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I. INTRODUCCION.

ADENOCARCINOMA COLORRECTAL

1. Datos epidemiologicos.

El carcinoma colorrectal afecta a mas de 150000 personas/afio en Europa,
siendo la segunda causa de muerte por cancer después del de pulmén en varones y
la tercera en mujeres. Casi la mitad de los pacientes que sufren cancer colorrectal
fallecen por el mismo. Se admite que en la segunda mitad de siglo ha aumentado
la frecuencia del mismo en las sociedades mas industrializadas y con mayor nivel
social (Landa Garcia, 1996). Las tasas de dicho tipo de neoplasia varian mucho
con el area geografica. La enfermedad es frecuente en Estados Unidos, Australia,
Nueva Zelanda, Escandinavia y Europa Occidental, y relativamente rara en Asia,
Africa y Sudamérica (World Health Organization, 1990).

En 1995, hubo un estimado de 138200 casos de cancer colorrectal en Estados
Unidos, con 55300 muertes (Wingo y cols., 1995). La incidencia aumenta con la
edad (Sandler, 1996), siendo raro antes de los 40 afios y aumentando con rapidez
las tasas de enfermedad después de los 50 afios de edad; por otra parte, este
trastorno afecta a ambos sexos por igual.

Se ha observado mejoria progresiva de la supervivencia y disminucion de la
mortalidad por cancer colorrectal en Estados Unidos durante los Gltimos 20 afos.
Esto quiza se deba a mejorias de la técnica quirargica, quimioterapia coadyuvante,
radioterapia y deteccion temprana. Ante enfermedad localizada, la supervivencia

es de 86.7%, pero s6lo de 5.3% en presencia de enfermedad a distancia, por lo que
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el objetivo debe ser incrementar la proporcion de canceres que se encuentran a
una etapa mas temprana (Sandler, 1996).

2. Factores de riesgo para el cancer colorrectal.

Aunque no se conoce con precision la causa exacta del cancer de colon y
recto, al parecer existen factores hereditarios y ambientales. Se sabe que algunos
canceres se deben a trastornos genéticos conocidos, algunos tienen tendencias
familiares muy firmes y otros quizas se relacionan con enfermedades premalignas
especificas.

2.1 Predisposicion genética.

Se estima que el 10% de los canceres colorrectales ocurre en pacientes con
predisposicion genética:

a) Cancer de colon hereditario no polipdsico (sindromes de Lynch). Lynch

y cols. describieron dos formas diferentes de cancer de colon no poliposico
hereditario. Estas afecciones que surgen de adenomas pueden causar 4 a 6% de las
neoplasias malignas colorrectales. Las familias con esta afeccion son cominmente
definidas como aquellas en las cuales tres o mas miembros tienen céancer
colorrectal, con uno de ellos diagnosticado antes de los 50 afos de edad. El
sindrome I de Lynch es un cancer hereditario que suele ocurrir en colon proximal,
es especifico de sitio dentro de una familia afectada y suele ser el unico tipo de
tumor que presentan estos pacientes. En el 40% de los pacientes que se vigilan
cuando menos 10 afios puede desarrollarse un cancer colorrectal metacronico. Al
parecer el sindrome es autosomico dominante y no se acompafia de gran numero
de polipos de colon. En el sindrome II de Lynch, o "sindrome de cancer familiar",
hay cancer colorrectal, renal, ureteral, de vejiga, de intestino delgado, de vias

biliares, gastrico, de mama, de ovario y endometrial (Mecklin y Jdrvinen, 1991,
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Kodner y cols., 1995). También es un sindrome autosémico dominante y puede
relacionarse con una eliminacion en el cromosoma 18. Los miembros de familias
con estos sindromes deben estudiarse a una edad temprana en busca de polipos y
cancer de colon (Kodner y cols., 1995).

