ORIGINALES

& W Localizador web

Articulo 42.787

Expresion hormonal y de receptores opioides

en pulmon fetal y del adulto
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OBJETIVOS: Describir la distribucién celular y el grado de
expresion de diversas hormonas y receptores de opioides en
el desarrollo embrionario y en el pulmon sano del adulto.

METODO: Seleccionamos tejido pulmonar de las tres eta-
pas del desarrollo fetal (seudoglandular, canalicular y sacu-
lar, tres muestras por etapa), de recién nacidos (tres), nifios
de 10 meses (dos) y adultos (tres) fallecidos sin afeccion pul-
monar. Practicamos tincion inmunohistoquimica para hor-
monas especificas (calcitonina, parathormona, serotonina y
hormona adrenocorticotropa [ACTH]) y receptores de
opioides tipo delta y mu. Valoramos el porcentaje de células
positivas asi como el tipo celular reactivo en cada caso.

RESULTADOS: La serotonina es la primera en aparecer (es-
tadio seudoglandular en células neuroendocrinas aisladas)
para posteriormente desaparecer. La calcitonina aparece en
el estadio canalicular en células neuroendocrinas y neumoci-
tos. Su expresion maxima es al nacimiento y disminuye en el
pulmén adulto. No hemos encontrado producciéon de ACTH
ni de parathormona. Los receptores de opioides aparecen en
la fase canalicular y alcanzan el maximo grado en el naci-
miento. En el adulto sélo existen receptores para opioides
tipo delta en neumocitos, células musculares bronquiolares
y mesoteliales.

CONCLUSIONES: La hormonosecreciéon pulmonar es impor-
tante durante el desarrollo fetal y alcanza su maxima expre-
sion en el nacimiento. La principal hormona que produce el
pulmén fetal es la calcitonina. Existen receptores opioides
durante el desarrollo fetal en diferentes tipos celulares y al-
canzan su maxima expresion al nacimiento. El conocimiento
de la expresion de sustancias activas podria tener conse-
cuencias terapéuticas en determinados procesos patolégicos
como el sindrome de distrés respiratorio en el nifio o el asma
bronquial.
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Hormone expression and opioid receptors
in fetal and adult lung

OBJECTIVES: To describe the cellular distribution and le-
vel of expression of certain hormones and opioid receptors
during fetal development and in the lung of the healthy
adult.

METHOD: We sampled lung tissue from fetuses at three
stages of development (pseudoglandular, canalicular and
saccular) (3 samples per stage), from newborn infants (3),
from 10-month-old infants (2) and from adults (3) who had
died without lung disease. After specific immunohistochemi-
cal staining for hormones (calcitonin, parathormone, seroto-
nin and adrenocorticotropic hormone - ACTH) and opioid
receptors, we assessed the percentage of positive cells for
each cell type in each sample.

RESULTS: Serotonin is the first to appear (pseudoglandu-
lar stage in isolated neuroendocrine cells) and it disappears
later. Calcitonin appears in the canalicular stage in neuro-
endocrine and lung cells. Expression is at its peak at birth
and is less in the adult lung. We found no ACTH or parat-
hormone production. Opioid receptors appear in the canali-
cular stage and peak at birth. In adult lung, bronchiolar
muscle and mesothelial cells, only delta-type opioid recep-
tors are present.

CONCLUSIONS. Pulmonary hormone secretion is significant
during fetal development and peaks at birth. Calcitonin is
the main hormone produced in the fetal lung. Opioid recep-
tors are present during fetal development in various types of
cells and peak at birth. An understanding of the expression
of active substances could have therapeutic relevance in cer-
tain conditions, such as bronchial asthma or respiratory dis-
tress syndrome in the child.
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Introduccion

