celular de los IGF que es
complementaria a su estimulacién de la
proliferacién celular es su capacidad, en
ciertas células, de inhibir la muerte celu-
lar. Esta accion ha sido bien caracterizada
en células hematopoyéticas. En estas célu-
las se cree que la muerte celular programa-
da o apoptosis tiene un rol importante en
la regulacion de la progresion de células san-
guineas por factores de crecimiento (41).

En células progenitoras eritroides huma-
nas, la ruptura del ADN asociada con apop-
tosis como consecuencia de la deprivacién
de suero, es suprimida por el IGF-I. Este
efecto es comparable al inducido por el fac-
tor estimulador de colonias eritroides, pero
menor al que provoca la eritropoyetina (42).
Similarmente, tanto en una linea de linfo-
citos pre-B murinos (BAF-3) dependiente de
I1.-3, como en cultivos primarios de células
plasmadticas aisladas de médula dsea, la
apoptosis es inhibida por IGF-I (43).

4. Efectos sobre la diferenciaciéon celular.
Los IGFs pueden promover la diferenciacion
de miiltiples tipos celulares (39).

Los IGFs son potentes inductores de la
diferenciacion terminal en mioblastos (44).
Se ha demostrado que el IGF-I induce la ex-
presién de genes miogénicos. Esta induccién
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de la diferenciacién de mioblastos puede ser
especificamente bloqueada con oliglonucled-
tidos antisense complementarios a la secuen-
cia de los genes miogénicos. Ademads, bajo
ciertas condiciones los micblastos secretan
IGF-II, que podria per se inducir diferencia-
cion. Esta accién autocrina se puede inhi-
bir por exposicién de las células a un oligo-
nucleétido antisense complementario al
ARNm del IGF-II. Por el confrario, en los
mioblastos L6, elevadas concentraciones de
IGF-I o 1a sobre-expresion de los receptores
de IGF de tipo I resultan en la inhibicién
de la diferenciacién celular.

IGF-I e IGF-II también promueven ]a di-
ferenciacién de osteoblastos, condriecitos, os-
teoclastos, células neuronales y adipocitos
(39). En el hueso, se ha demostrado que el
sistema de los IGF juega un papel impor-
tante en el mecanismo de remodelamiento
6seo, que involucra la formacion y resorcién
Gsea (45-47). Estos IGF se encuentran al-
macenados en el hueso, posiblemente uni-
dos a sitios especificos de la matriz extra-
celular. Tanto el IGF-I como el IGF-II in-
crementan la sintesis de coldageno en culti-
vos primarios de osteoblastos de rata fetal,
y en cultivos primarios de explantes de cal-
varia. Ademds, se ha demostrado que tam-
bién incrementan la aposicidn de matriz ex-
tracelular y la replicacién celular.

5. Efectos sobre funciones celulares espe-
cificas. Los IGFs son capaces de regular la
secrecién de hormonas en varios tipos de cé-
lulas (5). Asi, estimulan la sintesis y secre-
cién de hormonas en células de la teca y gra-
nulosa de ovario, y la secrecién de timuli-
na por el epitelio timico. El tratamiento con
IGF-I de células de la fasciculata adrenal
incrementa el nimero de receptores para
ACTH, vy potencia la secrecién de hormonas
esteroideas en respuesta al ACTH. El IGF-
I también estimula la secrecién de hormo-
nas en células de Leydig y en células foli-
culares tiroideas.

Los IGF pueden afectar una amplia va-
riedad de funciones celulares especificas. En
células somatotropas hipofisarias en culti-
vo, el IGF-I inhibe la secrecién de GH. Es-
te efecto es potenciado por la sobre-expre-
si6n del receptor de IGF de tipo I. Ciertas
funciones de los linfocitos T citotéxicos in
vitro son potenciadas por el IGF-I. La se-
crecion de histamina por log bagéfilos en res-
puesta a la IgE es potenciada por el 1GF-I.
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Este factor de crecimiento puede también
funcionar como un neuromodulador en ¢é-
lulas de Purkinje, en las cuales inhibe la se-
crecién de acido y-amincbutirico glutama-
to-dependiente. El IGF-T ademés incremen-
ta la migracién quimiotactica de linfocitog
T, células epiteliales bronquiales, células de
melanoma y de células epiteliales pigmen-
tarias retinales.

Por otro lado, el IGF-I ejerce importan-
tes efectos sobre el reconocimiento celular
por el sistema inmune. Usando células de
glioma C6, se ha demostrado que la expre-
gion de IGF-I permite a las células evadir
el sistema inmune del huésped.

El IGF-I produce efectos anabdlicos, los
cuales seran descriptos junto con los efec-
tos in vivo. Estos efectos metabdlicos de los
IGF pueden ser mediados per mecanismos
diferentes a los que dan lugar a sus efectos
mitogénicos. Incluso, en ciertas células las
alteraciones en el metabolismo pueden no
requerir estimulacion de 1a actividad de TK
del receptor. Se ha visto que en la mayor
parte de las células que expresan recepto-
res para IGF de tipo I, los IGF estimulan
en algun grado la captacién de glucosa y ami-
nozcidos, asi como la sintesis de proteinas
en general. En el musculo esquelético in vi-
tro, el IGF-I tiene en lineas generales efec-
tos insulino similes, aunque a diferencia de
la ingulina no estimula la oxidacién de glu-
cosa. En condriocitos, fibroblastos, osteoblas-
tos y células endoteliales (38), el IGF-I au-
menta la sintesis de proteinas de matriz ex-
tracelular, especialmente colageno y proteo-
glicanos.

ACCIONES INVIVO

El uso de técnicas de ingenieria genéti-
ca permitié la produccién de IGF-I recom-
binante humano en gran escala, lo cual ha
permitido conocer con mayor profundidad las
acciones biolégicas de los IGF in vivo. Asi,
varios estudios han implicado a estos fac-
tores en el crecimiento y el desarrollo nor-
mal del feto, en el crecimiento somético du-
rante la vida post-natal y en el control de
miiltiples eventos metabdlicos.

El crecimiento v desarrollo normal del fe-
to depende de varios factores, entre los cua-
les figuran los factores genéticos, nutricio-
nales y hormonales. Asi como el sistema de
la GH y el eje hipofisario-tiroideo son impor-
tantes para el crecimiento en la vida post na-
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tal, los IGF parecen ser esenciales en el con-
trol del desarrollo fetal (5). En los primeros
estadios del desarrollo fetal, la insulina de
origen materno junto con el IGF-I embriona-
rio, asi como la expresién de sus receptores,
estimulan el crecimento de la masa celular.
El IGF-II producido localmente por tejidos
fetales parece ser muy importante, ya que
se expresa antes que la insulina y el IGF-L
Este factor circula en niveles mayores que
los de IGF-I durante la embriogénesis y el
desarrollo fetal, y cae después del nacimien-
to. Por otro lado, los niveles de IGF-] comien-
zan a aumentar post natalmente (48). De igual
manera, los niveles de los receptores para IGF-
I e IGF-II se expresan en altos niveles pre-
natalmente, y también caen dramdaticamen-
te después del nacimiento.

La importancia de log IGF en el desarro-
llo ¥ crecimiento pre- y post-natal se ha de-
mostrado con animales transgénicos que
sobre-expresan IGF-1 o GH, y con ratones
que poseen deleciones en los genes que co-
difican para los IGF o sus receptores (5). Es-
tos estudios muestran que el crecimiento
post-natal esta asociado con la expresién de
IGF-1, y que la mayor parte de la actividad
promotora del crecimiento post-natal de la
GH es mediada por el IGF-1. Por otro lado,
en la vida prenatal, el IGF-1y el IGF-II ejer-
cen efectos esenciales (pero independientes
uno del otro) sobre el crecimiento y desa-
rrollo fetal. Estos efectos son ejercidos prin-
cipalmente a través del receptor de tipo L.

La tabla I enumera una serie de situa-
ciones o alteraciones patolégicas en las que

se ve involuerado el sistema de los IGF. Al-
gunas de ellas seran descriptas a continua-
cion.

Sindrome de retardo del ecrecimiento. Ini-
cialmente se sugirié que el efecto de la GH
sobre el crecimiento longitudinal era media-
do por una “somatomedina” circulante que
derivaba del higado. Se demostro posterior-
mente que este factor de sulfatacién, como
también se lo llamé originalmente, era el
IGF-1. En sindromes de deficiencia de GH,
o de resistencia a la GH, la disminucién en
el crecimiento corporal se acompafa de ba-
jos niveles circulantes de IGF-I. Ademaés, en
situaciones de déficit de crecimiento en los
que se administra GH y se encuentra un in-
cremento en el crecimiento corporal subse-
cuente, existe un aumento concomitante en
los niveles de IGF-I (8) (49).

Los efectos anabélicos a largo término del
IGF-I han sido comprobados en numerosos
modelos. Fl enanismo de tipo Laron se ca-
racteriza por resistencia a la GH, causada
por un defecto en el receptor de GH (50). Co-
mo consecuencia de ello, los niveles circulan-
tes del IGF-I son muy bajos y no aumentan
con la administracién exdgena de GH. En cam-
bio, la inyeccién subcutanea de rhIGF-I por
un periodo de 12 meses incrementa signifi-
cativamente 1a velocidad de crecimiento en
pacientes con sindrome de Laron.

En ratas con déficit genético de GH o hi-
pofisectomizadas, la correlacién entre el
crecimiento lineal y la administracién exé-
gena de GH, es mas importante que con la

TABLA I

;ALTERACIONES PA-rOLéchs AsociAnAs CON GAMBIOS
' | ENLOSIGF.

. Smdrome de retardo de creczmcento :

Deficiencia de GH
Res1ste_nc1a ala GH -

- Acromegalza :
. Alteracmnes nutrwwnales
i Ayunee ;
Diabetes mellitus =
* Reparacidn y regenemezon tasular
Isquemia muscular.
. Nefrectomia: unilateral .
) :' Ca_c_atr:_zqctén_de heridas ~ .07

E‘namsmo de Laron : el 0 Tl
Deficiencia del receptor de GH (Ecuador) s
' Plgmeus afrlcanas Ry
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infusién de IGF-I (51) (52), Estos resulta-
dos sugieren que la GH estimula el creci-
miento a través de la produccion hepatica
(endocrina) de IGF-1, como asi también a tra-
vés de efectos locales (paracrinos) adiciona-
les: es decir, la produccion de IGF-I en las
placas de crecimiento. Ademas, v de acuer-
do con la hipdtesis del “efecto dual” de la re-
gulacién del crecimiento, GH puede ampli-
ficar la respuesta de las células al IGF-I,
incrementando los niveles del receptor pa-
ra IGF-I. Existen otros efectos de la GH que
no se observan post-tratamiento con IGF-I,
tales como el aumento en los niveles de IGF-
BP-3 e insulina que son importantes en la
accién global de la GH. La infusién de IGF-
I, a diferencia de 1a de GH, produce un cre-
cimiento del bazo, el rifién y el timo, que es
relativamente mayor que el crecimiento in-
ducido en el hueso (8).

Se ha descripto también un sindrome de
deficiencia del receptor para la GH en co-
munidades con un alto grado de consangui-
neidad, en las poblaciones de Loja y El Oro,
en el sur de Ecuador (53). En estos pacien-
tes existe un predominio de mujeres afecta-
das, v el defecto de crecimiento esta carac-
terizado por niveles de IGF-I y II extrema-
damente bajos, con bajos niveles del IGFBP-
3 ¥ de la proteina ligadora de GH (GHBP).
El defecto estd dado por una mutacién que
lleva a la delecién de 8 amino-dcidos en el
receptor parala GH. Los datos obtenidos has-
ta el momento sugieren que estos pacientes
responden bien al tratamiento con rhIGF-I.

En el caso de los pigmeos africanos se da
una situacién de resistencia a la GH. Ella
es debida a un defecto, atin no identificado,
que conduce a una disminucién en la expre-
sién del gen del receptor para la GH (54).

Acromegalia. En la acromegalia activa
los niveles de IGF-I se encuentran elevados,
sirviendo asi como pardmetro diagnéstico. Por
otra parte, los niveles de IGF-II en esta pa-
tologia son normales (55}. Se ha analizado
también la relacién molar entre el IGF-1 y
la IGFBP-3, encontrando un incremento en
los pacientes acromegéalicos. Asi, se ha suge-
rido que esta relacién refleja los niveles de
IGF-1 “libre” o biolégicamente activa, la cual
seria dependiente de los niveles de GH.

Alteraciones de origen nutricional. La in-
fusién de rhIGF-I tanto en animales como
en humanos, tiene efectos significativos so-
bre ciertos pardmetros metabélicos (56). La
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infusién produce una caida significativa a
corto plazo en los niveles de glucosa plas-
mética como consecuencia de un aumento
en la captacién periférica de glucosa, prin-
cipalmente en el musculo. Concomitantemen-
te, la produccién hepética de glucosa se ve
disminuida tanto por una depresién en la
glucogenolisis como por la supresion de la
gluconeogénesis, ambos efectos mediados
por el IGF-1. Cuando se compara con los mis-
mos efectos de la insulina, el IGF-I es de
una potencia similar en cuanto a los incre-
mentos producidos en la captacion de glu-
cosa periférica, pero de menor potencia en
cuanto a la disminucién en la produccién de
glucosa hepatica y a la inhibicién de la li-
polisis en tejido adiposo. Estos resultados
sugeririan gue los efectos del IGF-I sobre el
musculo {captacién de glucosa) ocurren a fra-
vés de sus propios receptores, y que los efec-
tos tanto sobre el higado (produccion de glu-
cosa) como sobre el adipocito (reduccién de
la lipélisis) serian mediados por el receptor
de la insulina.

Los efectos anabélicos a corto plazo han
sido demostrados en animales y humanos.
Se ha encontrado que el estado nutricional
es uno de los principales reguladores de los
niveles de IGF-I circulantes (57). La infu-
sién de IGF-I en ratas ayunadas puede re-
ducir la degradacion de proteinas tisulares.
La infusién de IGF también atenua la ne-
crosis tubular que ocurre luego de una oclu-
si6n arterial renal en ratas. En humanos con
dieta hipocalérica, la infusién de thIGF-I pue-
de ser 1til a corto plazo para revertir el es-
tado catabdlico, que en esta situacién comtn-
mente se asocia con una resistencia ala GH.

Se han demostrado asi efectos anabéli-
cos del IGF-I sobre la sintesis de proteinas
y el balance de nitrégeno (58), observando-
se en ciertos estudios un efecto positivo so-
bre los procesos de cicatrizacidn, recupera-
cién de la funcidn renal y aumento del con-
tenido de proteina corporal total.

La diabetes es una patologia en la cual se
ha remareado el rol del IGF-1 sobre el creci-
miento y metabolismo celular (59). Se ha ob-
servado que ratas hipoinsulinémicas tienen
bajos niveles de IGF-1 y baja velocidad de cre-
cimiento. E1 IGF-I restaura estos pardmetros,
atn sin normalizar la glucemia. Aunque tan-
to la insulina como el IGF-I restauran la ve-
locidad de erecimiento global en ratas dia-
béticas, la insulina produce un aumento pro-
porcionalmente mayor en el contenido de
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grasa corporal. Este patron de respuesta po-
dria reflejar la mayor abundancia relativa
en los adipocitos de receptores de insulina,
que de receptores para IGF-I. También se ha
demostrado la capacidad del IGF-1 para au-
mentar la sensibilidad a la insulina en pa-
cientes con diabetes mellitus no insulino de-
pendiente. Estos estudios sugieren la posi-
bilidad del tratamiento con IGF-I en casos
de resistencia insulinica importante.

Reparacién y regeneracion tisular, Utili-
zando diferentes modelos experimentales, asi
como estudios en humanos, se ha demostra-
do el rol potencial de los IGF en la regene-
racion de tejidos. Por ejemplo, la isquemia
del musculo esquelético produce un incre-
mento en los niveles de IGF-I en células in-
volucradas en la reparacién del dafio mus-
cular. Esto es el resultado de una sintesis
local del IGF-1, el cual promueve la prolife-
racién y diferenciacién de mioblastos (44).
Similarmente, el rol de los IGF en estos pro-
cesos ha sido demostrado usando animales
“knock out” para IGF o sus receptores.