b) Poliposis adenomatosa familiar (PAF). Es un sindrome autosémico

dominante que se diagnostica cuando un paciente tiene mas de 100 pdlipos
adenomatosos en el colon o se descubre en un miembro de una familia con PAF la
presencia de adenomas de colon. La PAF incluye una gama de sindromes con
diversas manifestaciones extraintestinales, también incluye los sindromes de
Gadner (quiste de inclusion epidérmica, osteomas 6seos y poélipos de colon) y
Turcot (pélipos de colon y tumores cerebrales), y poliposis familiar de colon. El
defecto genético que causa la poliposis adenomatosa se describid en el brazo largo
del cromosoma 5, cerca del locus q 21; el gen se ha denominado APC. La PAF
ocurre en cualquier parte de 1 en 8000 a 1 en 29000 personas. La expresion
comun del sindrome es la presencia de poélipos multiples en colon y
manifestaciones extraintestinales concurrentes que incluyen quistes epidermoides,
tumores desmoides en el abdomen, osteomas de los huesos y tumores cerebrales.
La expresion del gen ocurre en 100% de pacientes con el defecto. La
predominancia autosémica origina la expresion en 50% de la descendencia. Diez a
20% de enfermos con PAF al parecer alojan el defecto genético por mutacion
espontanea. Todas las personas con el gen defectuoso desarrollaran cancer de
colon si no se tratan. La edad promedio en que se descubre la PAF es a los 29
aflos y en quienes se diagnostica por primera vez un cancer colorrectal
relacionado con PAF es de 39 afios. Las recomendaciones actuales indican que

todos los familiares de un paciente con PAF deben valorarse de manera periddica
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mediante colonoscopia desde los 10 hasta los 40 afios de edad (Kodner y cols.,
1995).

c¢) Defectos somdaticos adquiridos. La alteracion cromosoémica en PAF es un

defecto en la linea de células germen y se encuentra desde el nacimiento. La
mayoria de pacientes con cancer colorrectal no tiene un componente hereditario y
la mutacion genética inicial que origina el crecimiento neoplasico ocurre en una o
un grupo de células de la mucosa. Estos tumores no son hereditarios, pero puede
haber una predisposicion familiar a su desarrollo. Lynch demostréd que el riesgo de
cancer colorrectal es tres a nueve veces mayor si uno o mas familiares de primer
grado lo han padecido (Kodner y cols., 1995).

Mediante distintas técnicas se localizé en el cromosoma 2pl5-16 el gen
responsable del cancer de colon familiar (Marx, 1993). Se ha descrito el defecto
como un fallo en la replicacion de DNA, secundario a la presencia de marcadores
microsatélites de DNA. El gen del cancer de colon familiar puede también jugar
un papel en algunos canceres colonicos esporadicos.

Los genes y sus cromosomas asociados, implicados en el desarrollo del cancer
de colon, ademas del gen del cancer de colon familiar, son el APC en el
cromosoma 5¢, el myc en el cromosoma 8, el K-ras en el cromosoma 12, el pS3 y
neu/HER2 en el cromosoma 17 y el DOC en el cromosoma 18q. El K-ras, el
new/HER2 y el myc se conocen como oncogenes, mientras que el APC, el DOC y
el p53 son genes supresores de tumores. La interaccidon entre estos genes y la
secuencia de sucesos no se comprende totalmente en la actualidad, aunque parece
haber una progresion de alteraciones en la secuencia adenoma-carcinoma (Chang

y Bland, 1998).
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Las pruebas disponibles sugieren que los adenomas de colon se desarrollan
después de dicha mutacion genética. El tejido adenomatoso contiene células de
criptas con expresion genética atipica. El tumor puede resultar de mas de una
mutacion. A medida que el adenoma o tumor progresa puede expresarse una
mutacion somatica, acompafiada de una hereditaria. Se piensa que esta ultima es
tumorigena, pero quizds no se exprese o se detecte en el tumor. Para algunos
autores una vez que se desarrolla el adenoma quizd se requiera una segunda
mutacion para que cambie a cancer (Fearon y Vogelstein, 1990). En realidad
durante el desarrollo de una afeccion maligna puede ocurrir una progresion de
mutaciones. Los oncogenes actian iniciando fendémenos que originan un
crecimiento celular anormal y el desarrollo de tumores. Por ejemplo se ha
encontrado la familia del gen ras en un 50% de canceres colorrectales y adenomas
mayores de 1 cm, pero en menos del 10% de los menores de 1 centimetro.

Conforme un tumor se desarrolla, una mutacién subsecuente puede originar la
eliminacion de genes supresores. Esta pérdida suele ocurrir en los cromosomas 17,
18 y 5. Se piensa que estas mutaciones afectan las relaciones de una célula con
otra en todos los tumores y en consecuencia también en el desarrollo de
metastasis. Fearon y Vogelstein propusieron un modelo para los cambios
genéticos que llevan al cancer colorrectal. Primero los oncogenes inician una
activacion mutacional, concretamente el ras, que se acompafia de una inactivacion
mutacional de multiples genes supresores (en particular de los cromosomas
59,17p y18q). Las mutaciones permiten el crecimiento no controlado en grados
variables. Se requieren mas mutaciones para el desarrollo de céncer que de

polipos benignos. La evolucion de alteraciones celulares de la mucosa hacia
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adenoma y cancer podria relacionarse con una progresion de mutaciones con el
tiempo (Fearon y Vogelstein, 1990).