El sistema endocrino difuso es un potente inductor de
multiples funciones orgdnicas. Sus componentes pul-
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monares comienzan a desarrollarse en el estadio seudo-
glandular de la embriogénesis (6-16 semanas de gesta-
cién), y aumentan en nimero y extension hasta el naci-
miento para disminuir posteriormente en la vida adulta.
En el pulmén adulto existe una célula endocrina por
cada 2.500 células epiteliales; la bombesina y la calcito-
nina son las hormonas mejor estudiadas'. Se ha descri-
to, ademas, un incremento de su ndmero en determinadas
situaciones patoldgicas, como la displasia broncopulmo-
nar, la muerte stbita infantil® e incluso la exposicién agu-
da al humo del tabaco®.
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Por otro lado, los derivados opidceos parecen ejercer
ciertos efectos directos sobre el pulmén, como la induc-
cién de maduracién del pulmoén fetal en ratas o el hecho
de que los hijos de madres adictas a la heroina tienen
una menor incidencia de sindrome de distrés respirato-
rio%, las exacerbaciones asmadticas® y la disminucién de
la tasa de proliferacion celular en algunas neoplasias
pulmonares®. Existen tres tipos bioquimicos de recepto-
res opioides: delta, kappa y mu’. Su presencia en el pul-
moén se ha demostrado en estudios sobre animales de
experimentacion, encontrandose en la pared alveolar y
en el musculo liso de grandes vias aéreas del pulmén de
ratas sin que se hayan descrito en la pequefia via aérea
ni en estructuras vasculares®, aunque este dato ha sido
discutido por otros autores que encuentran mayor densi-
dad de unién a morfina en bronquiolos y dreas distales®.
Sélo existe una resefla acerca de la presencia de este
tipo de receptores en el pulmén humano, aunque sélo
trata de los receptores de tipo mu'®. Hasta el momento
no se ha publicado la distribucién del resto de los recep-
tores opioides en el pulmén humano. Nuestro objetivo
es describir la distribucion celular y el grado de expre-
sién de diversas hormonas y receptores de opioides en
el desarrollo embrionario y en el pulmén humano sano
del adulto.

Material y métodos

Revisamos los archivos del Departamento de Anatomia Pa-
tolégica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de
Santander y seleccionamos tres muestras de pulmén proce-
dente de autopsias de estadios seudoglandular, canalicular y
sacular del desarrollo fetal; tres muestras pulmonares de nifios
recién nacidos; dos muestras pulmonares de nifios de 10-12
meses de vida (las muestras incluyeron en todos los casos 16-
bulos superior e inferior, indistintamente de pulmén derecho e
izquierdo), y tres muestras pulmonares de adultos (de 16bulo
superior), todos ellos sin enfermedad pulmonar. En todos los
casos se trataba de tejido fijado en formol tamponado al 5% e
incluido en parafina.

Realizamos en todas las muestras tinciones inmunohisto-
quimicas frente a cromogranina (Dako, Glostrup, Dinamarca;
policlonal, dilucién: 1/1.500), sinaptofisina (Dako, Glostrup,
Dinamarca; monoclonal, clon SY38, dilucién: 1/150), Leu-7
(Becton-Dickinson, Mountain View, CA, EE.UU.; monoclo-
nal, clon CD-57, dilucién: 1/50) (estos tres marcadores son
indicativos genéricos de diferenciacion celular neuroendocri-
na), calcitonina (Dako, Glostrup, Dinamarca; policlonal, dilu-
cién: 1/400), serotonina (Dako, Glostrup, Dinamarca; policlo-
nal prediluida), parathormona (Dako, Glostrup, Dinamarca;
policlonal, dilucién 1/200), hormona adrenocorticotropa
(ACTH) (Dako, Glostrup, Dinamarca; policlonal dilucién:
1/200) y receptores de opioides delta (Dia Sorin, Stillwater,
Minn, EE.UU.; clon 442H, policlonal, dilucién: 1/1.000) y
mu (Dia Sorin, Stillwater, Minn, EE.UU.; clon 5511, policlo-
nal, dilucién: 1/2.000), con la técnica de estreptavidina-bioti-
na. Brevemente, realizamos recuperacién antigénica en las
secciones de 5 micras mediante calentamiento en olla a pre-
sién y tampo6n citrato durante un minuto y 30 s. Posteriormen-
te aplicamos el método EnVision Plus (Dako Glostrup, Dina-
marca) en un inmunotefiidor automdtico Techmate 500-220
(Biotek, Santa Barbara, CA, EE.UU.)!!. Como cromdgeno
usamos diaminobenzidina.