La nefrectomia unilateral tanto en ratas
como en humanos conduce a un incremen-
to compensatorio del rifion remanente, se-
cundario a un proceso de hipertrofia e hi-
perplasia. En este contexto, se ha demos-
trado en la rata que los niveles tisulares de
IGF-I en el rifion remanente se encueniran
aumentados (60).

Procesos de cicatrizacién. Otro efecto bio-
légico importante del IGF-I es promover la
cicatrizacién de heridas. La produccién lo-
cal de IGF-I por macréfagos invasives indu-
ce la proliferaciéon de fibroblastos y la mi-
gracion de células epiteliales, importantes
en la re-epitelizacién, El IGF-I funciona asi
en una forma autocrina/paracrina sobre las
células del tejido epitelial y conectivo (61).
Actualmente se estd evaluando el uso del
IGF-1, solo o0 en combinacién con IGFBP y/u
otros factores de crecimiento, para el trata-
miento de determinado tipo de heridas.

Efectos autocrino/ paracrino versus endo-
erino de los IGF. Como se ha descripto pre-
viamente, el IGF-1 vy el IGF-II poseen po-
tentes efectos mitogénicos y metabdlicos
cuando se agregan exégenamente y cuando
son secretados por células en cultivo. Ade-
mas, dado que los IGF son sintetizados y
secretados por muchos tejidos en animales

intactos, y dado que los receptores para IGF
ge hallan ampliamente distribuidos, se cree
que en ciertos tejidos el IGF-1 y el IGF-II
tienen un modo de accidon fundamentalmen-
te autocrino/paracrino. Usando diferentes
modelog se ha podido diferenciar este mo-
do de accién del endocrino.

Proteinas ligadoras de los IGF
(IGFPB)

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES
GENERALES

Los IGF circulan en el plasma unidos a
proteinas ligadoras o transportadoras (5) (6).
Se puede dividir a estas proteinas transpor-
tadoras (o IGFBP) en dos grupos de acuerdo
con su pese molecular. El primer grupo in-
cluye las de alto peso molecular, que se aso-
cian formando un complejo de 150 kDa, el cual
une aproximadamente el 90% de todos los IGF
circulantes. Este complejo estad integrado por
los IGF (I y 1), una proteina ligadora deno-
minada IGFBP3 de 40 kDa, v un tercer com-
ponente llamado subunidad dcido labil (ALS)
de peso molecular 60 kDa, que no se une al
IGF sino al complejo IGF-IGFBP-3. Este com-
plejo ternario aumenta la vida media del IGF
de pocos minutos a unas 12 h (62). El se-
gundo grupo estd formado por las IGFBP
de bajo peso molecular, que en plasma son
esencialmente tres: IGFBP-1, IGFBP-2 e
IGFBP-4. En otros fluidos corporales se han
encontrado IGFBP-5 y -6, también de bajo
peso molecular, cuya concentracion plas-
mética es muy baja. En resumen, se han des-
cripto seis IGFBP de diferentes tamaiios pa-
ra dos IGF. ;Cudl es la razén de esta varie-
dad de IGFBP? ;Ejercen diferentes efectos
sobre las acciones de los IGF?

La tabla II resume las diferentes carac-
teristicas y funciones de las IGFBP. En li-
neas generales se puede ver que algunas po-
seen en su estructura la secuencia RGD (Arg-
Gly-Asp), que es la secuencia de consenso
para la unién de ciertas proteinas de ma-
triz extracelular a los receptores conocidos
como integrinas {63). Otras son glicoprotei-
nas, mientras que otras pueden ser fosfori-
ladas/defosforiladas. Individualmente difie-
ren en su afinidad por cada uno de los IGF,
aunque esta afinidad es normalmente del
orden de 10-10 M o mayor. Por otro lado, la
afinidad intrinseca de las IGFBP por
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IGF-I puede ser modificada por su asocia-
cién con la superficie celular, con 1a matriz
extracelular, o por fosforilacién.

Existe un alto grado de homologia de se-
cuencia entre las distintas IGFBP (40-50%).
También entre las distintas especies, don-
de se ha observado un grado considerable
de conservacién.

Se conocen las regiones del IGF-I y del
IGF-II que estan invelueradas en la unién
a las IGFBP-1, -2 y -3. Estos sitios difieren
de los de unidn a los receptores.

Como se ha mencionado anteriormente,
la vida media del complejo de 150 kDa es
de aproximadamente 14-18 h, la de la frac-
¢i6n de bajo peso molecular es de 30 min, y
la del IGF-I libre es de sélo 10 min.

Existen proteasas especificas para las
IGFBP que pueden degradarlas en ciertas con-
diciones, y asi modular la accién de los IGF.

CARACTERISTICAS FUNCIONALES
GENERALES

Las IGFBP transportan IGF-1 e IGF-II
en forma especifica y con alta afinidad. Ori-
ginalmente estas proteinas se observaron
usando cromatografia de exclusién molecu-
lar v el método de Western Ligand Blot
(WLB) (fig. 4).
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Las IGFBP previenen los efectos meta-
hélicos agudos (tales como la hipoglucemia)
que provocarian los IGF en ausencia de las
proteinas ligadoras. Esto es debido a que la
concentracion plasmatica de los IGF es apro-
ximadamente 100-1000 veces mayor que la
de la insulina circulante (64).

Las IGFBP de bajo peso molecular pue-
den atravesar la barrera capilar, en cambio
las mayoritarias de alte peso molecular no
la atraviesan. De esta manera las proteinas
ligadorag pueden restringir la salida del IGF
del espacio vascular (principalmente la IGF-
BP-3) y prolongar asi la vida media de los
IGF ).

Se ha demostrado que las IGFBP son ca-
paces de modular la accién de los IGF a ni-
vel celular. Esto puede lograrse por dos me-
canismos opuestos: por un lado, restrin-
giendo el acceso a los receptores, lo cual in-
hibe el crecimiento celular; y por otro, faci-
litando el acceso y aumentando la interac-
cién de los IGF con el receptor.

DISTRIBUCION DE LAS IGFBPs

Las IGFBPs se encuentran ampliamen-
te distribuidas en el organismo, no sélo en
el suero sino también en diferentes fluidos
corporales, seglin se observa en la tabla I1L
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Western ligand blot para IGFBP de diferentes fuentes: (A} medio condicionado de células [} Hit-T15;
{B) suero bovino fetal; (C) medio condicionado de fibroblastos Swiss 3T3 de ratén; (D} suero huma-
no adulto normal; (E) suero de rata; (F} medioc condicionado de células de osteosarcoma de rata
UMR106. A la izquierda de la figura se muestran los marcadores de pesos moleculares precolorea-

dos. A la derecha de cada panel se indican las posiciones de las diferentes proteinas ligadoras de

los IGF (IGFBP-1 a -5).

IGFBP-1

Esta proteina fue la primera de las pro-
teinas ligadoras de IGF que se purificé. Se
obtuve originalmente de liquide amniético,
placenta y endometrio humano, llam&andose
proteina placentaria 12, y no se reconocié su
funeién hasta mucho tiempo después (65). Es
sintetizada por el endometrio secretor y de-
cidua, y existe en grandes cantidades en el
liquido amniético. También se ha aislado del
medio de cultive de células de hepatoma
HepG2. La concentracién plasmética en el
adulto en ayunas, oscila entre 0,02 y 0,04 mg/l.

Estructura

Contiene la secuencia RGD en su extre-
mo carboxilo terminal. Este descubrimien-
to ha llevado a considerar la posibilidad de
la asociacién de IGFBP-1 con las integrinas,
que son receptores de superficie celular las
cuales reconocen ciertas proteinas de matriz
extracelular. El agregado exdégeno del tripép-
tido sintético RGD produce una inhibicién
de la unién de IGFBP-1 a la superficie de
determinadas células, y consecuentemente
un bloqueo de la respuesta proliferativa ce-
lular secundaria a esta unidn (5) (66).

Algunas proteinas de matriz extracelu-

lar pueden formar oligdmeros, y asi aumen-
tar su afinidad por el receptor de integri-
nas. Se ha observado que la IGFBP-1 a pH
neutro también se oligomeriza por medio de
1a formacién de puentes disulfuro.

La IGFBP-1 se puede fosforilar intrace-
lularmente en residuos de serina, vy se ha
demostrado que un determinante de su ac-
tividad es su grado de fosforilacién (67). Es-
te grado de fosforilacién define la existen-
cia de distintas isoformas, con diferentes nti-
meros de fosfatos, Asi, la incubacién con fos-
fatasa alcalina modifica su actividad. La IGF-
BP-1 fosforilada tiene aproximadamente 6
veces mas afinidad por el IGF-I que la IGF-
BP-1 no fosforilada. De esta manera, la iso-
forma defosforilada de la IGFBP-1 aumen-
ta la actividad biolégica del IGF. Una iso-
forma de IGFBP-1 con baja afinidad por el
IGF-I (es decir, con afinidad semejante al
receptor de tipo I) permitiria que este fac-
tor de crecimiento se particione entre el re-
ceptor de IGF y un receptor de integrinas
{ya que este Gltimo une IGFBP-1), lo cual
probablemente potencia los efectos del IGE.
Por otro lado, una isoforma de IGFBP-1 con
alta afinidad atraparia al IGF, sin dejarle
acceso al receptor, y de esta manera inhibi-
ria la respuesta mitogénica del IGF (5).
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IGFBP-1 es codificado por un gen de co-
pia simple de 5,2 kb y que posee 4 exones.
Este gen se ha localizado en la banda pl2-
pl13 del cromosoma 7 (65). El gen de IGF-
BP-1 humano es regulado positivamente
por el cAMP, y en forma negativa por la in-
sulina. Aungue su ARNm se expresa en va-
rios tejidos, es particularmente abundante
en el higado fetal v el endometrio. Los ni-
veles de ARNm hepatico para IGFBP-1 es-
tan aumentados en pacientes diabéticos y
durante el ayuno. Su expresién también es-
téd aumentada en hepatocarcinoma, mien-
tras que en células de hepatoma de rata la
expresién es inducida por dexametasona,
cAMP y ésteres de forbol, e inhibida por in-
sulina. Estas moléculas regulan la expre-
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si6n del ARNm para IGFBP-1 predominan-
temente a nivel transcripcional.

Regulacién

Regulacidn in vive. Los niveles de IGF-
BP-1 son regutados principalmente por fac-
tores metabdlicos y hormonales (65).

Su concentracién plasmética es mayor en
mujeres que en hombres. Ademds, en mu-
jeres embarazadas aumenta durante el ter-
cer trimestre de gestacidn.

Bu expresion es reprimida durante las co-
midas, y aumenta durante el ayuno noctur-
no, lo cual define un ritmo circadiano bien
marcado.

En general, los niveles circulantes en el
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adulto son bajos, y muestran una correla-
cion negativa con la edad. De hecho tanto
los niveles de la proteina como el ARNm son
regulados a través del desarrollo, siendo mas
altos en el feto y disminuyendo después del
nacimiento hasta alcanzar los niveles del
adulto.

La insulina parece ser el determinante
fisiolégico mas importante de la expresién
de IGFBP-1, aunque la glucosa también po-
dria tener un rol independiente. La IGFBP-
1 se encuentra aumentada en situaciones
donde la concentracién de insulina dismi-
nuye: es decir, en el ayuno, diabetes y ejer-
cicio prolongado.

La IGFBP-1 puede actuar también como
hormona contrarregulatoria de la insulina,
previniendo los efectos hipoglucemiantes
del IGF-I cuando la disponibilidad de glu-
cosa es baja.

Otros factores también regulan la expre-
sién de la IGFBP-1: los glucocorticoides la
aumentan, un efecto independiente de la in-
sulina; los andlogos de la somatostatina
también aumentan el IGFBP-1; Ia infusion
de BEGF en ratas neonatas provoca un re-
tardo en el crecimiento, disminucién en los
niveles de IGF-I y aumento en la expresion

de IGFBP-1,

Regulacidn in vitro. Estudios in vitro con-
firman la regulacién metabélica y hormonal
de la IGFBP-1 (65}, siendo la insulina y la
ghucosa los determinantes més importantes.
También se ha demostrado que log glucocor-
ticoides, los agentes que estimulan el cAMP
v el EGF en células de origen hepético indu-
cen tanto la IGFBP1 ecomo su ARNm.

IGFBP-2

Esta proteina ligadora se purificé origi-
nalmente de células BRL-3A de rata, v de
células MDBK de rinon bovino (65). Tam-
bién se la ha purificado de suero humano
(68) v del medio de cultivo de astrocitos de
cerebro de ratas de 21 dias (69).

Estructura del gen y la proteina

El gen de IGFBP-2 humano esta locali-
zado en la banda q33-q34 del cromosoma hu-
mano 2, vy tiene un tamano de 32 kb (65).

Es una proteina algo mayor que las otras
IGFBP (con excepcién de la IGFBP-3). Po-
see un peso molecular de entre 29,5 ¥y
31 kDa. Las diferencias de tamafio derivan

principalmente de la insercién de 10 a 14
aminodcidos en el exdn 1 de la IGFBP-2 bo-
vina y humana. La secuencia de aminodaci-
dos de la IGFBP-2 de rata, humano y bovi-
no comparten un 80% de identidad en los
exones 1y 2, 98%enel 3y 89%%enel 4. En
todos los casos, la proteina madura contie-
ne 18 cisteinas conservadas.

Aligual que la IGFBP-1, 1a IGFBP-2 po-
see una secuencia RGD cerca del extremo
carboxilo terminal. Asi, la IGFBP-2 se ha
encontrado asociada con proteinas de mems-
brana de células de carcinoma de pulmén.

No se ha demostrado que exista glicosi-
lacidén ni fosforilacién de esta proteina.

El ARNm de la IGFBP-2 se expresa en
altos niveles en varios tejidos (en especial
en higado), y es regulado inversamente con
el desarrollo. En la rata adulta, su expre-
sion persiste en el plexo coroide del cerebro,
y también en tejido ovdrico y testicular.

Regulacion

Regulacion in vivo. Esta proteina es re-
gulada a través del desarrollo: en la rata
se ha visto que sus niveles son relativamen-
te elevados en el feto y disminuyen postna-
talmente (70). En el hombre, los niveles en
sangre de cordén son més altos que los del
suero de individuos adultos. En el suero fe-
tal bovino, analizado por WLB, se encuen-
tra un aumento relativo de IGFBP-2 sobre
IGFBP-3 (fig. 4).

Lainsulina es el principal regulador me-
tabélico de la IGFBP-2. Los niveles de ARNm
estdn aumentados en el higado de ratas hi-
pofisectomizadas, diabéticas y ayunadas,
condiciones asociadas con niveles de insu-
lina circulantes disminuidos (71).

En el caso de hipoglucemia debida a tu-
mores de células extrapancreaticas con dis-
minucion de insulina circulante, la IGFBP-
2 se encuentra aumentada. También se ob-
serva un aumento de IGFBP-2 en el hipo-
pituitarismo, y post-infusién de IGF-1 (72).

En hombres que padecen cancer de prés-
tata se ha observado un aumento en los ni-
veles de IGFBP-2.

Asimismo, esta proteina ligadora se ha-
lla aumentada en casos de deficiencia de GH
o del receptor de GH (72).

La infusién de GH en sujetos normales
aumenta la concentracién de insulina e IGF-
I, pero no altera los niveles de IGFBP-2.

Se ha encontrado que los niveles de IGF-
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BP-2 plasmaéticos responden menos a las al-
teraciones metabélicas agudas que los de
IGFBP-1 (73) y, a diferencia de IGFBP-1,
muestran minimas variaciones circadianas.

Regulacién in vitro. La regulacién in vi-
tro de esta proteina, depende del modelo uti-
lizado para su estudio (65):

En hepatocitos de rata, la IGFBP-2 basal
es baja pero aumenta en respuesta al dcido
retinoico y es suprimida por la insulina.