2.2 Factores ambientales.

a) DIETA.- Se ha propuesto que la dieta es un factor etioldogico importante en
el desarrollo del cancer colorrectal y se ha sugerido que las grasas son toxicas para
la mucosa del colon. Las dietas altas en acido oleico (que se encuentran en los
aceites de oliva, coco y pescado) no aumentan la frecuencia de cancer en
animales. Al parecer los acidos grasos monoinsaturados (omega 3 y omega 6) son
menos carcindgenos que las grasas poliinsaturadas o saturadas. Estudios
epidemioldgicos de poblaciones que consumen una dieta con menos de 5% de
grasa demuestran una frecuencia mas baja de cancer colorrectal, en tanto que en
quienes las dietas incluyen 20% de grasa como aceites de maiz o cartamo la
frecuencia de cancer es mayor. En consecuencia al parecer las grasas animales y
los aceites vegetales muy saturados pueden causar cierto fendmeno en la mucosa
de colon que estimula el desarrollo del cancer colorrectal (Kodner y cols., 1995).

Algunos autores sugieren que ciertos elementos de la dieta protegen contra
el desarrollo de una neoplasia. El selenio, las ditiotionas, los tioéteres (ajo,
cebolla, puerro), terpenos (frutas citricas) y carotenoides (zanahorias, fiame,
sandia) pueden actuar como anticarcindégenos porque reducen los radicales libres
de oxigeno en la superficie de la mucosa del colon. Otros anticarcindgenos
incluyen fenoles de origen vegetal (uvas, fresas, manzanas), isotiocianatos,
cumarinas, esteroles, acido ascorbico y tocoferoles, todos los cuales tienen efectos
en diversos puntos del proceso carcinogénico, asi pueden inducir enzimas de
detoxificacion, inhibir la formacion de nitrosamina, proporcionar sustrato para la

formaciéon de compuestos antineoplasicos.
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Un aumento de la fibra dietética puede disminuir la frecuencia de cancer en
pacientes con dieta rica en grasas; sin embargo, los incrementos de estas ultimas
pueden evitar el efecto benéfico de la fibra. Se ha descrito tras distintos estudios
epidemiologicos, que una dieta rica en fibra y pobre en grasas protege mejor
contra neoplasias que la que no contiene grasas. Hay diversos mecanismos por los
cuales la fibra podria inhibir la aparicion de cancer colorrectal, asi la fibra puede
aumentar el volumen de las heces lo que tiende a diluir los carcindgenos o acortar
el tiempo de transito en el colon y, como resultado, disminuir el crecimiento de
bacterias perjudiciales. También puede adsorber sales biliares, que son
compuestos promocionales conocidos para cancer colorrectal. La fermentacion de
la fibra por bacterias puede producir acidos grasos de cadena corta que
disminuyen el pH y crean un ambiente que favorece menos la aparicion de cancer.
La fibra también puede inhibir la hidroxilacion de acidos biliares, y regular el
ingreso de energia (Jacobs, 1988). Hasta la fecha estudios clinicos controlados
muestran poca relacion entre la fibra de la dieta y el cancer de colon, pero en
dichos estudios se utilizaron dosis relativamente bajas de fibra.

En 1982 el National Research Council establecié una linea provisional para
recomendaciones dietéticas hasta que pudieran llevarse a cabo estudios
definitivos; éstos incluyeron:

1. Disminuir la grasa en la dieta de 40 a 30% de calorias totales.

2. Aumentar el consumo de alimentos que contienen fibra.

3. Reducir alimentos curados con sal, encurtidos y ahumados.

4. Limitar aditivos de los alimentos que se ha comprobado que son posibles

carcindgenos.
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5. Establecer protocolos de investigaciéon para detectar mutagenos en los
alimentos.

6. Limitar el consumo de alcohol.

Estudios epidemiologicos indican que la dieta tiene un efecto en el desarrollo
del céncer de colon. Se ha observado que las personas de naciones menos
industrializadas tienen una frecuencia baja de canceres colorrectales. Las dietas de
estas personas incluyen menos alimentos procesados y mas fibra natural. Las
personas de estos paises que migran a Estados Unidos o al Reino Unido adquieren
el riesgo alto de cancer de colon que se encuentra en estos paises industrializados
(Kodner y cols., 1995).