Para evaluar los resultados efectuamos recuento de células
positivas, determinacién de tipo de células positivas y deter-
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Flg 1 Inmunotmclon frente a calcntonlna en el estadlo sacular del desa-
rrollo fetal. (Aumentos originales x100.)

minacion del porcentaje de células positivas sobre el total ce-
lular. Los resultados se expresan en forma de media, mediana
y rango.

Resultados

En el estadio seudoglandular del desarrollo fetal sélo
se pudo apreciar positividad para serotonina en células
aisladas de estirpe neuroendocrina, ya que reaccionaban
también para otros marcadores de dicha estirpe. La se-
rotonina, sin embargo, posteriormente desaparecia para
no volver a manifestarse en el desarrollo ni en el pul-
mon del adulto. La calcitonina aparecia en el estadio ca-
nalicular (el segundo del desarrollo fetal) en células de
estirpe neuroendocrina en vias aéreas (fig. 1) y en neu-
mocitos. Dicha expresiéon aumentaba hasta alcanzar un
maximo en estadio sacular tardio y al nacimiento. Pos-
teriormente existia una disminucién del nivel de expre-
sion y en la vida adulta se mantenia limitada a células
neuroendocrinas de las vias aéreas y su manifestacion
neumocitaria desaparecia (tabla I). No encontramos
produccion de las otras hormonas estudiadas (ACTH y
parathormona) en ningiin momento del desarrollo ni en
el pulmén adulto.

Los receptores de opioides comenzaron a aparecer en
el estadio canalicular, aumentando su presencia para al-
canzar un maximo al nacimiento. Aparecieron en neu-
mocitos (fig. 2), células musculares de vias aéreas finas

TABLA 1
Niumero de células productoras de cada hormona expresadas
en porcentaje. Células epiteliales de revestimiento de via
aérea en cada etapa examinada. Media de los casos

examinados
Serotoni | alcit | ACTH | Parathormona
Seudoglandular 2(1-3) 0 0 0
Canalicular 0 2 (0-4) 0 0
Sacular 0 12 (9-16) 0 0
Nacimiento 0 8 (7-10) 0 0
10 meses 0 4 (3-5) 0 0
Adulto 0 2 (1-3) 0 0

Entre paréntesis, limites. ACTH: hormona adrenocorticotropa.
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Fig. 2. Inmunotincién frente a receptores opioides de tipo delta al naci-
miento. Positividad de membrana en células ycitarias. (A to:
originales x100.)

Fig. 4. Inmunotincion frente a receptores opioides tipo delta en pleura
L

visceral. Positividad en las células
x160.)

teliales. (A tos or

(fig. 3) y en células mesoteliales (fig. 4). Después del
nacimiento, disminuyeron hasta desaparecer los recep-
tores para opioides de tipo mu, y se mantiene la expre-
sion de los receptores de tipo delta (tabla II).

Discusién
La historia del sistema endocrino difuso es antigua y

controvertida como demuestran los multiples nombres
con los que ha sido conocido. Los componentes pulmo-

TABLA II
Numero de células que presentan receptores de opioides
expresadas en tanto por cien células neumocitarias. Media de
los casos examinados

Receptores mu Receptores delta
Seudoglandular 0 0
Canalicular 1(0-2) 1(0-2)
Sacular 0 1(0-2)
Nacimiento 4 (3-6) 4 (3-5)
10 meses 0 2 (1-3)
Adulto 0 1(0-2)

Entre paréntesis, limites.
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Fig. 3. Inmunotincion frente a receptores opioides de tipo delta en capa
muscular bronquiolar. (Aumentos originales x100.)