En calvaria de rata neonatal, los niveles
de IGFBP-2 basales son altos y disminuyen
en respuesta al dcido retinoico. En estas cé-
lulas la insulina no tiene efecto sobre la ex-
presién de IGFBP-2. Bajas dosis de B-estra-
diol la disminuyen, pero altas concentracio-
nes la aumentan. La dexametasena suprime
la IGFBP-2 en un 90%, mientras que IGF-I
¥ 1,25-(0H), vitD; aumentan sus niveles (74).

En astroblastos de rata neonatal, bFGF
y EGF aumentan la expresion de [GFBP-2.

En células obtenidas de estroma endome-
trial humano, tanto los estrégenos como la
progesterona estimulan los niveles del ARNm
para IGFBP-2.

En célulag de cancer de mama humano,
IGF-I aumenta la concentracién de IGFBP-
2 sin cambios en los niveles del ARNm, a
través de un mecanismo mediado por el re-
ceptor para IGF de tipo I.

En rifién fetal humano, la insulina y el
IGF-I aumentan la IGFBP-2 {y la sintesis
de proteinas en general), sin alterar la
transeripeion del ARNm de IGFBP-2. En cé-
lulas MDBEK, tanto la IGFBP-2 como su
ARNm disminuyen un 75% después de 48
h de incubacién con forskolina.

En células obtenidas de misculo liso vas-
cular porcino, se ha observado que una IGF-
BP de 31 kDa aumenta post-tratamiento con
insulina o con IGF-1, ¥ disminuye por incu-
bacién con dexametasona (75).

En células pancredticas B HIT-T15 clo-
nadas, forskolina induce el aumento de una
IGFBP de 30 kDa, presumiblemente IGF-
BP-2 (76) (fig. 4). Un efecto similar ge ha
observado en el medio de cultivos de islotes
de Langerhans de hamster, estimulados con
altas concentraciones de glucosa (77).

IGFBP-3

Ha sido purificada de mailtiples fuentes:
plasma humano, suero de rata, suero por-
cino, suero bovino, liquido folicular ovarico
y fibroblastos Swiss 3T3 de ratén (65).
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Estructura del gen y la proteina

El gen que codifica para la IGFBP-3 se
encuentra en el cromosoma 7, a 20 kb del
gen de IGFBP-1 (78). Los principales sitios
de expresion de IGFBP-3 en la rata son el
rinén, tejido gastrico y placenta. En el hi-
gado, por técnicas de hibridizacién in situ,
se la ha localizado en tejide no parenqui-
matosgo, especialmente en vena porta y en-
dotelio sinusoidal,

Se diferencia de las otras IGFBP por su
capacidad para asociarse con una subuni-
dad Acido labil (ALS) y con el IGF, forman-
do de esta manera un complejo ternario de
150 kDa.

Su concentracion plasmatica oscila entre
3 y 5 mg/l (tomando como base estdndares
glicosilados: ver seccion de Métodos de en-
sayo). Por analisis de Western Ligand Blot
{(WLB), aparece como un doblete de aproxi-
madamente 40 kDa (fig. 4). El doblete de
IGFBP-3 se debe a la existencia de formas
glicosiladas. Contiene en su secuencia tres
sitios potenciales de N-glicosilacién. La for-
ma no glicosilada, tal como se expresa en
E. coli transfectada, es de aproximadamen-
te 30 kDa, y aparece como una banda sim-
ple cuando se analiza por WLB.

La IGFBP-3 humana posee un sitio de
unién para IGF con una Ka = 2-3 1010 M-1,
vy una afinidad similar para IGF-1 y I1. La
IGFBP-3 de rata posee una Ka = 7-10 1010
M-1, La alta afinidad de esta proteina por
los IGF plantea el problema de como se di-
socian del complejo de 150 kDa. Una posi-
bilidad parece ser la presencia de proteasas
especificas para la proteina ligadora, cuya
accién disminuya la afinidad de la IGFBP-
3 por los IGF (5).

Las proteinas de origen humano, bovino,
porcino y de rata, comparten aproximada-
mente 80% de homologia de secuencia en-
tre si.

Esta IGFBP no contiene la secuencia
RGD. En humanos, transporta aproximada-
mente el 30% de los IGF circulantes. Es la
proteina transportadora de IGF mayorita-
ria durante la vida post-natal. Se la ha en-
contrado también en otros liquidos corpo-
rales,

Regulacion

Regulacién in vive. La concentracién
plasmaética de la IGFBP-3 disminuye hasta
un 80% en el hipopituitarismo y en la defi-
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ciencia de GH. De esta forma el dosaje de
esta proteina seria 1til en el diagnéstico de
nifos con deficiencia de GH. Por otro lado,
aumenta 2-3 veces en pacientes acromega-
licos, y post-inyeccién de GH (79-81).

Los niveles de IGFBP-3 correlacionan
con los de IGF-I, de tal manera que su con-
centracién baja cuando el IGF-I disminuye
y aumenta luego de la inyecciéon de IGF-I.
Asi, el IGF-I parece ser el regulador més
importante de los niveles de la IGFBP-3, sien-
do los efectos de la GH indirectos (es decir,
mediados a través del IGF-I).

La edad es otro factor determinante. Los
niveles de IGFBP-3 son bajos en nifioes, lue-
go aumentan aproximadamente al triple en
la pubertad y finalmente en el adulto dis-
minuyen lentamente con la edad. Este pa-
tron es muy semejante al del IGF-I, aunque
el pico de IGF-I en la pubertad es mucho
mds marcado.

Dado que la IGFBP-3 es la proteina trans-
portadora de IGF mayoritaria en circulacién,
se ha sugerido que la relacién molar IGF-
I/IGFBP-3 refleja el IGF-I “libre” o biologi-
camente activo (55). Se ha encontrade que
la disminucién de IGF-I con la edad es més
rapida que la de IGFBP-3, ocbserviandose asi
una disminucién en la relacion IGF-I/IGF-
BP-3. Asi, la bioactividad del IGF-1 decae
con la edad.

Se ha observado que los niveles de IGF
total aumentan durante el embarazo. La
IGFBP-3 (medida por radioinmunoensayo)
se encuentra también aumentada, pero dis-
minuye su afinidad por el IGF-I seguin se
observa por Western Ligand Blot. Este qui-
za signifique un aumento en la biodigponi-
bilidad del IGF (82-84).

La IGFBP-3 muestra muy pocas varia-
ciones circadianas, o cambios con el ayuno
de corto término.

En la rata, se ha demostrado que dismi-
nuye la concentracion plasmatica de IGFBP-
3 después de la hipofisectomia, al igual que
en ratones transgénicos deficientes en GH.
Esta disminucién se puede restaurar por me-
dio de la terapia con GH, por infusién de IGF-
I, 0 a través de la sobre-expresién de IGF-I
en los ratones transgénicos deficientes en GH
(65). Estos resultados sugieren gue IGF-I se-
ria el regulador primario de los niveles de
IGFBP-3 en el animal intacto.

Regulacién in vitro. Distintos tipos celu-
lares sintetizan y secretan I1GFBP-3 en el

medio de cultivo. Por gjemplo, log cultivos
primarios de hepatocitos sélo sintetizan
ALS, IGF y algunas IGFBP, pero no IGF-
BP-3. Si secretan IGBP-3: células de hepa-
toma HEP 3B, células de rabdomiosarcoma,
células de endotelio vascular, astrocitos, cé-
lulas gliales, fibroblastos de piel y de hue-
so, fibroblastos Swiss 3T3, células de Ser-
toli, condriocitos y osteoblastos.

La regulacion de la secrecién de IGFBP-3
depende del tipo y origen celular, asi como
de la especie animal en cuestién (tabla IV).

SUBUNIDAD ACIDO LABIL (ALS)
Estructura

El complejo ternario plasmatico de 150
kDa estd compuesto por IGF-I o IGF-II,
IGFBP-3 y la ALS. Esta ALS es inestable a
pH menor de 5, por lo cual no puede recu-
perarse por medio de la gel-filtracién a pH
3 normalmente usada para disociar y sepa-
rar los IGF de sus proteinas transportado-
ras (ver seccion Métodos de ensayo).

La ALS fue purificada por Baxter y co-
laboradores en 1989 (86) a partir de plas-
ma humano. Aparece como un doblete de 84-
86 kDa cuando se lo fracciona por SDS-PA-
GE, lo cual probablemente represente va-
riantes con diferente grado de glicosilacién.
La ALS es sintetizada mayormente en el hi-
gado.

La ALS no se une a la IGFBP-3 en au-
sencia de IGF-I o II. La afinidad de unién
de la ALS al complejo IGF/IGFBP-3 es de
6. 108 M-1, dos 6rdenes de magnitud me-
nor que la afinidad de unién entre la IGF-
BP-3yel IGF-I{entre 2. 109y 3. 101¢ M-1),

La afinidad de unién del ALS al comple-
jo IGF-I/IGFBP-3 es dos veces mayor en au-
sencia de sales, que en presencia de 0,15 M
NaCl. La heparina, probablemente actuan-
do como un polianién (dado que su efecto es
revertido por sulfato de protamina), inhibe
la unién de ALS al complejo, pero no afecta
la asociacién de IGF-1 con IGFBP-3. El he-
paran sulfato y el condriotin sulfato también
inhiben la formacién del complejo ternario,
pero menos efectivamente que la heparina.
Baxter ha propuesto que los proteoglicanos,
presentes en la superficie de las células en-
doteliales capilares, podrian facilitar la di-
gociacién de ALS del complejo ternario, li-
berando asi el complejo IGE/IGFBP-3. Este
podria ser un posible mecanismo para que
los IGF ingresen al espacio extravascular (87).
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TABI.A lV. ‘

REGULACION IN 'WTRO DE I.A PRODUGCIéN DE IGFBP—3.V

: ﬁpg‘ célulcgr

" Fibroblastos de piel humana
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Fibroblastos Swiss 3T3

IGFJ EGF PDGE, 'I‘PA,

3 Dexametasona
; _3 H IBMX

MDBK -

Forskohna (IGFBP-B ¥ ARNm)

: Insulina, Anélogos de IGF

" Células tiroideas de cabra

EGF, Hster de forbol, TPA

_ Hormonas ylo~

. {agentes que estxmulan la e tirotropina .
% prohferacmn) e e I e e
Células en&otelialés humanas 7. GHo [nsuhna no afectan :
 Fibroblastos humanos IGF, FGF, no GH, TGF B Dexametasona
Fibroblastos diploides - s G a_u;:nen,to. de :IGFB:E;Q‘?' yARNm '
- humanos normales Bign, SENESRen BT EE gal T SRR
senescentes ) :
Huean;‘calva_ria de rata recién . PGE2 (ARNm ¥ prot) GH o A g
nacida, Osteoblastos PyMS ) 1GF-1 “Cortisol
- 2 - ; Estradml B ety
2 Sist_éﬁ‘lﬁ re_productur: éélulas - o EGF ol TGF ﬁ,': FSH y it
de granulgsa porcina g ; £ y Lol
:Células de Sertoli : AGF-D = 'FSH; db cAMP.

Células de cdncer de mama

Acido retinoico

Regulacion

La ALS inmunorreactiva ha sido detecta-
da en plasma, pero no en liquide amniético,
liquido cefalorraquideo o plasma seminal.

La concentracion de ALS es dos veces ma-
yor que la de IGFBP-3, y puede detectarse
ALS libre en plasma. Esto significa que
practicamente todo el complejo IGFBP-3/1GF
es convertido al complejo ternario.

Los niveles plasmaticos de ALS son 5 ve-
ces mayores en la adolescencia que en el pe-
riodo neonatal, v presentan una leve dismi-
nucién en la poblacién geriatrica (88). ALS
se encuentra aumentado al doble en la acro-
megalia, y disminuido a la cuarta parte en
la deficiencia de GH. Esta dependencia es
similar a la encontrada para IGFBP-3.

La sintegis {0 activacién) de ALS se en-
cuentra regulada en forma directa por GH.
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IGFBP-4

La IGFBP-4 se ha purificado a partir
de varias lineas celulares: osteoblastos
TUMR106 y fibreblastos en cultivo; células
de carcinoma de préstata PC3; sarcomas
osteogénicos humanos TE89 y U-1; célu-
las de carcinoma de colon humano HT29;

-de glioblastoma humano T98G; de neuro-
blastoma de rata B104. También se la ha
aislado de suero de rata, plasma bovino y
de plasma humano. La IGFBP-4 es lo se-
gunda en abundancia de las proteir .
transportadoras de IGF en el suero-de ri-
ta (fig. 4) (65).

Estructura del gen y la proteina

Su ARNm especifico se expresa mayori-
tariamente en el higado, aunque también
se ha demostrado su expresién en otros te-
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jidos. No se ha identificado en su estructu-
ra la secuencia RGD.

Ademas de los 18 residuos de cisteina con-
servados en todas las IGFBP, la IGFBP-4
contiene dos residuos de cisteina en la re-
gién no conservada de la proteina.

Existen formas glicosiladas y no glicosi-
ladas, ya que esta proteina posee un sitio
potencial de N-glicosilacién.

“Se puede identificar facilmente por Wes-
tern Ligand Blot en plasma humano, como
una banda que migra con peso mnolecular apa-
rente de 24-30 kDa, siendo la de mayor ma-
sa una variante glicosilada (fig. 4).

Regulacién

Regulacion in vivo. En un estudio recien-
te se ha encontrado un aumento de IGFBP-
4 circulante (determinada por Western Li-
gand Blot) en mujeres de edad avanzada con
fracturas 6seas, con respecto a mujeres de
la misma edad sin fracturas. También se ha
observado una fuerte correlacién entre la con-
centracién plasmatica de IGFBP-4 y los ni-
veles de PTH. Esto podria explicar la dis-
minucidn en el funcionalismo de log osteo-
blastos en la osteoporosis dependiente de la
edad, dado que IGFBP-4 inhibe la actividad
mitogénica del IGF sobre los osteoblastos.

Regulacion in vitro. Su principal meca-
nismo de regulacién es mediado por cAMP.
Los estudios realizados en sistemas de cul-
tivos celulares se resumen en la tabla V.

IGFBP-5

Esta proteina se ha purificado del suero
de rata, y de hueso humano (89) (90). No se
la ha encontrado en suero humano. También
se la ha aislado de células de glioblastoma
humano T98G (91). Se ha demostrado su ex-
presién en fibroblastos humanos, donde es
inducible por IGF.

Estructura del gen y la proteina

Por técnicas de Western Ligand Blot se
la puede ver como una banda de 29 kDa
(fig. 4).

Es una proteina O-glicosilada, pero el si-
tio de esta glicosilacién es desconocido.

Esta. proteina contiene una regién de
aminodcidos bdsicos altamente cargados,
que incluyen una secuencia de consenso pa-
ra la unién de heparina. Esto pedria ser im-

portante para su unidén a glicosaminoglica-
nos. La IGFBP-5 contiene las 18 cisteinas
conservadas, pero no posee sitios de N-gli-
cosilacién ni la secuencia RGD.

Tiene una afinidad para IGF-IT 10 veces
mayor que para IGF-I.

El gen que codifica para IGFBP-5 se en-
cuentra en el cromosoma 2, muy cerca del
gen de IGFBP-2, aunque con la orientacién
opuesta. Contiene 4 exones y un primer in-
trén inusualmente grande de 25 kb. Los
ARNm especificos para IGFBP-5 son expre-
sados mayoritariamente en el rifién, y por
andlisis de Northern Blot muestran un ta-
mafo de aproximadamente 6 kb.

Regulacion

Regulacién in vive. En ratas hipofisecto-
mizadas hay un aumento en los niveles tan-
to del ARNm como de IGFBP-5. Esto se ha
demostrado para la proteina ligadora aso-
ciada a la membrana en tibulo proximal y
en glomérulo renal de la rata. Existe ade-
mas una regulacién especifica de tejido (6).

Por otro lado, una dieta baja en proteinas
induce cambios similares a los de la hipofi-
sectomia sobre la expresién de IGFBP-5 en
el rifién de la rata,

Regulacién in vitro. En cultive de fibro-
blastos humanos, esia proteina ligadora es
secretada al medio de cultivo como respues-
ta al IGF-I e IGF-II. Sin embargo, la insu-
lina y la GH no afectan su expresién.