Tras varios estudios epidemioldgicos hay una fuerte evidencia de que tasas
altas de grasa y carne en la dieta son factores de riesgo para el cancer colorrectal
en humanos, mientras que niveles altos de verduras y frutas estan inversamente
relacionados con el riesgo de carcinoma de colon (Ghadirian y cols., 1997).

b) EXPOSICION A CARCINOGENOS .- No se ha establecido una relacion

clara entre carcindgenos especificos y cancer colorrectal, pero los posibles agentes
que se investigan en la actualidad incluyen d4cidos biliares (como el
quenodesoxicolico), aditivos de los alimentos, alcohol y radiacion ionizante. Cada
uno de ellos puede actuar como promotor de alteraciones mutacionales en la
mucosa del colon, pero no se ha demostrado claramente que algunos tengan efecto
carcinogeno. Los radicales oxigeno, que son productos accesorios inestables del
metabolismo del oxigeno, pueden servir como promotores o estimulantes
quimicos para el desarrollo de expresiones de gen alteradas. No es un efecto
carcinogeno verdadero sino la creacion de un "medio" que predispone al

desarrollo de mutaciones (Kodner y cols., 1995).
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2.3 Trastornos premalignos.

a) Colitis Ulcerosa. La frecuencia total de neoplasias en pacientes con

pancolitis es de 1% anual después de 10 afios; en consecuencia el riesgo
acumulativo de cancer es de 10% cuando la enfermedad ha durado 20 afios. Se ha
comprobado que la displasia que se identifica en la mucosa del colon en biopsias
colonoscopicas repetidas es un precursor de cancer. Los canceres tienden a estar
mas avanzados porque es dificil detectarlos en una etapa temprana. Casi 35% son
lesiones Dukes C o D. No hay acuerdo acerca de la implicacion de los polipos
adenomatosos que se encuentran en pacientes con colitis ulcerosa cronica. No se
sabe con seguridad si ello representa displasia y es una indicacidon para colectomia
total o si es un pélipo benigno que surge de una mucosa inflamada.

El método mas eficaz para prevenir el cancer de colon en pacientes con
colitis ulcerosa es extirpar el colon una vez que se identifica la displasia. El riesgo
de cancer en casos de displasia es de casi 30%.

b) Enfermedad de Crohn. La frecuencia total de cancer en pacientes con

enfermedad de Crohn es de un 7% en 20 afios. Casi todos los canceres intestinales
se encontraron en los segmentos excluidos de pacientes que se trataron con
derivacion segmentaria. Los pacientes con estrecheces de colon tienen una
frecuencia ligeramente mas alta de adenocarcinoma en el sitio del estrechamiento
fibroso. Los informes sobre el origen de estas neoplasias en el sitio de
reconstruccion de una estenosis en intestino delgado indican que existe el riesgo
de adenocarcinoma en estas lesiones. Por ello durante la reconstruccion de las
mismas debe tomarse una biopsia de pared intestinal. También se ha reportado el
desarrollo de cancer de células escamosas y adenocarcinoma en fistulas cronicas

(en especial del ano y el peritoneo) de pacientes con enfermedad de Crohn. En
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total el riesgo de neoplasias en estos enfermos sélo es un poco mayor que el de la
poblacion general y ciertamente menor que en pacientes con colitis ulcerosa o
poliposis adenomatosa familiar (Kodner y cols., 1995).

En un estudio realizado recientemente sobre los factores de riesgo del cancer
colorrectal en Espafia, se llegd a la conclusion de que en nuestra poblacion éste se
relaciona con una ingesta elevada de grasas poliinsaturadas, vitamina D y alcohol,
asi como con una ingestion baja de calcio (la interaccion entre calcio, acidos
biliares y acidos grasos explica el efecto protector del consumo elevado de este
nutriente) vitaminas C y E (por su efecto antioxidante) y potasio. El riesgo de esta
patologia también aument6 con concentraciones séricas altas de colesterol y sodio.
La asociacién entre consumo de fibra y cadncer observada responde, segun parece,
a un fenémeno de interrelacion entre nutrientes, por lo que no tiene validez en este
estudio. El uso frecuente de antiinflamatorios no esteroideos disminuyo el riesgo
de cancer colorrectal sin que se observara tendencia alguna con el uso de farmacos
que provocan hipergastrinemia, tabaquismo o antecedentes de colecistectomia. El
sindrome de Lynch fue el tnico factor de riesgo genético presente. La nuliparidad
y la aparicicion de la menopausia después de los 50 afos aumentaron
notablemente el riesgo de cancer colorrectal, esto se deberia a una mayor
exposicion a estrogenos durante la vida. En cualquier caso, la regresion logistica
permiti6 observar que los factores hormonales son menos importantes a la hora de
conferir riesgo que los factores genéticos o nutricionales (Bold6 Roda y cols.,
1999).