nares son diferentes dependiendo de la edad del indivi-
duo y del estado fisiolégico del pulmén. En el pulmén
adulto no patolégico aparecen en forma de células soli-
tarias incluidas en el epitelio de revestimiento de la via
aérea. Estdn en contacto con la membrana basal y en su
dpice tienen prolongaciones citoplasmaticas que les sir-
ven para inyectar las sustancias que producen en las cé-
lulas vecinas y establecer una accién paracrina. Proba-
blemente se trate de estructuras carentes de inervacion
nerviosa'. En el pulmén fetal y en los pulmones que es-
tdn sometidos a situaciones de hipoxia mantenida, au-
mentan en nimero (sufren hiperplasia) y se forman las
asi llamadas filas interrumpidas, que acaban agrupindo-
se para formar los cuerpos neuroepiteliales, que ya son
verdaderas asociaciones de células neuroendocrinas con
una organizacion interna y con inervacién por parte del
sistema nervioso®. Estos cuerpos neuroepiteliales no son
s6lo simples receptores sino que controlan el tono mus-
cular bronquiolar y vascular y también son fundamenta-
les en la relacién ventilacidn-perfusion y en el tono vas-
cular diferente que existe en el feto y en la etapa
posnatal. En el pulmén humano no patolégico del adul-
to no aparecen nunca, aunque si lo hacen en otras espe-
cies animales.

Los productos de secrecion hormonal propios del
pulmén son asimismo controvertidos, y los mas abun-
dantes son los péptidos semejantes a bombesina y calci-
tonina, algo que también hemos demostrado en nuestro
estudio. Se ha discutido la presencia de otros como la
leucoencefalina, la ACTH o la subunidad alfa de la go-
nadotropina coridnica'?. Nuestros datos eliminan la con-
troversia acerca de la ACTH y de la parathormona, ya
que demostramos que no existe produccion de dichas
hormonas en ningtin momento del desarrollo fetal ni en
el pulmén adulto. Los datos recogidos acerca de la sero-
tonina que contrastan con los que hemos obtenido pro-
vienen de un estudio en pulmones de conejo, en el que
se miden concentraciones de proteina a partir de extrac-
tos tisulares', y de otro estudio en cultivos celulares'?,
si bien es cierto que en este tipo de muestras los conte-
nidos de serotonina pueden ser debidos a la presencia
de plaquetas en el extracto®y a la transformacién celu-
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lar producida por el propio cultivo. Otros dos estudios
mds tratan la presencia de receptores de serotonina en
pulmones de animales de experimentacién'® y, por fin,
el unico que utiliza material semejante al nuestro pre-
senta unos datos similares'’. Nuestro estudio demuestra
una produccién temprana de serotonina (de hecho es la
primera hormona que se produce en el desarrollo em-
brionario) que desaparece posteriormente. Pensamos
que debe de tener una funcién en la formacién de los
elementos iniciales del pulmén, quizd en la induccién
de las estructuras vasculares e intersticiales en el esta-
dio seudoglandular.

Las células que forman el sistema endocrino pulmo-
nar disminuyen en nimero a partir del nacimiento, y la
mayoria se encuentra en los bronquios intrapulmonares
y en los bronquiolos terminales. Se ha estimado una
proporcién de una célula endocrina por cada 2.500 cé-
lulas epiteliales, proporcion similar a la hallada en
nuestro estudio.