En cultivos de fibroblastos fetales huma-
nos, IGF-1 e IGF-II provocan el aumento sig-
nificativo de una IGFBP de 30 kDa (91),
mientras que la insulina induce sélo un au-
mento pequefio. Dicha estimulacién con
IGF-1 parece requerir una interaccién direc-
ta con ciertas IGFBP, y es menos dependien-
te de la unién del IGF-1 a su receptor de ti-
po L. Adicionalmente, en este medio de cul-
tivo de fibroblastos, se ha identificado in-
munolégicamente la presencia de IGFBP-5
post-incubacién con IGF-1. Este aumento no
es acompafiado por un aumento en el ARNm
especifico para IGFP-5, lo cual sugiere que
IGF-1 y II actdan inhibiendo la protedlisis
de IGFBP-5. Por otro lado, la forskolina pro-
duce un aumento en el ARNm y la secre-
cién de IGFBP-5, en fibroblastos de piel fe-
tal humanos.

Los cultivos confluentes de mioblastos C2
(92) se diferencian a miocitos 48 h después
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Tipo celular Aumenta Disminuye '

-Hueso humano: Células de
osteosarcoma TESS

db cAMP, forskolina
PTH: aumenta prot. y ARNm

Cultivos primarios de células
de hueso humano

db cAMP

Hueso de rata: UMR106 de
osteosarcoma

PTH: aumenta una BP-29 kDa
agentes via cAMP: aum BP24

‘Hueso de rata: Calvaria de

B-Estradiol: dxsxmn

‘rata fetal una BP-24
Hueso de raton: Osteoblastos 1,25(0H}, vitD,
MC3T3EYL - ; 5 s
Celulas ‘de neuroblastcma " :IGF Iyalta concentramon de IGF-11
B104: R -Insuhna :

; Célu_laé endoteliales . o) Al Forskohna ¥ agentes via

. paratiroideas bovina " G cAMPr .

BEE ) : "t . . _aumentan Ia protema y la ARNm
Fibroblastos de piel de feto s _Forskohna aumenta ARNm IGF-I11
humano s -Insu].ma o) ;
Células de estroma decidua Insulina 1GF-1

humano

Células de carcinoma de
mama humano

Ac retinoico: aumenta la
proteina y el ARNm

Células de musculo liso PDGF
vascular coE
Mioblastos L6 . : bFGF, Insulina

N 'I‘lfomi-aina,_ T_GE-‘B'

de reemplazar en e} medio de cultivo, sue-
ro hovino fetal por suero de caballo. Este cam-
bio se asocia con un aumento en 25 veces
del IGF-II, un incremento pequeio y tran-
sitorio de IGF-I, un incremento en los re-
ceptores para IGF de tipo I ¥ II, y un au-
mento en una IGFBP de 29 kDa, identifica-
da como IGFBP-5. En otro sistema, se ob-
gserva el aumento de una IGFBP de 31 kDa
{posiblemente IGFBP-5), cuando mioblastos
de rata L6 se diferencian a miocitos. La se-
crecién de esta IGFBP de 31 kDa es incre-
mentada po IGF-1, y en menor grado por al-
tas concentraciones de insulina.

492

En células de tiroides de rata FRTLS5, tan-
to la IGFBP-5 como su ARNm se estimulan
por incubacién con IGF-I, y en menor pro-
porcién por IGF-1I e insulina. Esto indica-
ria que el efecto podria ser mediado por el
receptor de IGF de tipo 1.

En células de osteosarcoma de rata
UMR106, PTH y otros agentes que aumen-
tan tanto el cAMP como el db-cAMP, incre-
mentan el ARNm vy la expresion de IGFBP-
5. En osteoblastos humanos, el ARNm y la
proteina disminuyen con el agregado de cor-
tisol (65). Por otro lado, la incubacién de cé-
lulas osteoblasticas de ratén MC3T3EL con
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1,25-(OH}, vit Dy, aumenta la secrecién de
IGFBP-5 14 veces después de 24 h de incu-
bacidn, y su ARNm 8 veces después de 8 h
(93).

IGFBP-6

Esta proteina ligadora se ha purificado
de liquido cefalorraquideo {LCR) de adultos
y nifies, y de fibroblastos de pulmén huma-
nos normales o transfectados con el virus
SV40. También se la ha encontrado en sue-
ro humano, suero de rata, liquide folicular
ovarico porcino, y ¢a la linea de células de
osteosarcoma humano U-2 (65).

Estructura del gen y la proteina

En el humano contiene un sitio potencial
de N-glicosilacion.

Posee mucha mayor afinidad por el IGF-
II (1011 M-1) que por el IGF-I (10° M-1),

Su concentracion plasmética es de 0,2
mg/l.

En larata, los niveles mas altos de ARNm
para la IGFBP-6 se encuentran en pulmén.
Tanto en la rata como en el humane, la IGF-
BP-6 se halla O-glicosilada. Esto da origen
a formas diversas con peso molecular entre
28 y 34 kDa.

Posee una serie de residuos de aminoa-
cidos basicos con elevada densidad de car-
ga, que podrian intervenir en la uni6n a gli-
cosaminoglicanos.

El gen que codifica para el IGFBP-6 hu-
mano se encuentra en el crosomoma 12.

Regulacién

Regulacion in vivo. Aunque uno de los si-
tios originales de identificacién de la IGF-
BP-6 fue el LCR, se ha encontrado que log
niveles en suero, liquido amniético y folicu-
lar ovarico, son mayores que los del LCR (8)
(65).

La concentracién plasmatica de IGFBP-
6 se encuentra disminuida en un 60% en pa-
cientes con acromegalia.

Por otro lado, se encuentra que los nive-
les de ARNm son mayores en ¢l ovario de
ratas inmaduras que en el ovario adulto.

La hipofisectomia provoca el aumento de
los niveles de ARNm para la IGFBP-6 en
tejido ovarico. Posteriormente, el reempla-
zo con FSH disminuye su expresién pero la
infusion de GH no tiene efecto sobre la mis-
ma.

Estos resultados sugieren que la regula-
cién de la expresion del gen de IGFBP-6 es
especifica de tejido.

Regulacién in vitro. En fibroblastos hu-
manos en cultivo, el acido retinoico aumen-
tala IGFBP-6 aproximadamente 3 veces; sin
embargo, el TGFB1 y agentes que aumen-
tan el cAMP disminuyen su expresion. Asi-
mismo, en células de carcinoma de mama
humano, el acido retinoico aumenta el ARNm
de IGFBP-6.

Rol biologico y mecanismos de
accién de las [GFBPs

Se ha propuesto que las IGFBP llevan a
cabo cinco funciones importantes, esencia-
les para coordinar y regular las actividades
biolégicas de los IGF (94):

1) Actuan como proteinas de transporte en
el plasma, y controlan el flujo de los IGF
desde y hacia el compartimiento vascu-
lar.

2) Prolongan la vida media de los IGF y
regulan su clearance metabélico.

3) Proveen un medio para la localizacidn
de los IGF especifica de tejido y tipo ce-
fular.

4) Modulan en forma directa las interaccio-
nes de los IGF con sus receptores, y asi
indirectamente controlan sus acciones
bioldgicas.

5} Actualmente existe alguna evidencia
que sugiere que las IGFBP puedan te-
ner efectos directos sobre ciertas funcio-
nes celulares, y al menos una de las IGF-
BP pareceria ser el ligando de un recep-
tor de superficie celular.

A. FUNCIONES COMO PROTEINAS
TRANSPORTADORAS

1. Complejo de 150 kDa

En el suero la mayor parte de los IGF
circulan formando un complejo ternario de
150 kDa. Aproximadamente un 75% del
IGF-1y II plasmatico es transportado de es-
ta manera {(5).

Cuando se asocian con &l complejo de 150
kDa, los IGF permanecen en el comparti-
miento vascular, y aumentan asi marcada-
mente su vida media plasmdtica (12-15 h),
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en contraste con 20-30 min para la fraccidn
de 50 kDa (ver mds adelante) y de 10-12 min
para el IGF-I libre.

Este complejo ternario no ha sido detec-
tado en la linfa, ni tampoco se ha encontra-
do ALS en otros liquidos extravasculares,
sosteniendo la hipétesis de que el complejo
ternario nunca deja el espacio vascular.

Las concentraciones de IGF libre después
de la inyeccidén de un bolo intravenoso de
IGF-I (100 ng/ml), son suficientes para pro-
ducir hipoglucemia clinica. Sin embargo, es-
ta hipoglucemia fisioldgicamente no ocurre,
a pesar de que la concentracién combinada
de IGF-I y II totales en el plasma es de 800
ng/ml (aproximadamente 100 nM). Esto se
debe a que el secuestro de IGF en el com-
plejo ternario los retiene en el espacio vas-
cular, y protege al organismo contra el de-
sarrollo de la hipogluecemia.

La funcién exacta de esta gran cantidad
de IGF almacenada en el complejo ternario
del suero es desconocida, aunque ge cree que
éste podria ser un pool funcional disponible
para su utilizacidn en situaciones de estrés.
El reciente descubrimiento de varias pro-
teasas para IGFBP-3, algunas de las cua-
les se activan durante el estrés, es consis-
tente con esta hipdtesis. Luego de la pro-
tedlisis, se puede detectar un fragmento de
30 kDa de la IGFBP-3, cuya afinidad por el
IGF-I esta reducida en 20-30 veces. Por otro
lado, log proteoglicanos sobre la superficie
de las células endoteliales pueden interfe-
rir con la formacién del complejo ternario,
siendo éste un mecanismeo posible para el
control del flujo de los IGF hacia y deade ¢l
compartimiento vascular.

2. Complejo de 50 kDa

Las IGFBP obtenidas de plasma huma-
no por gel filtracidn, en la region de 50 kDa,
son relativamente heterogéneas. Por méto-
dos de WLB y analisis de gsecuencia de ami-
nodcides, se han identificado en esta frac-
cién IGFBP-2, una forma truncada de IGF-
BP-3, IGFBP-4 glicesilada y no glicosilada,
e IGFBP-6.

Es muy probable que lag IGFBP en la re-
gién de 50 kDa no estén completamente sa-
turadas con IGF-I y I1.

El rol de estas proteinas ligadoras de ba-
jo peso molecular no se conoce completamen-
te. Estudios de infusién de IGFBP-10 2 en
ratas, han mostrade que la vida media de
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estas proteinas es de aproximadamente 90
min.

Existen variasg situaciones en las cuales
la relacién entre el IGF unido al complejo
ternario, y el IGF unido a las IGFBP de ba-
jo peso molecular, se halla disminuida (5).
Tales condiciones incluyen la deficiencia de
GH, la restriccién proteica, el ayuno y la hi-
poglucemia por tumores. En estas condicio-
nes patolégicas, se ha postulado que los
IGF tengan una menor vida media, lo que
podria traducirse en alteraciones de la ac-
tividad biolégica de los IGF. Sin embargo,
esto no se ha determinado atn.

Dado que se ha demostrado la existencia
de IGFBP libre circulante, se cree que los
niveles plasmaticos de IGF-1 o -I1 libres, de-
ben ser muy bajos (es decir, las IGFBP es-
tdn en exceso con respecto a los IGF).

B. MODULACION DE LA ACCION DE LOS IGFS

Como ya se ha visto, las IGFBP serian
importantes moduladores de la accion de los
IGF sobre sus células blanco. Bajo condicio-
nes apropiadas las IGFBP pueden inhibir o
potenciar las accienes de los IGF (5, 6). In
vivo, el efecto regulatoric neto se encuen-
tra determinado por diversos factores. Por
ejemplo: por el patrén de IGFBP que son sin-
tetizadas por un tipe celular en particular,
o por sus células vecinas; por las IGFBP que
pasan desde el plasma hacia el liguido ex-
travascular, bafiando asi un determinado ti-
po de células o tejidos en particular; por otro
lado, las IGFBP secretadas por un tejido pue-
den permanecer solubles, o unirse a recep-
tores de la superficie celular o de 1a matriz
extracelular formando asi un reservorio de
proteinas ligadoras de rdpido acceso; final-
mente, estas proteinas pueden permanecer
intactas o sufrir modificaciones como pro-
teclisis limitada, glicogilacién o fosforilacion.

La evidencia mds definitiva sobre su rof
inhibitorio en la accién de los IGT deriva de
dog hechos recientemente descriptos:

1) El agregado de IGFBP (1, 2, 3 ¢ 4) e IGF-],
en una relacién molar de al menos 4:1, a
un cultivo celular en un medio libre de
guero, provoca una inhibicién en la induc-
ci6n de la sintesis de ADN estimulada por
IGF-1. .

2) En general, las IGFBP inhiben in vitro
los efectos insulino-similes de los IGI.
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Estas observaciones son consistentes
con la bien documentada capacidad de
las IGFBP para prevenir in vivo la hi-
poglucemia inducida por los IGE.

Existen similitudes entre las diferentes
IGFBP con respecto a sus modificaciones
post-traduccionales. Asi, se ha demostra-
do la fosforilacién en residuos de serina
de IGFBP-1, 3 y 5, aunque esta modifica-
cidén se traduce en un cambio significati-
vo en la afinidad por IGF-I sélo en el ca-
so de IGFBP-1.

Se ha demostrado glicosilacién en IGF-
BP-3, -4, -5 y -6, aunque solo en IGFBP-5y
6 se trata de glicosilacion O-ligada. El sig-
nificado funcional de esta glicosilacién no
se conoce, aunque Conover ha demostrado
que, en el caso de IGFBP-3, no es necesa-
ria para su bioactividad (95).

Se ha encontrado también proteélisis de
IGFBP-2, -3, -4 v -5. En el caso de IGFBP-
3 e IGFBP-5, los fragmentos proteoliticos
pueden retener una cierta afinidad por IGF-
I o II, mientras que en el caso de IGFBP-2
y 4 los fragmentos practicamente pierden
esta afinidad. Por otre lado, en el caso de
IGFBP-3 y 5, los fragmentos pueden poten-
ciar las acciones de los IGF aun cuando la
afinidad por IGF se halla sustancialmente
reducida. La caracterizacién preliminar de
estas proteasas indica que son serino-pro-
teasas dependientes de calcio. Cada protea-
ga parece ser especifica para una IGFBP dter-
minada. Sin embargo, dado que la mayoria
de estas proteasas actian sobre residuos de
serina, un inhibidor general de serino-pro-
teasas podria aumentar simultdneamente
la abundancia de més de una IGFBP (5).

Las IGFBP-1, 3 y 5 son reconocidas por
moléculas de la superficie celular. IGFBP-1
se une al receptor de integrina abbl, Se ha
demostrado que esta integrina transmite se-
nales intracelulares, y que la unién de IGF-
BP-1 a la misma se asocia con una estimu-
lacién de la migracién celular en células CHO.
Sin embargo, no se han encontrado senales
especificas intracelulares generadas por es-
ta union de IGFBP-1 a la integrina a5bl.
IGFBP-3 y 5 se pueden adherir a diferentes
moléculas presentes en la superficie celular
v en la matriz extracelular. E1 aumento de
la asociacién de IGFBP-3 a la superficie ce-
lular, y de IGFBP-5 a la matriz extracelu-
lar, se encuentra asociada con una disminu-
cién en su afinidad por el IGF-1, y por lo tan-

to, con un incremento en la respuesta mito-
génica mediada por IGF-L

En las préximas secciones se describiran
los efectos y mecanismos de accidén de cada
una de las proteinas ligadoras.

1. IGFBP-1

a} Inhibicién de las acciones de IGF: Si
IGFBP-1 junto con IGF-I (pero con un ex-
ceso relativo de la proteina ligadora) se
agrega a células en cultivo en un medio sin
suero, el efecto predominante es generalmen-
te una inhibicién de la accion del IGF. Se
cree que esto se debe a la formacién de com-
plejos IGF-IGFBP-1 que impiden al IGF
unirse a sus receptores de superficie celu-
lar (57). Existe también evidencia de que la
fosforilacién de IGFBP-1 hace mas proba-
ble esta respuesta inhibitoria, y en muchos
experimentos en los que se estudiaban los
efectos celulares de IGFBP-1 no se analizé
el grado de fosforilacion de esta proteina li-
gadora, Rutanen ha demostrado que I1GF-
BP-1 bloquea la interaccién del 1GF-I con
sus receptores sobre membranas de endo-
metric humano, evidenciando asi un efecto
inhibitorio directo (96). También se ha de-
mostrado que IGFBP-1 inhibe la sintesis de
ADN en células de la granulosa hitea hu-
mana en cultive. En este sistema, usando
un exceso de IGFBP-1 sobre IGF-I de 4:1,
se observa que es inhibida la unién de IGF
a sus receptores (97).