3. Prevencion y deteccion temprana del cancer colorrectal.

Aunque actualmente no hay un método efectivo disponible para la prevencion

del cancer colorrectal en la poblacion de riesgo asintomatica, los controles
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periodicos pueden llevar a la extirpacion de polipos precancerosos y deteccion del
cancer de colon en un estadio temprano. Las pautas propuestas por la American
Cancer Society para el screening de los pacientes estadounidenses asintomaticos
con un riesgo promedio, son las siguientes:

1) un examen de sangre oculta en heces anualmente a estadounidenses de 50
afios de edad o mas y 2) una sigmoidoscopia, preferentemente flexible,
empezando en la misma poblacion y repitiéndola cada 3 a 5 afios a partir de
entonces (Levin y Murphy, 1992).

En lo que respecta a los estudios de deteccion propuestos, se utilizd
ampliamente el examen de sangre oculta en heces y parece ser efectivo. La tasa de
falsos positivos es baja (0,5%), cuando se lo realiza adecuadamente. En grandes
series de screening se reportd que la incidencia de resultados positivos se
encuentra entre el 1 y el 4%. Aproximadamente, el 75% de los pacientes con
cancer colorrectal detectado por medio del examen de sangre oculta en heces
tienen la enfermedad localizada. Se prevé que las tasas de supervivencia a los 5
aflos para el cancer detectado de esta manera, seran mejores que las sefialadas por
las estadisticas nacionales de los Estados Unidos de mortalidad de cancer de
colon. También se han demostrado beneficios con la sigmoidoscopia en la
deteccion de polipos y del cancer temprano (Chang y Bland, 1998).

El examen rectal debe formar parte de un examen fisico general. Esto
permite la deteccion de crecimientos rectales bajos y, probablemente, algunos de
localizacién media. Actualmente los marcadores tumorales serologicos no son de
valor en el estudio de deteccion del cancer colorectal. Cuando alguno de estos
procedimientos de deteccion es positivo, se indica una colonoscopia completa

para definir el examen y establecer el diagnostico tisular de una anormalidad.
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Cuando la colonoscopia no esta disponible inmediatamente, una opcion
alternativa es un enema baritado con doble contraste. A aquellos individuos con
riesgo aumentado se los sigue con programas diferentes. En ciertos individuos, la
vigilancia debe empezar antes de los 50 afios de edad y el seguimiento debe ser
mas frecuente. En los casos de poliposis colonica y de colitis ulcerosa activa de
larga evolucion, debe usarse la colonoscopia en lugar de la sigmoidoscopia en los
estudios de deteccion. En estos individuos, el examen de sangre oculta en heces es
inefectivo. El programa de vigilancia modificado para individuos con riesgo
aumentado de desarrollar cancer colorrectal es el siguiente:

- En grupos con poliposis adenomatosa familiar y sindromes asociados, se
debe realizar sigmoidoscopia flexible cada 6 a 12 meses desde la adolescencia,
colonoscopia cada 3 afios y colectomia si se encuentra poliposis.

‘En pancolitis de larga evolucion, se recomienda colonoscopia anual después
de los 7 afios y colectomia si se encuentra displasia progresiva o severa.

‘En colitis del lado izquierdo de larga evolucion, se hara colonoscopia anual
después de los 15 afios.

‘En grupos con polipos adenomatosos previos, se practicara una colonoscopia
al afo si los adenomas son de tipo velloso o mayores de 1 cm. Si el examen es
negativo, se repetira cada 3 a 5 anos. Ademas se realizard un examen de sangre
oculta en heces anual.

‘En el Sindrome de Lynch, se examinara la sangre oculta en heces anualmente
y una colonoscopia cada 3 afos a partir de la tercera década.

‘En casos de irradiacion pélvica, analisis de sangre oculta en heces anual y

sigmoidoscopia flexible cada 3 afios.
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-En casos de antecedentes de cancer de mama, de endometrio o de ovario, se
realizarda un examen de sangre oculta en heces anual y examen rectal.
Sigmoidoscopia flexible cada 3 afios y estudio del tracto digestivo superior
periodico (Chang y Bland, 1998).