Por otro lado, las sustancias opioides estdn amplia-
mente distribuidas en la naturaleza, y las células huma-
nas han desarrollado varios tipos de receptores para di-
chas sustancias, en concreto los receptores delta, kappa
y mu. Las sustancias opioides, y en concreto las endd-
genas como las encefalinas, tienen funciones fisiol6gi-
cas importantes relacionadas con el crecimiento y el de-
sarrollo, la proliferacién y la diferenciacion celular!®. La
mayoria de los estudios practicados sobre expresion de
receptores y acciones provocadas por su estimulacién
son en animales de experimentacidn, en concreto en ra-
tas, en los que se ha demostrado que una sobreexposi-
cién a opioides acelera la maduracién pulmonar in vitro
con un aumento significativo del nimero de cuerpos la-
melares por célula alveolar®. Asimismo se ha estudiado
la distribucion de los ligandos de opioides en los pul-
mones de ratas y se ha encontrado la mayor densidad en
las estructuras de la pared alveolar, y la menor en el
musculo liso de la trdquea y bronquios principales®. No
se han encontrado ligando, sin embargo, en el musculo
liso que rodea las vias aéreas pequenas y los vasos pul-
monares. En el pulmén humano existe una tnica refe-
rencia al respecto y que sdlo recoge datos acerca de los
receptores mu-3, con una distribucién similar a la des-
crita en los animales de experimentacién!®. Existen,
ademads, algunos hechos que podrian indicar un papel
importante de las sustancias opioides y sus receptores
en la fisiologia pulmonar. De hecho, los hijos de adictas
a drogas por via parenteral, en concreto a la heroina,
presentan una menor incidencia de sindrome de distrés
respiratorio que los nifios controles, y es bien conocido
el efecto de la marihuana sobre los pacientes asmati-
cos’. Una interaccién farmacolGgica entre opidceos y
receptores de tipo delta y mu en neumocitos fetales po-
dria estimular la produccién de surfactante por dichas
células. Los efectos sobre el musculo liso de las vias aé-
reas finas se relacionan con la presencia de receptores
en las células musculares. Es interesante destacar que
en el pulmén adulto sélo hemos encontrado expresion
de receptores de tipo delta, con lo que los posibles me-
canismos de accién deberian explicarse por la activa-
cién de dicho receptor y no otros tipos de receptores.
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Por otro lado, ya se ha llamado la atencidn recientemen-
te sobre la importancia de estos receptores en el trata-
miento de la disnea en humanos mediante morfina ne-
bulizada®, aunque previamente no se habian demostrado
efectos sobre los pacientes con enfermedad intersti-
cial®.

La presencia de receptores en células mesoteliales no
se habfa descrito hasta el momento.

La diferente expresion de receptores en el desarrollo
embrionario puede tener una correlacion con lo que su-
cede en la afeccion neopldsica. Las sustancias opioides
aumentan la tasa de apoptosis, es decir de muerte celu-
lar programada, en algunos tumores pulmonares®, y
también tienen un efecto sobre la diferenciacién celu-
lar'® y tanto la apoptosis como la diferenciacién son fe-
némenos celulares esenciales en el desarrollo embriona-
rio. Es llamativo el hecho de que este efecto apoptético
estd mediado por un mecanismo que utiliza la bombesi-
na®, con lo que se demuestra también una intima rela-
cion entre los sistemas endocrino y opioide, al menos
en lineas celulares. Por otro lado, el efecto apoptdsico
de los opioides es suprimido por la nicotina, con lo que
ésta tendria un efecto prooncogénico a través de la inhi-
bicion de apoptosis mediada por opioides?'.

En resumen, hemos descrito la distribucion celular y
los diferentes grados de expresiéon de hormonas como
calcitonina o serotonina a lo largo del desarrollo em-
brionario del pulmén humano. La expresién hormonal
demuestra ser importante en la etapa fetal para dismi-
nuir en la vida adulta. No hemos encontrado expresion
de otras hormonas como la ACTH o la parathormona.
Los receptores de sustancias opioides evidencian unos
valores de expresion paralelos a los hormonales, que al-
canzan su maxima expresion en el nacimiento para dis-
minuir en la vida adulta. En el pulmén adulto sélo en-
contramos receptores de tipo delta y la distribucién es
en neumocitos, células musculares de vias aéreas y cé-
lulas mesoteliales. El conocimiento de la expresion de
sustancias activas podria tener consecuencias terapéuti-
cas en determinadas situaciones patoldgicas.
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