En resumen, el agregado de un exceso mo-
lar de IGFBP-1 sobre IGF-I en un medio li-
bre de suero, esta claramente asociado con
una inhibicién de la accién del IGF-1. El rol
exacto que esto juega en la fisiclogia normal
del organismo, queda atin por determinarse.

b) Potenciacion de las acciones de IGF:
Se ha demostrado que la IGFBP-1 purifica-
da del liquido amniético potencia el efecto
del IGF-I sobre la sintesis de ADN en célu-
lag de muscalo aértico porcino. Este efecto
necesita el agregado de una pequefa canti-
dad de plasma pobre en plaquetas (PPP) en
el medio de cultivo (98), ya que la IGFBP-
1 sola no tiene efecto. Esto también se ob-
servé en otros sistemas celulares, tales co-
mo fibroblastos de embrién de ratén y de
pollo. Se demostré que el factor suministra-
do por el PPP no es dializable, es estable al
acido y al calor, ¥ no puede ser reemplaza-
do por otros factores de crecimiento. En es-
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tos experimentos, el efecto de potenciacién
requiere que el IGF-I se una tanto a la IGF-
BP-1 como al receptor de IGF de tipo 1. En
otros estudios en fibroblastos de piel huma-
na, se ha demostrado que la respuesta pro-
liferativa al IGF-1 es potenciada por IGF-
BP-1, pero que esto no ocurre con la respues-
ta al IGF-1I, sugiriendo que se trata de un
efecto selectivo para el IGF-1.

¢} Asociacion [ unién al receptor integri-
na abbl de superficie celular. Durante el ais-
lamiento de la IGFBP-1 de liquido amnié-
tico, se obtienen dos fracciones que difieren
en su capacidad para unirse a la superficie
celular, y de formar multimeros ligados por
puentes disulfuro cuando se agregan al me-
dio de cultivo celular. La forma que se aso-
cia a la superficie celular y forma multime-
ros, también potenciala accién del IGF-Ten
presencia de PPP. Esta asociacién a la su-
perficie celular puede inhibirse por co-incu-
bacion con péptidos que contienen la secuen-
cia RGD. La otra isoforma, que no se aso-
cia con la superficie celular, no se polimeri-
za mas alld de la formacién de dimeros, e
inhibe las acciones de los IGF. Estos datos
sugieren que la asociacion a Ia superficie ce-
lular y/o formacién de multimeros son ne-
cesarios para que la IGFBP-1 potencie la ac-
cion del IGF-I (5).

La presencia de la secuencia de recono-
cimiento de integrinas RGD en la IGFBP-1
(y en la IGFBP-2) indicaria que ambas pro-
teinas transportadoras pueden unirse a las
superficies celulares por medio de uno o més
receptores de integrinas. Recientemente,
Jones (66) ha demostrado que la IGFBP-1
se une especificamente al receptor integri-
na abbl, que se caracteriza por reconocer
al ligando fibronectina. Es posible entonces
que en ciertos tipos celulares la unién de
IGFBP-1 al receptor a5bl pueda potenciar
las acciones mediadas por los IGF. Esto po-
dria deberse a que la IGFBP-1 unida a in-
tegrina sirviera como un reservorio de mo-
léculas de IGTF localizados en la superficie
celular. Asi, existiria una alta concentracién
local de IGF, capaz de estimular al recep-
tor de IGF de tipo I. Alternativamente, se
podria generar una sefial a través de la in-
tegrina abbl posterior a su unién con IGF-
BP-1, la cual podria interactuar con compo-
nentes de la via de transduccién de seiiales
del receptor de IGF de tipo I, y modular las
senales liberadas al nicleo.
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d) Fosforilacién: Se ha encontrado que la
IGFBP-1 de cultivos de decidua humana se
halla fosforilada, asi como la proteina se-
cretada por células CHO transfectadas con
IGFBP-1, y por células Hep G2. Se ha de-
sarrollado una técnica de PAGE no desna-
turalizante que separa 4 formas fosforila-
das y una no fosforilada, demostrando que
la IGFBP-1 se encuentra fosforilada tanto
in vivo como en medios de cultivo celular
(99). La IGFBP-1 purificada de liguido am-
niético contiene dos isoformas (fosforiladas
y no fosforiladas) y se cbserva que ellas di-
fieren en su capacidad para modular la ac-
cién del IGF-I sobre la incorporacién de ti-
midina en células de misculo liso. El ana-
lisis de IGFBP-1 por cromatografia de in-
tercambio aniénico ha revelado que las iso-
formas que inhiben la accién de IGF se en-
cuentran fosforiladas, mientras que la iso-
forma que potencia la accién de IGF es no
fosforilada (5).

Jones ha demostrado que la [GFBP-1 no
fosforilada tiene 4-6 veces menos afinidad
por el IGF-I que la IGFBP-1 fosforilada
(99). Esto favoreceria el secuestro de IGF-
1 por la IGFBP-1 fosforilada, y una libera-
cién mas completa de IGF-1 a sus recepto-
res por la forma no fosforilada. La fosfori-
lacidn ocurre solamente en residuos de se-
rina, y las serinas 101, 169 y 119 son los
blancos primarios de fosforilacién. Todos
estos residuos se hallan en regiones acidi-
cas de la molécula de IGFBP-1, siendo asi
blancos potenciales para una PK de la fa-
milia de las casein-kinasas. Esto se ha de-
mostrado in vitro en experimentos de fosfo-
rilacién de IGFBP-1.

2. |GFBP-2

a) Inhibicion de las acciones de IGF: La
IGFBP-2 purificada inhibe la incorporacion
de 3H-timidina mediada por IGF-I en fibro-
blastos de embrién de pollo, y en células as-
trogiales de rata., También inhibe la sinte-
gis de ADN estimulada por IGF-II en una
linea de carcinoma de pulmén. Esta protei-
na ligadora ademas inhibe la unién de IGF-
I o II a la superficie de células MDBK, li-
mitando asi el acceso de estos factores de
crecimiento a sus receptores especificos (5).

b) Potenciacion de las acciones de IGF: La
IGFBP-2 es un potenciador débil de las ac-
ciones del IGF (5). La IGFBP-2 parcialmen-
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te purificada, estimula débilmente e] efecto
del IGF-I sobre el transporte de glucosa y la
captacién de acido amino-isobutirico en cé-
lulas endoteliales microvasculares, en un
medio libre de suero. En otro estudio se ob-
servé que la IGFBP-2 incrementa la respues-
ta de células de musculo liso aértico porcino
frente al IGF-I en un 80%, en presencia de
bajas concentraciones de PPP. En un medio
libre de suero, sin embargo, esta proteina se
comporta como un potente inhibidor de la sin-
tesis de ADN estimulada por IGF-1.

3.1GFBP-3

a) Inhibicién de las acciones de IGF: Se
ha observado que fracciones de suero enri-
quecidas en IGFBP-3 inhiben 1a incorpora-
cién de glucosa en adipocitos. De Mellos y
Baxter (100) han demostrado que un exce-
so de IGFBP-3 purificada, agregado junto
con IGF-I a cultivos de fibroblastos, inhibe
significativamente la sintesis de ADN esti-
mulada por el IGF-1. El mecanismo por el
cual la IGFBP-3 inhibe la accién del IGF,
estd relacionado con su capacidad para in-
hibir 1a unién del IGF a sus receptores es-
pecificos en la superficie celular. La IGFBP-
3 en solucién tiene una afinidad significa-
tivamente mayor por los IGF que el recep-
tor de tipo I, y es claramente capaz de pre-
venir la interaccién del IGF con su recep-
tor por un fenémeno de competencia direc-
ta. Por el contrario, la IGFBP-3 asociada con
la superficie celular tiene una afinidad re-
ducida por IGF-1 y 11, y asi es capaz de mo-
dular las interacciones del receptor del IGF
tal que los IGF sean més ficilmente dispo-
nibles para su unién al receptor (5). Sin em-
bargo, el complejo IGF-IGFBP-3, que es ca-
paz de asociarse a la membrana celular, no
parece hacerlo a través de un puente al re-
ceptor de IGF, ya que hasta el momento no
se ha demostrado la formacién de un com-
plejo ternario con IGF unida simultaneamen-
te a su receptor, y a la IGFBP-3 asociada
con la superficie celular.

También se ha estudiado la inhibicién mo-
dulada por IGFBP-3 sobre funciones de cé-
lulas diferenciadas. En osteoblastos de ra-
ta en cuitivo, la IGFBP-3 se comporta como
un potente inhibidor de los efectos del IGF
sobre la sintesis de ADN y de colageno
(101). Se ha sugerido que la funcién prima-
ria de la IGFBP-3 sintetizada constitutiva-
mente, sea la de inhibir la accién del IGF.

b) Posible inhibicién directa del crecimien-
to celular: Villandry ha demostrado que la
IGFBP-3 inhibe la sintesis de ADN en fi-
broblastos de embridén de ratén estimulados
con 1% de suero o FGF (102). De esta ma-
nera, por primera vez se muestra que la IGF-
BP-3 inhibe la respuesta de otros factores
de crecimiento (es decir, que no sean IGF),
v asi sugiere que el efecto inhibitorio podria
ser independiente de su unién al IGF. Sin
embargo, no puede excluirse la posibilidad
de que FGF esté actuando por estimulacién
de la sintesis local de IGF, el cual podria en-
tonces unirse a la IGFBP-3.

Otros investigadores han demostrado
efectos similares de la IGFBP-3, en fibro-
blastos estimulados por TGFf. Oh (103) ha
encontrado que IGFBP-3 puede inhibir el cre-
cimiento de las células de cancer de mama
humano HS5 78T independientemente de su
estimulacién por IGF. En estos estudios no
se agregaba IGF al sistema, aunque la po-
sibilidad que IGF-I o II fueran sintetizados
por las células no puede excluirse.

¢) Potenciacién de las acciones de IGF:
DeMellow y Baxter (100} han observado
efectos variados de IGFBP-3 sobre la sinte-
sis de ADN estimulada por el IGF-1. La pre-
incubacién de un cultive de fibroblastos hu-
manosg con I[GFBP-3, con eliminacién de es-
ta proteina ligadora previo a la incubacién
de las células con IGF-1, resulta en una im-
portante potenciacién de los efectos del IGF-
I. Sin embargo, la incubacién simultinea con
IGF-1 e IGFBP-3, resulta en una inhibicién
de los efectos de IGF-I. Dado que la IGFBP-
3 se puede adherir a la superficie celular,
es probable que durante la incubacion el IGF
se equilibre entre la IGFBP-3 unida a la su-
perficie celular, la IGFBP-3 soluble en el me-
dio de cultivo, y el receptor de IGF de tipo
I. Conover ha confirmado que la IGFBP-3
bovina, co-incubada con diferentes concen-
traciones de IGF-I, produce una inhibicién
dependiente de la dosis en la captacién de
dcido amino-iso-butirico (AIB) por los fibro-
blastos en cultivo (104). Por el contrario,
cuando los fibroblastos son preincubados du-
rante 24 h con IGFBP-3 bovina, y si la mis-
ma es posteriormente removida del medio,
se produce un incremento dependiente de
la dosis en la captacién de AIB en respues-
ta al IGF-1. Estudios de afinidad de “cross-
linking” realizados después de esta pre-in-
cubacién con IGFBP-3, demuestran un in-
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eremento en la IGFBP-3 asociada a 1a su-
perficie celular. Ernst y Rodan han obser-
vado efectos similares sobre cultivos de os-
teoblastos primarios (105). Estos cultivos pro-
ducen IGFBP-3 en forma constitutiva, y se
observa una potenciacion de los efectos del
IGF sobre la replicacién celular, y sobre la
expresion del gen del coldgeno al, luego de
una exposicién a la GH (la cual aumenta la
acumulacién de IGFBP-3 en el medio}.

Un mecanismo post-traduccional que pue-
de afectar las acciones de IGFBP-3 es la pro-
teélisis. Se ha demostrado que el plasma po-
see proteasas que hidrolizan especificamen-
te la IGFBP-3 a una forma de 30 kDa, que
tiene una afinidad mucho menor por el IGF-
I. Como hemos visto, formas truncadas de
IGFBP-1 con baja afinidad por IGF, poten-
cian el efecto de IGF. Por analogia, se han
probado log efectos de estos fragmentos de
IGFBP-3 sobre la incorporacion de timidi-
na tritiada en una linea de células de osteo-
blastos de rata (101). Bajo esas condiciones
la IGFBP-3 nativa, pero no sus fragmentos
proteoliticos, es inhibitoria.

Una caracteristica coman de todos estos
estudios, es que la asociacién de IGFBP-3
a la superficie celular parece ser necesaria
para su potenciacién de las acciones del IGF.
Dado que esta union a receptores de la su-
perficie celular lleva a una marcada dismi-
nucién en la afinidad de la IGFBP-3 por los
IGF, se la postula como mecanismo para ex-
plicar tal potenciacién. La IGFBP-3 ancla-
da en la superficie celular de fibroblastos
debe representar un sitio de unién impor-
tante para el IGF, ya que los receptores pa-
ra el IGF dan cuenta sélo del 3% de Ia IGF
marcada unida a la superficie celular, De la
misma manera, se ha visto que la capaci-
dad de unién de la IGFBP-3 unida a la su-
perficie celular es mucho mayor que la ca-
pacidad de unidén de la IGFBP-3 soluble en
el medio de cultivo. Asi, una proporeién im-
portante del IGF puede unirse a estos sitios,
aungue su afinidad sea relativamente mas
baja gue la de los sitios solubles (5).

d) Estudios in vivo: Se han descripto di-
versos estudios in vive que analizan el
efecto de la IGFBP-3 sobre las acciones del
IGF. En el modelo de cicatrizacién de he-
ridas de Hunt y Schilling (106), se demues-
tra gue la aplicacion de concentraciones
equimolares de [GFBP-3 e IGF-I resulta en
una aceleracion de la cicatrizacién, y en un

498

aumento de la cantidad de tejido de cica-
trizacién.

Clark, en un estudio comparative direc-
to ha encontrado que la inyeccién subcuta-
nea de IGFBP-3 humana e IGF-I en ratas
con déficit de GH, resulta en un aumento
de peso corporal dos veces mayor, y con ma-
yor amplitud epifisaria, gue en ratas trata-
das sélo con IGF (107).

Recientemente, Stewart ha demostrado
que la IGFBP-3 intravascular puede poten-
ciar las acciones de los IGF (108). Ellos in-
fundieron anticuerpos policlonales contra
IGF-I recombinante en roedores con déficit
de GH, y midieron el crecimiento en ausen-
cia o presencia de una infusién de IGF-I1. Los
animales tratados con IGF ma4s el anticuer-
po anti-IGF, muestran una mayor ganancia
de peso corporal que los ratones tratados sé-
lo con el IGF. Asi, la infusién conjunta de
anti-IGF-I resulta en un incremento mayor
de la masa muscular, y mayores niveles plas-
maticos de IGF-I, comparada con la infusién
de IGF solo. Los autores concluyen que el
anticuerpo policlonal se comporta de una for-
ma similar al complejo ternario de IGFBP-
3, haciendo aparecer un reservorio estable
de IGF-I en el suero. El anticuerpo en cues-
tién tiene una afinidad por el IGF-I leve-
mente menor que la del receptor para IGF
de tipo I. Asi, éste podria constituir un me-
canismo para la liberacién lenta de IGF-T a
las células y tejidos. Aunque este estudio es
indirecto y utiliza anticuerpos en lugar de
IGFBP-3, podria ser ésta una via alterna-
tiva para simular los efectos de la IGFBP-
3 in vivo, con posible aplicacion clinich en
el tratamiento de heridas de dificil cicatri-
zacion.