4. Signos v sintomas de cancer colorrectal.

Los signos y sintomas del cancer colorrectal son variables e inespecificos y
estan determinados por la localizacion y tamafio de la lesion. Las lesiones sobre el
lado derecho tienden a ser voluminosas y ulcerosas. Los sintomas asociados mas
comunes son la anemia microcitica hipocroma y un dolor sordo en cuadrante
inferior derecho. Las nduseas, la anorexia y una masa abdominal palpable en el
mismo cuadrante, pueden ser otras manifestaciones del cancer de ciego y del
colon ascendente. La obstruccion es una forma de presentacion poco frecuente. E/
cancer de colon transverso se manifiesta frecuentemente mediante signos de
obstruccién o con dolor en el sitio donde se halla el tumor. Otros sintomas que
pueden presentarse son los efectos de masa de la fistula gastrocolica. El colon
izquierdo, que comprende al colon descendente y sigmoide, con frecuencia
alberga lesiones anulares y escirras. Los sintomas mas comunes son la alteracion
del habito intestinal y la reduccion del calibre de las heces como resultado del
estrechamiento de la luz colonica y la presencia de heces solidas en el colon
izquierdo. El moco y la sangre mezclados con el peristaltismo intestinal son otras
complicaciones frecuentes. Pueden aparecer signos y sintomas de obstruccion o
compromiso del tracto urinario. Se puede palpar una masa indolora en el
cuadrante inferior izquierdo o en el area suprapubica. El dolor lumbar, con ciatica

o sin ella, implica que la enfermedad se ha extendido localmente. Otras
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complicaciones, tales como la caquexia, la pérdida excesiva de peso, ictericia o
ascitis, son sugerentes de enfermedad metastasica.

Los hallazgos al examen fisico en el cancer de colon pueden incluir sangre
oculta en material fecal positiva, una masa abdominal, un nodulo umbilical,
hepatomegalia, ascitis... (Chang y Bland, 1998).

5. Diagnéstico v valoracion.

Cuando se sospecha la presencia de un cancer de colon, el estudio diagnodstico
de eleccion es la colonoscopia. Este estudio permite el acceso para examinar el
colon en su totalidad, favorece la polipectomia con propdsitos terapéuticos y
posibilita la realizaciéon de la biopsia de la lesion colonica. Los riesgos de la
colonoscopia son : El examen, ocasionalmente incompleto, del colon derecho (del
5 al 10% de los casos) y la necesidad de intervenir quirirgicamente las
complicaciones importantes en el 0,1 al 0,3% de los estudios. En raros casos
puede existir cierta mortalidad. Los procedimientos diagnodsticos alternativos son
el enema baritado con doble contraste y la proctosigmoidoscopia. La tasa de
perforacidon por un enema baritado es baja y comprende entre 0,04 y 0,008%. Las
desventajas de las imagenes radiograficas incluyen: que no son terapéuticas, no
proveen diagndstico tisular y pueden no evidenciar lesiones mucosas planas, que
pueden representar un cancer concomitante (Chang y Bland, 1998). En la
ecografia, los cénceres aparecen en forma de masas parietales digestivas. Los
canceres de recto son accesibles con la ecografia endorrectal. En la
tomodensitometria, los canceres recto-colicos aparecen en forma de masas
intraluminales o de engrosamientos de pared.

La resecabilidad esta determinada por la extension de la enfermedad. Una

exploracion tomografica del abdomen y pelvis brindan informacién con respecto a
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cualquier compromiso del higado y a la extension local del cancer de colon
sigmoide. En los tumores menos evolucionados, el examen escanografico tiene
menos interés para el diagndstico de extension local y la busqueda de adenopatias.
Su fiabilidad en el mejor de los casos es de un 50-70 %. En el cancer de recto, la
tomodensitometria y la ecografia endorrectal permiten un chequeo mas preciso en
las formas evolucionadas con invasion ganglionar importante. La infiltracion de la
grasa perirrectal no es especifica (de un 20 a un 30% de imagenes de infiltracion
corresponden en realidad a lesiones inflamatorias) y la tomodensitometria no
puede juzgar el grado de invasion parietal. E1 60% de las adenopatias tienen un
tamafio inferior a Smm, y por tanto no son detectadas por esta técnica. Al
contrario, los ganglios de tamafio superior a 15mm son casi siempre metastasicos.
La ecografia endorrectal permite explorar la pared rectal y el espacio perirrectal.
Indispensable antes de toda decision terapéutica, es hoy por hoy el examen de
referencia para la evaluacion de la extension locorregional de los cénceres de
recto; las comparaciones hechas entre los resultados ecoendoscopicos y
anatomopatoldgicos muestran una precision diagnostica de un 83% de media. Para
la extension ganglionar, sin embargo, la precision diagnostica es mediocre,
oscilando entre un 50-75% (Conroy y cols., 1994).