4.1GFBP-4

a) Inhibicién de las aqeciones del IGF: En
contraste con las otras proteinas ligadoras
descriptas hasta aqui, la IGFBP-4 inhibe las
acciones del IGF en casi todas las condicio-
nes experimentales probadas (5). IGFBP-4
no parece unirse a la superficie celular, y
puede ser proteoliticamente hidrolizada for-
mando fragmentos que tienen muy baja o
ninguna afinidad por el IGF. De hecho, la
IGFBP-4 se aislé originalmente, en base a
su capacidad para inhibir el crecimiento ce-
lular. Mchan la ha purificado de una linea
de células de osteosarcoma (109). Estos au-
tores utilizan un bicensayo con eartilago de
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pollo para demostrar que la IGFBP-4 posee
un efecto inhibidor de la accién del IGF. Di-
cha inhibicién es dependiente de la dosis, y
proporcional a la capacidad de IGFBP-4 pa-
ra interferir con la unién del IGF a sus re-
ceptores de superficie. A bajas concentra-
ciones de IGFBP-4, su efecto inhibitorio
puede sobrepasarse usando elevadas concen-
traciones de IGF. Es decir que si existe su-
ficiente IGF como para saturar esta protei-
na ligadora, el IGF se puede unir a los re-
ceptores de superficie y revertir el efecto in-
hibitorio.

b} Protedlisis: Recientemente se ha su-
gerido que la proteélisis constituye un me-
canismo a través del cual ciertas células pue-
den liberarse del efecto inhibitorio ténico so-
bre el crecimiento, ejercido por la IGFBP-
4. Conover (110) ha demostrado, en fibro-
blastos humanos transformados que secre-
tan proteasas especificas para IGFBP-4,
que la cantidad de IGFBP-4 intacta en el
medio de cultivo puede disminuirse por ex-
posicion a IGF-II. Este efecto puede ser blo-
queado agregando inhibidores de proteasas.
La proteasa en el medio es especifica para
la IGFBP-4 y requeriria de IGF-I o Il para
su actividad. La IGFBP-4 asi proteolizada
pierde sus efectos inhibitorios sobre la cap-
tacién de dcido amino-iso-butirico estimu-
lada por IGF-I. En una linea de fibroblas-
tos que no secretan dicha proteasa especi-
fica, la administracién de IGFBP-4 al me-
dio de cultivo produce una inhibicién depen-
diente de la dosis sobre la accién del IGF.
Esto sugiere que la IGFBP-4 intacta (pero
no la proteolizada) estd asociada con la in-
hibicién del crecimiento.

En resumen, los resultados disponibles
sugieren que la [GFBP-4 funciona iinicamen-
te como un inhibidor de la accién de los IGF,
y que su principal funcién podria ser la de
proteger a ciertas células de una sobre-es-
timulacion por 1GF, o de permitir la activa-
cion de determinadas vias de transduccién
de sefiales alternativas que gon inhibidas
por los IGF.

5. IGFBP-5

a) Inhibicién: La IGFBP-5, en exceso mo-
lar con respecto a IGF-I, puede inhibir la
sintesis de ADN y de glucégeno estimulada
por IGF-I, en células de osteosarcoma hu-
mano, En condiciones similares, en células

de la granulosa se observa también una in-
hibicién de la esteroideogénesis estimulada
por IGF-T.

b) Estimulacién: Se ha observado que la
IGFBP-5 se puede adherir a la matriz ex-
tracelular sintetizada por fibroblastos. La
IGFBP-5 incubada con la matriz extracelu-
lar, potencia el efecto del IGF-I sobre el cre-
cimiento de células sobre esa matriz (111).
Sin embargo, la IGFBP-5 directamente agre-
gada al medio de cultivo es proteolizada, y
no potencia las acciones del IGF-1. También
se ha visto que la IGFBP-5 unida a la ma-
triz extracelular por agregado exégeno, o la
depositada alli por los fibroblastos, se man-
tiene intacta, sugiriendo que se encuentra
protegida de la protedélisis. En la matriz ex-
tracelular la afinidad de la IGFBP-5 por el
IGF-I es aproximadamente 7 veces menor
que la de IGFBP-5 soluble, sugiriendo que
el IGF-I asociado a la matriz a través de IGF-
BP-5 seria mas facilmente liberado, para po-
der interactuar asf con los receptores de su-
perficie celular. Estos podrian ser factores
importantes para la capacidad de la IGF-
BP-5 unida a la matriz extracelular de po-
tenciar las acciones del IGF. Altas concen-
traciones salinas inhiben la asociacién de
IGFBP-5 con la matriz extracelular, sugi-
riendo que su sitio de unién podrian ser los
proteoglicanos de la matriz.

Bautista (772) ha demostrado que la co-
incubacién de osteoblastos de raton MC-
3T3E1 con cantidades equimolares de IGF-
1l e IGFBP-5, Heva a una potenciacién de la
accién del IGF-I1. Se han realizado estudios
con fragmentos proteoliticos de IGFBP-5, los
cuales pueden asociarse con la superficie ce-
llar en osteoblastos en cultive. Dado que es-
tos fragmentos de IGFBP-5 unen 1GF-I con
menor afinidad que la IGFBP-5 intacta, se
ha sugerido que la protedlisis podria ser im-
portante en permitir que la IGFBP-5 poten-
cie las acciones de los IGF. También se ha
observado que los fragmentos de IGFBP-5
tienen un efecto mitogénico en ausencia de
IGF-I, sugiriendo asi un mecanismo inde-
pendiente.

En resumen, la IGFBP-5 tiene la propie-
dad tnica de adherirse a la matriz extrace-
lular. Cuando se asocia con la matriz, esta
proteina potencia las acciones de los IGF.
También se puede asociar con la superficie
celular, y potenciar asi las acciones de los
IGF en una forma similar a la IGFBP-3.
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6. 1GFBP-6

Los estudios in vitro de IGFBP-6 son muy
limitados. Un trabajo reciente indica que
IGFBP-6 puede tener efectos antigonadotré-
ficos en ovario, tal como IGFBP-2, -3, 4 y
-5. La produccién de IGFBP-6 por el ovario,
estimulado por una combinacién de FSH y
LLH, se asocia con una inhibicién de la este-
roideogénesis inducida por IGF-I (5).

PROTEASAS

Se han identificado in vitro e in vivo pro-
teasas especificas para todas las IGFBP ex-
cepto IGFBP-1. Asi, se las ha encontrado en
la sangre y otros tejidos, en diversos flui-
dos corporales y medios de cultivo celula-
res. Algunas proteasas para IGFBP quimi-
camente identificadas incluyen: plasmina,
metaloproteasas de matriz extracelular, ca-
tepsina, kalicreinas, como asi también el an-
tigeno prostdtico especifico (PSA).

Las proteasas mejor caracterizadas son
las de IGFBP-3 (5).

Proteasas para IGFBP-3

Se cree que los niveles de IGFBP-3 son
regulados por proteélisis. Como hemos vis-
to, se han identificado fragmentos de 30 kDa
amino terminales en suero de rata y suero
humano. La protedlisis parcial de IGFBP-3
ocurre cuando se encuentra formando par-
te del complejo ternario de 150 kDa. Esto
se describid inicialmente en el suero de em-
barazadas (83). Posteriormente se ha obser-
vado en otras condiciones patolégicas, como
en el caso de pacientes post-quirirgicos y
con enfermedades terminales. Los péptidos
hidrolizados pueden permanecer asociados
con la subunidad ALS bajo condiciones fi-
siolégicas (es decir, a pH neutro); pero se di-
socian y pierden su capacidad de unidén a
IGF, después de la exposicién a acidos o ca-
lentamiento en presencia de SDS. El frag-
mento de 30 kDa se ha purificado. De esta
manera se ha visto que tiene una afinidad
20 veces menor para el IGF-1, y 3 veces me-
nor para el IGF-I1, que la IGFBP-3 intacta.
La protedlisis limitada de IGFBP-3 facilita
asi la disociacion de IGF-I del complejo de
150 kDa, lo cual podria aumentar su acee-
sibilidad para los tejidos “blanco”.

También se han descripto proteasas pa-
ra IGFBP-3 en diversos tejidoes y fluidos cor-
porales. Cohen ha demostrado que el anti-
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geno prostdtico especifico, una kalicreina
glandular, es una proteasa de IGFBP-3 que
se encuentra pregente en el plasma semi-
nal humano. Se diferencia de la proteasa de
IGFBP-3 presente en el suerc en embara-
zadas por el tamafio de los fragmentos pro-
teoliticos que genera, y por su activacion (en
lugar de inhibicién) con el agregado de ED-
TA. Davenport ha descripto que las protea-
sas de IGFBP-3 presentes en la decidua de
ratas preifiadas a término, al igual que las
proteasas de IGFBP-3 del suero de rata, son
serino-proteasas dependientes de cationes
{es decir, semejantes a la tripsina). Se ha
demostrado que ciertas metaloproteasas de
matriz extracelular (MNP1 y MNP3) son res-
ponsables de la mayor parte de la actividad
proteolitica de IGFBP-3 del suero de ratas
prefiadas, y del medioc condicionado de fi-
broblastos humanos.

El grupo de Binoux ha estudiado la pro-
tedlisis de IGFBP-3 durante el embarazo,
sugiriendo que el complejo ternario se en-
cuentra funcionalmente alterado, afectan-
do asi la biodisponibilidad de los IGF. Tam-
bién se ha encontrado que existe proteéli-
sis de IGFBP-3 en estados normales, depen-
diendo el grado de protedlisis del “status”
del sistema GH/IGF. Funcionalmente esto
significa que la regulacién de la actividad
de proteasas podria adaptarse para aumen-
tar {en estados de deficiencia de GH) o in-
hibir (en acromegalia) la disponibilidad del
IGF-I cuando sea necesario.

En el embarazo, el andlisis por Western
Ligand Blot revela una fuerte reduccién (o
virtual desaparicion) del caracteristico do-
blete de 42-39 kDa de IGFBP-3. Esto se pue-
de confirmar por Immunoblot usando anti-
cuerpos especificos contra IGFBP-3. En los
Immunoblot se observa una banda densa co-
rrespondiente a los fragmentos de 30 kDa,
que no se observa en el suero normal. Asi,
la modificacién proteolitica de IGFBP-3 pro-
duce una pérdida significativa en su afini-
dad de unién a IGF.

Una consecuencia de la protedlisis de
IGFBP-3 es que la distribucién de IGF en-
tre el unido a las fracciones mayoritarias
de IGFBP (150 y 40 kDa) y el IGF libre po-
dria modificarse. Usando gel filtracidén, se
encuentra un aumento del IGF-I asociado
con la fraccion de 50 kDa, una disminucién
en la de 150 kDa, y un aumento de aproxi-
madamente 2 veces en la fracciéon de IGF-
libre. Considerando la vida media de estas
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diferentes fracciones de IGF en el hombre,
podria calcularse que la velocidad de pro-
duccién de IGF-1 deberia cuadruplicarse. Asi,
es evidente que la biodisponibilidad de IGF-
I se encuentra aumentada durante el em-
barazo, como respuesta a un aumento en los
requerimientos metabdlicos y de crecimien-
to que acompanan el desarrollo de la uni-
dad feto-placentaria. Esta biodisponibili-
dad incrementada de IGF-I podria explicar
ciertas caracteristicas de tipo acromegali-
cas que se observan durante el embarazo.

Proteasas para [GFBP-4y §

Las proteasas de IGFBP-4 y 5 son tam-
bién serino-proteasas, dependientes de cal-
cio, pero no son metaloproteasas dade que
no se activan con Zn. Usando diferentes in-
hibidores de proteasas se ha observado que
son inhibidas por aprotinina y benamidina.

El grupo de Clemmons (113) ha estudia-
do el rol de estas proteasas sobre el cultivo
de fibroblastos y de células de musculo liso
(pSMC), agregando cantidades crecientes de
IGFBP-4 en un ensayo de sintesis de ADN
estimulada por IGF-1. Asi, han observado una
fuerte inhibicién, dependiente de dosis, en los
cultivos de fibroblastos pero no en lag célu-
las de migculo liso. Luego, analizando el me-
dio condicionado por Immunoblot, han encon-
trado que los fibroblastos no alteran la IGF-
BP-4 en el medio, pero si las células de mius-
culo liso, que producen fragmentos proteoli-
ticos de 14 y 16 kDa. Estos fragmentos no se
detectan por Western Ligand Blot, sugirien-
do una muy baja afinidad de los fragmentos
por el IGF. Estos experimentos han llevado
a la conclusién de que la ruptura proteoliti-
ca de IGFBP-4 agregada exdgenamente re-
sulta en una completa inactivacién de su ca-
pacidad para inhibir la accién del IGF-I.

Por el contrario, la protedlisis de IGFBP-
b potencia la actividad de IGF-I en cultivos
de osteoblastos humanos. Asi, la protedlisis
de IGFBP-5 seria un importante potencia-
dor de la accién del IGF en el tejido dseo.

El grupo de Conover ha estudiado la
protedlisis de IGFBP-4, y su regulacion en
un sistema de cultivo de osteoblastos (114).
En condiciones libres de suero, los osteo-
blastos derivades de un humano adulto
normal, seeretan principalmente IGFBP-3
y 4. El tratamiento de estas células con IGF
resulta en un aumento de los niveles de IGF-
BP-3, y una desaparicién aparente del IGF-
BP-4. Este efecto del IGF es independien-

te de su interaccién con los receptores de
tipo I, y tampoco se observan cambios en
los niveles de expresion de los ARNm es-
pecificos para IGFBP-3 y 4. Subsecuente-
mente se ha establecido gue la incubacién
del medio condicionado de los fibroblastos
con IGF, en ausencia de células, lleva a una
pérdida especifica de IGFBP-4. Este fené-
meno es dependiente del tiempo y de la tem-
peratura de incubacién, y no se observa en
ausencia de IGF-II. Ademas, el IGF-II no
altera los niveles de IGFBP-3. Todos estos
estudios indican que la disminucién en la
IGFBP-4 es debida a la presencia de una
proteasa. Esta actividad puede ser inhibi-
da por EDTA, 1,10-fenantrolina, y es 14bil
al calor.

Una caracteristica importante de esta
proteasa para IGFBP-4 es su estricta de-
pendencia de los IGF para su activacion.
Asi, otros péptidos u hormonas esteroideas
en el medio de incubacién no alteran los ni-
veles de IGFBP-4 en este sistema de ensa-
yo libre de células. Ademads se ha observa-
do que IGF-II es més potente que IGF-I
en la induccién de esta proteasa. La pro-
tedlisis también parece requerir una aso-
ciacién fisica especifica entre el IGF-II y la
IGFBP-4, dado que anticuerpos neutralizan-
tes anti IGF-II bloquean la proteélisis de
la IGFBP-4.

Se ha estudiado la regulacién de esta ac-
tividad proteolitica. La proteélisis de IGF-
BP-4 dependiente del IGF, es detectable en
el medio condicionado de fibroblastos huma-
nos fetales y adultos, y no se modifica con
la edad del donante. También se ha evalua-
do el efecto de reguladores del crecimiento
de fibroblastos. Se ha podido observar que
el tratamiento de las células con ésteres de
forbol, que actiia via Protein-quinasa-C, blo-
quea la protedlisis de IGFBP-4; mientras que
¢l tratamiento con forskolina, que estimu-
la a la Protein-quinasa-A, no afecta la pro-
teclisis de IGFBP-4.