Una radiografia de térax es suficiente para evaluar metastasis pulmonares en
un paciente asintomatico que no tiene evidencia de otras metastasis. Los tests que
miden la funcion hepatica han demostrado tener valor predictivo para las posibles
metastasis hepaticas.

Los marcadores tumorales como el CEA, el CA19-9 y el CA-50 han sido
utilizados en el seguimiento de los pacientes con cancer colorrectal. E1 CEA ha

demostrado ser muy util como parte de las evaluaciones prequirurgicas. Se

-26 -



correlaciona bien con el estadio del tumor y con las predicciones de la
supervivencia ulterior y la recurrencia. El CEA de individuos normales varia entre
0 y 2,5 ng/mL, aunque muchas condiciones benignas estan asociadas a un CEA
elevado (Chang y Bland, 1998). En general, es el valor de 5Sng/mL el que es
elegido como limite superior de la normalidad. Su sensibilidad varia de un 7 a un
64% segun la extension de la enfermedad. Es poco fiable en los estadios
localizados, por lo que resulta poco ttil para el despistaje. Al contrario, existe una
fuerte correlacion entre la concentracion sérica de CEA y la masa tumoral. La
elevacion del CEA es, por tanto, un factor de pronostico desfavorable. Tras
reseccion de caracter curativo, el CEA debe regresar a la normalidad en menos de
6 semanas.

Las metastasis hepaticas se deben buscar de forma sistematica. Su frecuencia
varia entre un 15-20%, pero un 29% de los pacientes las desarrollan en los dos
afios que siguen a la exéresis quirurgica. Se puede considerar pues, que uno de
cada dos pacientes es ya portador de metéstasis en el momento del tratamiento
inicial. La ecografia es la prueba diagnostica de eleccion. La sensibilidad de la
ecografia para lesiones de mas de 15mm esta en torno a un 92%, con una
especificidad de un 96%. La sensibilidad de la tomodensitometria es ligeramente
superior. Una resonancia magnética nuclear o un portoescaner pueden ser ttiles en
caso de lesiones poco numerosas antes de decidir la exéresis quirtrgica de una
metastasis. Durante la intervencidn, se podra recurrir a la ecografia para constatar
la ausencia de lesiones suplementarias y facilitar la localizacion de metastasis
conocidas (Conroy y cols., 1994).

Un descubrimiento reciente en herramientas diagndsticas, utiliza

anticuerpos radiomarcados dirigidos contra el tumor para evidenciarlo o
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detectarlo. El desarrollo de la inmunocentellografia apunta a conseguir una
imagen tumoral mas sensible y mas especifica. Una glicoproteina, la TAG 72, es
muy util como antigeno blanco en el cancer colorrectal. En el adenocarcinoma de
colon la expresion de la TAG 72 fue del 94%. Un estudio que usa anti-TAG 72
marcado con indio 111 (*"'In) para ver el cancer de colon, mostré una sensibilidad
del 70%, una especifidad del 90% y una precision del 72%. Los efectos adversos
de los anticuerpos de raton radiomarcados son infrecuentes y reversibles. Las dos
complicaciones maximas radican en que un gran porcentaje de pacientes que
recibieron anticuerpos de raton desarrollaron anticuerpos antirraton humanos y un
10% de los pacientes demostraron una falsa positividad. La cirugia
radioinmunodirigida también utiliza los anticuerpos marcados para localizar
tumores (Chang y Bland, 1998).

6. Etapa v pronostico del cancer colorrectal.

6.1 Factores de riesgo.

Cuando no existe enfermedad metastasica obvia solo es posible determinar la
etapa precisa del cancer colorrectal después de la reseccion quirurgica y el analisis
histopatologico. A diferencia de otros tumores sélidos, el tamafio de la lesion
primaria tiene poca influencia en el prondstico del cancer de colon (Kodner y
cols., 1995). A partir de un examen de las piezas de exéresis, numerosos factores
han sido reconocidos como tenedores de un valor prondstico independiente. La
extension parietal del tumor y su extension ganglionar son, de lejos, los factores
mas importantes: condicionan el riesgo ulterior de recidiva local y de evolucion
metastasica. La probabilidad de supervivencia disminuye con la extension del
tumor en la pared intestinal. Por convencion, el limite de la pared esta definido

por la capa externa de la muscular. La invasion de la serosa (o de tejidos adiposos
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perirrectales para canceres de recto situados bajo la linea de reflexion peritoneal)
es considerada como una extension extraparietal, de pronostico mas desfavorable.