Se sabe que la IGFBP-4 es un potente
inhibidor de la accién del IGF-I sobre célu-
las de hueso, células de neuroblastoma y
fibroblastos. Se ha analizado cudl es la con-
secuencia de la protedlisis de IGFBP-4 in-
ducida por IGF en estas células, estudian-
do en paralelo dicha proteélisis y las alte-
raciones en la incorporacion de timidina en
el ADN celular. Ni el IGF-II, ni la insuli-
na, estimularon la incorporacion de timidi-
na tritiada. Sin embargo, en fibroblastos la
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pre-exposicién a IGF-I1 aumenta la incor-
poracion de timidina inducida por IGF-I. Es-
tos datos sugieren que la IGFBP pericelu-
lar limitaria el acceso de IGF-I a sus recep-
tores celulares de tipo I, v que el pre-tra-
tamiento con IGF-II puede mitigar este
efecto de barrera. También se ha propues-
to que el IGF-II aumente la respuesta de
los fibroblastos al IGF-I, parcialmente a tra-
vés de su capacidad para regular la activi-
dad de proteasas para IGFBP-4. El IGF-11
es mas eficiente que el IGF-I en inducir la
protedlisis de IGFBP-4, y ¢l IGF-1 es mas
potente que el IGF-II en activar las sefia-
les mediadas por el receptor para IGF de
tipo I. De esta manera, se ha propuesto un
modelo para la regulacidn de la hiperpro-
liferacién focal: en condiciones basales, los
fibroblastos humanos secretan IGFBP-4 in-
hibitoria para los efectos de IGF, y protea-
sas para IGFBP-4 en estado latente. En es-
tas condiciones, los fibroblastos son relati-
vamente insensibles a la estimulacién con
IGF-1. La introduceién de IGF-II inicia una
rapida induccidn de la protedlisis de IGF-
BP-4, incrementando asi el IGF-I local dis-
ponible para la interaccién con los recepto-
res celulares para IGF de tipo 1. Ademas,
los fibroblastos secretan otras IGFBP, prin-
cipalmente IGFBP-3 que es regulada posi-
tivamente por IGF a través de un mecanis-
mo independiente de sus receptores. Estas
IGFBP reguladas por IGF juegan un papel
importante y atin poco definido en la biolo-
gia celular de los fibroblastos humanos.

Métodos de ensayo

El desarrollo de la terapia sustitutiva con
GH en pacientes con déficit de GH, lleva im-
plicita la necesidad de encontrar métodos
para el diagnéstico y seguimiento de indi-
viduos que pudieran beneficiarse con este
tratamiento.

En el listado que se detalla a continua-
cién, ge enumeran los pardametros que de-
bieran estudiarse inicialmente para la eva-
luacién de un nino de estatura corta y/o con
disminucién de la velocidad de crecimien-
to, a fin de determinar la factibilidad de un
tratamiento sustitutive con GH recombinan-
te (obviamente, deben descartase otras pa-
tologias que presenten un cuadro elinico si-
milar, pero que no sean dependientes de GH)
(116):
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Historia clinica y examen fisico

RX de crianeo, edad ésea de la mano izquierda

Folato, caroteno, anticuerpos antigliadina, eritro-
sedimentacién

Electrolitos plasmaticos, urea, creatinina

Cariotipo en nifas

Funcién tiroidea: T4, TSH

Respuesta secretoria de GH frente a una estimu-
tacién farmacoldgica y/o perfiles de secrecidn
espontdneos diarios o nocturnos

IGF-1 e IGFBP-3

Empero, en la interpretacién de los re-
sultados de estos pardmetros debe tenerse
en cuenta la edad del paciente, ya que de
ella dependera en parte la posible etiologia
de retardo de crecimiento (tabla VI). Lue-
g0, en base a los datos clinicos y bioquimi-
cos, se podrd llegar a un diagnéstico pre-
suntivo {tabla VI1I v tabla VIII).

Sin embargo, log métodos disponibles pa-
ra medir la secrecién de GH {véase mds aba-
jo) son poco convenientes v confiables. Por
otro lado, las concentraciones séricas de
IGF-I e IGFBP-3 se encuentran disminui-
das en estados de desnufricién o enferme-
dad hepatica. En conclusion, actualmente
el parametro mds fiel en el estudio de un
nifto con retardo de crecimiento sigue sien-
do la evaluacidn clinica, con un énfasis es-
pecial en 1a medicién exacta y seriada de la
altura del paciente para la determinacién
de su velocidad de crecimiento (117).

La estimacién de la secrecién de GH, ya
sea espontdnea o provocada farmacoldgica-
mente, sigue siendo de valor, aungue no de-
beria ser obligatoria para el diagndstico del
déficit de GH. A menos que exista una his-
toria familiar de sindrome de resistencia a
la GH, un valor de GH al azar elevado que
sugiera el diagnostico de este sindrome, o
la presencia clinicamente evidente de des-
nutricion o enfermedad hepdtica, una dis-
minucién en la concentracion sérica de IGF-
I ¢ IGFBP-3 en pacientes clinicamente sos-
pechosos puede considerarse diagndstico de
un déficit de GH (117).

DOSAJE DE GH SERICO

Este enfoque, aunque directo, presenta
varios inconvenientes (116} (117):
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F ' TABI.A Vl..f : S e
ETIOLOG‘A DEL RETAHDO DE. GRECIM'HNTO SEGUN LA EDAD-.
e o TOMADO ﬂE I..A HEFEHENCIA 116. e i

Lactancia -

Hipotiroidismo. A
A ‘Hlpo;utultansmo, o

. Deﬁmt calérxco {desnutrlcmn enfermedad ce]mca)

Enféermedades metabdhcas msuﬁczencm renal

- Nifiez Estatura corta genehca

.' . Deﬁcxt de GH.'
Hlpotn’mdmmo

) Enfermedad ésea: genétlcamenbe determmada
* . Sindrome de Turnér (nmas)

3 'Smdmme de- Cushmg

Défieit calonco (enamsmn pElCB socxal enfermedad celiaca :

Pubértad .

Retraso constltucmnal de la pubertad
- Sindrome de Turner (nmas)

H_lpopltmtarlsmo :

Anorexia nervosa, 7S
= Enfermedades crénicas. . .

Como se sabe, existe una liberacién hi-
pofisaria episédica de GH.

La vida media sérica de GH es relativa-
mente corta.

Individuos normales pueden tener al azar
valores bajos de GH.

Se necesitan determinaciones seriadas
(sin estimulo, o post-estimulo fisioldgico
o farmacolégico)} para llegar a un diag-
nostico,

Estas determinaciones seriadas son com-
plicadas y onerosas (por ej., de 36 a 72
determnaciones con espacio de 20 min en-
tre una y otra).

Sumado a ello, no hay acuerdo sobre los
valores de corte diagnoésticos.

Debido a la heterogeneidad de formas de
GH circulante, y de sus afinidades de
unién por las proteinas transportadoras
especificas, existe una discrepancia con-
siderable entre 1a medida de GH por mé-
todos inmunolégicos o por biocensayo.
Ademas, cada una de estas formas mo-
leculares diversas de la GH pueden no
ser igualmente reconocidas por diferen-
tes inmunoensayos.

EVALUACION DEL EJE IGF-IGFBP

Existen varias metodologias disponibles

para evaluar el eje IGF-IGFBP:

1.

Métodos inmunolégicos:

* Dosajede IGF-1(RIA, IRMA, DELFIA,
ELISA)

* Dosaje de IGF-II (RIA, IRMA)

* Dosaje de IGFBP especificas (RIA, IR-
MA, ELISA)

. IGFBP cuali/cuantitativos (SDS-PAGE,

Binding capacity)

. Receptores de IGF
. Ensayos de proteasas para IGFBPs.

El dosaje inmunologico de IGF-I resulta

particularmente interesante debido a que el
IGF-I es en gran medida dependiente de la
GH, aunque para la interpretacion de los
resultados debe tenerse en cuenta que (118):

La concentracién sérica de IGF-I es re-
lativamente estable a lo largo del dia, de-
bido fundamentalmente a su asociacién
con IGFBP-3 y ALS (menos del 5% del
IGF-I circula en forma libre).

La interpretacién correcta de los valores
séricos de IGF-I requieren considerar la
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T TaBLAVNL

. 'RETARDO DEL CRECIMIENTO DEBIDO A ANORMALIDADES

DEL EJE GH/IGF-I: CLASIFICACION SEGUN SUS OONCENTRAGIOHES‘
gl PLASMATIOAS. .TOMADO DE LA REFEREHCIA 116.

GH BAJA; IGF-I BAJA:

1. Déficit de GH prlmarm
* . Genstico:,

Ve Idiopético:' Déﬁmt de GH alslado (}ir "able deﬁc1t dé GHRH

2. Déficit hormonal pltultarlo multlple prlmano
* - Genético: " Autosémico o X-ligado, recesivo, "
Faa s Mutacién en el gen del factor de difers
* - De.desarrollo: Defectos de-la linea media.
gt ot st Aplasia hipofisaria::
" Displasia optico- septal
Irradiacién craneana; g
. ‘Tumores hapotaiamlco h_xpofzsarms
. Trauma:’
- Trauma pennatal y asfixia. o
*Interrupecién del tallo hlpoflsarm ;
8 Deﬁclt de GH secundarm e
¢ Desnutricién crénica. S :
. Hemﬁcmmatoms enanismo psxco—soc:al talasem:

* . Organico:

y _'l ; Idmpatlce

GH ALTA, IGF-I BAJA:

. Insedsibilidad primariaala GH '~
* . Enanismo tipo Laron (Mutacmn en el ge
‘matica de unién a’ GH)." - ; il :
. Enamsmo genético con baga actw:dad del receptur de GI—I (plgmeoa)

cia; de Ia pmtema p a

; Insensﬂnhdad secundana a ia GH
*  Ayuno pronum:lado :
. Desnutrlcwn cronica,. deﬁc1b calorxco proteico:

. ,3}5 _GH bmlnactlvo pero 1nmunorreact1\ru o ‘o Ty
- . Nohay casos probados de GH endogeno' normal pero respuesta normal al agregado ex
-geno de. hGH g ey

GH ALTA; 'IGF—I NORMAL" OALTA:

[nsuficxenma renal cronica’ con exceso de IGFBP 3 {se supone que exista unaremstenma a
_ GHfIGF-I)
2.

edad, el sexo v el estado nutricional del
paciente (tabla IX).

Los niveles séricos de IGF-I se encuen-
tran disminuidos en la mayoria de los pa-
cientes {pero no en todos)} con déficit de
GH, malnuiricién y sindrome de Laron.
La concentracion sérica de IGF-I esta au-
mentada en los pacientes acromegélicos,
debido al exceso de GH.

* Sin embargo, nifios con déficit de creci-
miento constitutivo {es decir, sin altera-
cién en el eje GH/IGF) pueden tener va-
lores de IGF-I bajos. Por consiguiente, es-
te dato aislado no es diagnéstico, sino que
debe analizarse juntamente con el resto
de los datos del paciente.

El valor diagnéstico relativo del dosaje
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Tomado de la referencm 115.

de IGF-I sérico atun no ha sido completamen-
te resuelto, debido fundamentalmente a tres
factores (118):

1. Inseguridad en el criterio de referencia,

es decir el dosaje directo de GI. Este pro-

blema actualmente se resuelve sdlo con
criterio clinico y experiencia.

. Variantes estructurales del IGF-I: cier-
tas IGF (especialmente lag rhIGF-I pro-
ducidas en bacterias) presentan anoma-
l{as en su plegamiento terciario, lo cual
puede alterar su afinidad por un deter-
minado anticuerpo. En consecuencia, es
imprescindible que el IGF-I utilizado co-
mo trazador y como estindar se encuen-
tre correctamente plegado y altamente pu-
rificado.

. Interferencia de las IGFBP en el dosaje
de IGF. Este problema es complejo;
¢ La constante de afinidad del comple-

jo IGFBP-IGF es similar al que poseen

los anticuerpos especificos para IGF

(1020-101 M-1).

La velocidad de disociacién del com-
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plejo IGFBP-IGF es relativamente ba-
ja: a pH neutro, el complejo con IGF-
BP-3 tiene 17 h de vida media a 37°C,
y 3 dias a 4°C. Sin embargo, al acidi-
ficar el medio (pH < 3,4) la disociacion
es rapida.

No existe en la actualidad un anticuer-
po especifico y sensible que reconozea al
IGF mientras est4 unido a las IGFBP.

Asi, segiin los niveles de IGF, pueden en-
contrarse dos situaciones extremas:

* A bajas concentraciones de IGF en la
muestra, las IGFBP secuestran trazador.
Esto Hevard a una sobre-estimacion del
nivel de IGF en la muestra.

* A elevadas concentraciones de IGF en la
muestra, las IGFBP estardan saturadas
con IGF endégeno no marcado, producien-
do una subestimacién del nivel de IGF.

En conclusién, es preciso disociar el com-
plejo y separar las IGFBP antes de realizar
el inmunoensayo para IGF-I, para lo cual
han sido propuestos diversos métodos.
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a. Cromatografia de exclusién molecular en
condiciones acidas (pH < 3,4). Este es el
método de referencia contra el cual se eva-
lia la eficiencia de los demés. Sin em-
bargo, es muy laborioso.

b. HPLC con columna de exclusién molecu-
lar y eluyente acido. Es un método de per-
formance similar al anterior.

¢. Etanol/Acido clorhidrico: es el método
mas usado para muestras de suero hu-
mano, ya que es muy eficiente para la pro-
teina mayoritaria IGFBP-3. En una pri-
mera etapa, el medio 4dcido disocia rapi-
damente al complejo; luego, el etanol
precipita las IGFBP (fundamentalmen-
te la -3) pero no el IGF, separandose las
IGFBPs por centrifugacién. Finalmente
se neutraliza el sobrenadante para el do-
saje de IGF-1.

d. Etanol/Acido clorhidrico/Crioprecipita-
cién: luego de la etapa de neutralizacién
del método anterior, se procede a una re-
precipitacién por enfriamiento a —20°C
durante 1 h, con posterior centrifugacién.
Este método ha sido utilizado para mues-
tras de suero de rata.

e. Acido férmico/Acetona; en este caso, la pre-
cipitacion selectiva de las IGFBP se lo-
gra con el agregadoe de acetona.

f. Incubacién con exceso de IGF-II: se aci-
difica la muestra para disociar el comple-
jo, y luego se agrega un exceso de IGF-I1
disuelto en una solucién alealina para vol-
ver a neutralizar la muestra (la concen-
tracién final de IGF-II debe ser dos 6r-
denes de magnitud mayor que la espera-
da para IGF-I). De esta manera, las IGF-
BP se saturardn con IGF-II, guedando li-
bre para su dosaje el IGF-1. Este méto-
do, aunque relativamente sencillo, re-
sulta oneroso debido al elevado costo del
IGF-11.

En muchos casos, el dosaje de IGF-I se
desea realizar en muestras de composicién
cuali/cuantitativa desconocida. Debe enton-
ces evaluarse la aceptabilidad de cada uno
de estos métodos extractivos para poder asi
elegir el que resulte mas adecuado (119). Es-
ta evaluacién puede realizarse por medio del
Binding Capacity y/o Western Ligand Blot
{véase mas abajo).

Una vez que se elimina la interferencia
de las IGFBP de la muestra, se puede pro-
ceder al dosaje de IGF-I, ya sea por méto-
dos de desplazamiento competitivo (RIA) o

de deteccién directa del analito (IRMA, ELI-
SA no competitivo).

Dosaje inmunolégico de IGF-II: Aunque
este péptido es principalmente de interés
cientifico, en determinadas circunstancias
ayuda a completar el cuadro clinico del pa-
ciente (118):

« En los déficit de GH, IGF-II esta dismi-
nuido.

* En pacientes con acromegalia: GH, IGF-
I e IGFBP-3 estan elevados, pero IGF-I1
se encuentra dentro de los limites nor-
males.

Se ha encontrado que ia concentracién de
IGF-II tiene escasa variacién con la edad Iue-
go del periodo neonatal.

Este factor de erecimiento tiene para su
dosaje los mismos problemas metodolégicos
que IGF-1, con ciertas cuestiones adiciona-
les:

¢ Es dificil obtener un anticuerpo especi-
fico que no cruce con IGF-1.

¢ En las muestras que contienen concen-
traciones significativas de IGFBP-2, -5
6 -6 (que tienen mucho mayor afinidad
por IGF-II que por IGF-I), es complica-
do el blogueo de las IGFBP con un ex-
ceso de IGF-1.

Dosaje inmunolégico de IGFBP especifi-
cas: Existen anticuerpos especificos contra
todas las IGFBP. Sin embargo, y debido a
que la mayoria sélo tiene interés cientifico,
no todos son comercializados en forma de
equipos para diagndstico. Para asegurar la
especificidad del método inmunolégico en
cuestién, deben considerarse algunos as-
pectos generales para todas las IGFBP (118)

1. Es necesario evitar que el anticuerpo es-
pecifico reconozca el sitio de unién de IGF
(v también el de ALS en el caso de IGF-
BP-3). De esta manera, no hara falta una
preparacién previa de la muesira.

2. Debido a la gran homologia que existe en-
tre las diferentes IGFBPs, es dificil ha-
llar anticuerpos especificos que no pre-
senten reacciones cruzadas. Sin embar-
g0, si la IGFBP que se intenta dosar es
la mayoritaria en una muestra determi-
nada, una discreta interferencia por otras
IGFBPs no modificara sustancialmente
los resultados.

3. La modificacién post-transduccional de las
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IGFBP (fosforilacion, glicosilacién y pro-
tedlisis) produce una mezcla heterogénea
de péptidos, los cuales no reaccionan to-
dos de forma idéntica con un mismo an-
ticuerpo. Ademas, diferentes anticuerpos
(por ejemplo, dos policlonales diferentes)
pueden comportarse de manera variable
con la misma forma de una IGFBP. En
conclusidn, es preciso especificar muy bi-
en el sistema que se utiliza en el inmu-
noensayo.

La IGEFBP-3 es la de mayor interés clinico
por su dependencia de GH. En rigor, los ni-
veles circulantes de IGFBP-3 se corresponden
con los de IGF total (IGF-I + IGF-II), v éstos
se correlacionan a su vez con el sistema dela
GH. Se encuentra también una variacién eta-
ria de la concentracién sérica de IGFBP-3, aun-
que menor que en el caso de IGF-I.

El dosaje de IGFBP-3 tiene importancia
diagndstica fundamentalmente en dos situa-
ciones:

* En el déficit de GH de origen hipofisario
o hipotaldmico, los niveles de IGFBP-3
son muy bajos.

* Cuando existe déficit funcional del recep-
tor de GH (sindrome de Laron, anticuer-
pos anti-GH, enfermedad hepdtica, des-
nutricién), se encuentran valores muy ba-
jos de IGFBP-3 aun en presencia de con-
centraciones elevadas de GH.

Sin embargo, hay que tener precaucion
al evaluar los resultados de un inmunoana-
lisis: en muestras con actividades elevadas
de la proteasa de IGFBP-3, o con disminu-
cién del elearance renal de la IGFBP-3 (por
¢j., embarazo o insuficiencia renal crénica),
fragmentos de degradacioén inmunorreacti-
vos pueden dar valores de IGFBP-3 séricos
falsamente elevados. En caso de sospechar
este tipo de situaciones, para medir la IGF-
BP-3 intacta hay que eliminar previamen-
te los fragmentos de degradacion por cro-
matografia de exclusién molecular (118).

Dosaje cuali/cuantitativo de IGFBP: SDS-
PAGE. Este es un método ampliamente uti-
lizado para la deteccidn y caracterizacién de
las IGFBP. El SDS-PAGE maés usado como
método de separacion electroforético, es el
desarrollado por Laemmli (120) con concen-
traciones de acrilamida de entre 10 y 15%.
Sin embargo, existen bdsicamente tres va-
riaciones sobre esta técnica (121):

En la primera variante, las IGFBP séri-
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cas se entrecruzan por “affinity crosslinking”
con 1251-JGF-1. La muestra se somete luego
a2 SDS-PAGE y posterior autorradiografia del
gel. Para que este método sea semicuanti-
tativo, antes de realizar el entrecruzamien-
to con trazador debe desplazarse el IGF en-
dégeno unido a las IGFBPs,

Otra variante, que ha crecido enormemen-
te en popularidad, fue deseripta originalmen-
te por Hossenlopp y col. (122): 1a muestra
se somete a SDS-PAGE en condiciones des-
naturalizantes (que desplaza la unién de los
IGF endogenos de sus IGFBPs). Posterior-
mente se realiza una transferencia de las
proteinas separadas electroforéticamente a
un papel de nitrocelulosa, el cual se incuba
con 125]-IGF-1. Este trazador se unira a sus
IGFBPs, inmovilizados sobre la nitrocelu-
losa, ya que el proceso de electroforesis/trans-
ferencia no altera sustancialmente la afini-
dad de las IGFBP por su ligando. Finalmen-
te se realiza una autorradiografia del pa-
pel. Esta técnica se ha llamado Western li-
gand blot.

En los dos métodos descriptos, las IGF-
BP se separardn electroforéticamente segiin
su peso molecular (deteccién cualitativa de
las diferentes IGFBP de la muestra). Ade-
més, una cuantificacién densitométrica de
la autorradiografia permitird estimar la
abundancia relativa de cada IGFBP en la
muestra. Sin embargo, en la interpretacién
de los resultados es preciso tener en cuen-
ta lo siguiente (121):

* Como se ha dicho, las IGFBP se separan
geglin su peso molecular, por lo cual es-
te método no permite diferenciar IGFBP
(o fragmentos proteoliticos de ellas que
mantengan afinidad por el IGF-I) con pe-
sos moleculares muy similares.

¢ La protedlisis de determinadas IGFBP
(por ej., la que ocurre fisiolégicamente con
IGFBP-3 en suero de embarazadas) pue-
de generar fragmentos proteicos con muy
baja afinidad por el IGF. En este caso,
seran indetectables por estos métodos.

¢ La afinidad de las diferentes IGFBP por
el IGF-I es dependiente de varios facto-
res: la IGFBP en cuestién, y su grado de
glicosilacion o fosforilacién. En conse-
cuencia, el andlisis densitométrico de la
autorradiografia deberd tomarse como
un dato semicuantitativo que sélo da una
estimacidn de la abundancia relativa de
las IGFBP de la muestra.
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La tercera variante sobre esta técnica,
consiste en incubar el papel de nitrocelulo-
sa transferido (obtenido de 1a misma mane-
ra que para el caso del Ligand Blot) con un
anticuerpo marcado radioactivamente, es-
pecifico para alguna de las IGFBP. El papel
de nitrocelulosa se revela luego por auto-
rradiografia y se analiza densitométricamen-
te. Este método ha sido llamado Western Blot,
y tiene la ventaja de permitir la deteccién
especifica de formas inmunolégicamente re-
lacionadas, tales como las variantes proteo-
liticas, glicosiladas o fosforiladas de una mis-
ma IGFBP. La cuantificacion de estas va-
riantes es asi independiente de la afinidad
que tengan por el IGF-1. Sin embargo, esta
técnica tiene el inconveniente de no poder
lograr la deteccién simultédnea de mas de una

IGFBP (121).

IGF Binding Capacity: Este es un ensa-
yo cuantitative, que evalia en forma global
la capacidad que tiene una muestra de unir
1251.JGF-1.

Consiste en la acidificacién de la muestra
(para desplazar la unién de los IGF endége-
nos de sus IGFBP), y posterior neutraliza-
cién/incubacién con el ligando (IGF-I o -IT mar-
cado). Luego se procede a separar el traza-
dor libre del unido, va sea con carbén acti-
vado {adsorcién del trazador libre), o por pre-
cipitacidén selectiva del complejo IGFBP-IGF
(con anticuerpos especificos para las
IGFBP, concanavalina A, aglutinina de ger-
men de trigo, o polietilenglicol). Finalmen-
te se mide la radioactividad asociada al com-
plejo IGFBP-IGF, y se refiere a la cantidad
de marca agregada inicialmente a la mues-
tra (121).

Con lIa excepcién de los inmunoensayos
especificos para IGFBP, el Binding Capacity
es el mejor método para el andlisis cuanti-
tativo global de las IGFBP de una muestra.
Ademas, es importante para el estudio de
la interaccién IGF-IGFBP, y de las varia-
ciones que puedan producir en esta interac-
cién, lag modificaciones post-traduccionales
de las IGFBP (glicosilacion, fosforilacién o
protedlisis).

Andlisis de Receptores para IGF: Como
ya se ha visto, existen por lo menos dos ti-
pos de receptores especificos para IGF (fig.
2). El receptor de tipo I tiene estructura si-
milar a la del receptor de insulina. El re-
ceptor de tipo Il une mayoritariamente IGF-

II. Su estructura es muy diferente a la del
receptor de tipo I, y su funcién es poco co-
nocida. De hecho, se cree que el efecto de
los IGF sobre el crecimiento seria mediado
fundamentalmente por el receptor de tipo
1. En consecuencia, éste es el receptor que
interesa ser estudiado con fines diagnésti-
cos, y es posible evaluarlo desde dos puntos
de vista (123):

1. Estudios de unién de sus ligandos espe-
cificos (IGF-I, IGF-1I} por medio de un
ensayo de receptores de superficie celu-
lar. Este método permite estimar la pre-
sencia de uno o més tipos de receptores
especificos, asi como su densidad y afi-
nidad por el ligando, sobre diferentes ti-
pos de células (fibroblastos de piel en cul-
tivo, eritrocitos o linfocitos de los pacien-
tes). Para realizarlo, se estudia el des-
plazamiento de unién de una cantidad fi-
jade trazador (por €j., 125]-IGF-I) con con-
centraciones crecientes de ligando no
marcado (por e&j., IGF-1), ambos compi-
tiendo por un nimero finito de sitios. El
andlisis de Scatchard de los datos obte-
nidos permite asi calcular los pardmetros
antes mencionados: R, (ndmero de cada
tipo de receptor por célula) v K,; (cons-
tante de afinidad de cada tipo de recep-
tor por el ligando). Sin embargo, la exis-
tencia de receptores per se no implica que
su ocupacién por un ligando conduzca a
la respuesta biolégica esperada.

2. Se puede estudiar entonces algan efecto
biolégico (induccién del crecimiento celu-
lar) o investigar in vitro algunas de las
sefiales post-receptor involucradas en la
bicactividad del receptor de IGF. Por
ejemplo, la capacidad del receptor ocupa-
do de inducir 1a fosforilacién en residuos
de tirosina de varias proteinas endége-
nas (por ej., IRS-I), o el aumento de la ac-
tividad de Tirosina-quinasa celular en res-
puesta al agregado exégeno de IGF-1.

Ensayos de proteasas especificas para
IGFBP: Dado que las IGFBP podrian ser cla-
ves en la modulacion de la accién de los IGFs,
el metabolismo de las IGFBP deberia ser im-
portante en la regulacién de esta modula-
cién. Se han identificade, en sangre y ofros
tejidos, proteasas especificas para IGFBP
(124), algunas de las cuales han sido carac-
terizadas: plasmina, metaloproteasas de la
matriz extracelular, catepsinas, y calicrei-
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nas como el antigeno prostdtico especifico
(PSA).

En el medio condicionado de varios tipos
celulares se han descripto proteasas espe-
cificas para IGFBP-2, -4, -5 y -6. Sin embar-
go, las mejor identificadas son las protea-
gas que clivan IGFBP-3 (125):

* La actividad proteolitica de IGFBP-3 se
describié inicialmente en €l suero de em-
barazadas, y posteriormente se ha encon-
trado en el suero de pacientes post-qui-
rargicos, o con sepsis, desnutricién, dé-
ficit del receptor de GH (Sindrome de La-
ron), cancer de préstata, leucemia juve-
nil y tumores cerebrales.

¢ En pacientes con insuficiencia renal cré-
nica, se ha identificado una proteasa 6r-
gano-especifica que cliva IGFBP-3, cuya

. sobreexpresion tisular produce una pro-
tedlisis local de la IGFBP-3 en el parén-
quima del rifién enfermo.

¢ El liguido seminal normal contiene una
proteasa para IGFBP-3, que ha sido iden-
tificada como el antigeno prostatico es-
pecifico (PSA). Esta calicreina tiene un
patrén de clivaje de IGFBP-3 diferente
que el de la proteasa del suero de emba-
razadas. De esta manera, el PSA puede
jugar un rol fisiolégico en la reproduccién
normal, y un rol patolégico en enferme-
dades prostaticas.

La accién de las proteasas sobre las IGF-
BP alteraria tanto la bicdisponibilidad co-
mo la bioactividad de los IGFs. Esta proted-
lisis puede disminuir la afinidad de las IGF-
BP por su ligando, aumentando asi la con-
centracién plasmatica del IGF libre.

La mayoria de los métodos utilizados pa-
ra el estudio de estas proteasas se basa en
la separacién de IGFBP intacta y proteoli-
zada por medio de SDS-PAGE, seguido de
secado o transferencia y deteccion. Los mé-
todos pueden dividirse en tres categorias
(121

1. Deteccion de la actividad de proteasa de
una muestra.

2. Deteccion de fragmentos proteoliticos en
una muestra.

3. Detecci6n de la actividad de unidén a IGF
de una muestra (Ligand Blot).

La modificacién proteolitica de las IGF-
BP se demostrd inicialmente por medio de
la desaparicién de bandas especificas de
ciertas IGFBP en un Ligand Blot. Este efec-
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to podia inhibirse con el agregado de que-
lantes de iones metdlicos, o inhibidores de
proteasas como la aprotinina y el PMSF. En
determinados sistemas (por €j., suero de em-
barazadas, pero no en liguido seminal), es-
ta desaparicién de las bandas de IGFBP no
se correlacionaba con la aparicién de ban-
das de menor peso molecular (es decir, los
fragmentos proteoliticos de las IGFBP), ya
que la protedlisis en estos casos disminuye
o anula la afinidad de 1a IGFBP por el 125]-
IGF-1.

Estos estudios involucraban la preincu-
bacién de la muestra cen suero normal (co-
mo fuente de IGFBP sustrato) previo al Li-
gand Blot. El grado de protedlisis de las IGF-
BP sustrato se correlacionaba entonces con
la actividad global de proteasa de la mues-
tra. Este método tiene la ventaja de identi-
ficar la modificacién de varias IGFBP en un
solo experimento, pero es poco sensible.
Ademds, existen normalmente en circulacién
concentraciones elevadas de inhibidores de
proteasas inespecificas. Por lo tanto, si la
protedlisis en una muestra se debe a una
disminucién en los niveles de estog inhibi-
dores fisiolégicos, tal efecto podria enmas-
cararse con el agregado de suero normal (co-
mo fuente de IGFBP), ya que de por si es
rico en inhibidores.

Este método se ha reemplazado en gran
medida por el uso de IGFBP purificado o re-
combinante como sustrato (cada vez de ma-
yor disponibilidad). Si 1a IGFBP se encuen-
tra marcada radioactivamente, la fragmen-
tacién resultante de su incubacién con la
muestra puede visualizarse por separacién
electroforética y autorradiografia. En cam-
bio, si la IGFBP no ge encuentra marcada,
dicha fragmentacidon se puede detectar con
SDS-PAGE, transferencia y posterior reve-
lado con un anticuerpo especifico para esa
IGFBP, ya sea radioactivo o biotinilado.

Estos tltimos procedimientos sélo pue-
den aplicarse a una IGFBP por vez, y no dan
informacién acerca de potenciales cambios
funcionales que aparezcan como consecuen-
cia de la proteélisis. Sin embargo, son mu-
cho mas sensibles que los anteriores y dan
idea del patrén de fragmentacién inducido
por las proteasas de la muestra. Por otro la-
do, debe tenerse presente que para el caso
de 125[.-IGFBPs, s6lo se visualizaran los
fragmentos proteoliticos que posean residuos
de tirosina en su estructura; y en el caso de
IGFBPs no marcadas, se detectardn solamen-
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te los fragmentos que posean epitopes reco-
nocidos por el antisuero utilizado.

Estos métodos de deteccién inmunolégi-
ca recién descriptos (Western Immuno-blot)
pueden usarse directamente sobre las mues-
tras para la deteccién de fragmentos de una
determinada IGFBP, o pueden utilizarse
previa incubacién con el IGFBP sustrato pa-
ra cuantificar la actividad enzimética res-
ponsable de la protedlisis.

Es necesario tener cuidado con log nive-
les de IGF presentes en la muestra para la
interpretacion de las medidas de actividad
proteolitica: la unién de IGF a la IGFBP-3
e IGFBP-5 disminuye la susceptibilidad de
éstas a la proteélisis; dicha unién especifi-
ca tiene efecto contrario sobre la protedli-
sis de la IGFBP-4.
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