El descubrimiento de ganglios metastasicos agrava el prondstico; esto es
tanto ain mas desfavorable si el nimero de ganglios afectados es elevado (en
particular por encima de tres). Es util separar las adenopatias situadas en la
proximidad de los tumores de las adenopatias a distancia. Para estos dos grupos,
el anatomopatologo precisa el nimero de ganglios positivos relacionados con el
nimero total de ganglios examinados. Es necesario de todas maneras, subrayar
que la proporcién de canceres con extension ganglionar aumenta con el nimero de
ganglios recogidos; por tanto, se precisa contar al menos con seis ganglios sin
invasion tumoral para determinar el estadio del cancer con certeza.

La invasion venosa, la presencia de émbolos linfaticos, una mala
diferenciacion histologica del tumor (los que producen mucina y los de células en
anillo de sello tienen peor pronoéstico), la aneuploidia, son igualmente factores
prondsticos peyorativos. También lo son una perforacion del tumor, una extension
a un 6rgano vecino o la invasion de los limites de exéresis (Conroy y cols., 1994).
La presencia de nucleos aneuploides ha despertado gran interés ultimamente. La
citometria de flujo permite valorar el contenido de ADN de las células de cancer.
Al parecer los tumores con predominio de nucleos diploides son menos propensos
a dar metastasis que las neoplasias con nucleos aneuploides. Algunos estudios
preliminares sugieren que el ADN de las células cancerosas puede proporcionar
informacion prondstica independiente de la etapa de la enfermedad (Kodner y

cols., 1995).
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6.2 Clasificacion histopronostica.
La clasificacion de Dukes, originalmente descrita en 1932, comporta tres

estados A, B y C, segun la extension parietal y la afectacion ganglionar (figura 1).

Capas de la pared célica

A B C
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Figura 1: Clasificacion de Dukes. Las barras verdes simbolizan la profundidad

de penetracion del tumor.

Un céancer del tipo A de Dukes es un tumor que invade la pared intestinal pero sin atravesar la muscular propia, uno del
tipo B de Dukes se refiere a una invasion transmural de la pared intestinal y un Dukes C, indica una invasion de la
pared del intestino de cualquier grado con metastasis ganglionares. Aunque de gran valor prondstico, actualmente esta
division es menos utilizada pues no permite individualizar los diferentes niveles de extension intraparietal del tumor.
Tampoco diferencia en los casos con invasion ganglionar, estadios diferentes de extension en la pared intestinal. Se

han propuesto numerosas modificaciones. La mas utilizada es la de Astler y Coller (figura 2).
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Figura 2: Clasificacion de Astler y Coller.

Permite separar a los tumores limitados a la mucosa, de excelente prondstico, de los tumores
que invaden la muscular (B1), de prondstico proximo al estadio A de Dukes. Al grupo B2
corresponderian aquellos casos con invasion de todas las capas de la pared intestinal. Asi
mismo, el pronostico de Dukes C es distinto segun que los ganglios afectados sean proximales

(C1 de Astler y Coller) o distales (C2).
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Tis T, T, T; T4

Extension a un organo adyacente —

Figura 3: Clasificacion TNM: penetracion del tumor en la pared intestinal.

Esta clasificacion permite separar mejor los casos que se pueden beneficiar o
no de tratamientos adyuvantes a la cirugia. Gunderson y Sosin le han afiadido los
estadios B3 y C3, permitiendo identificar tumores que invaden otros 6rganos o

estructuras vecinas por extension directa y que pueden ser retirados por un mismo
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acto quirurgico curativo, y los estadios D correspondientes a una enfermedad
metastésica.

La clasificacion TNM es de lejos la mejor clasificacion histopronoéstica
(figura 3). Distingue de forma independiente cinco estadios de invasion parietal y
cuatro estadios de extension ganglionar (Tabla I), en funcidon del nimero y de la
localizacién de los ganglios invadidos. Mas precisa, permite apreciar mejor el
prondstico y las indicaciones terapéuticas. Esta considerada como la clasificacion

internacional de referencia (Conroy y cols., 1994).

Clasificacion TNM
Tumor primitivo (T)
e Tx - No es posible valorar el tumor primario.
TO - No existen pruebas del tumor primario.
Tis - Carcinoma "in situ".
T1 - Tumor que invade submucosa.
T2 - Tumor que invade muscular propia.
T3 - Tumor que invade, a través de la muscular propia, la subserosa o tejidos
pericdlicos o perirrectales sin peritoneo.
e T4 - Tumor que perfora peritoneo visceral o invade de manera directa otros drganos
o estructuras.
Ganglios linfaticos regionales (N)
e Nx - No es posible valorar ganglios linfaticos regionales.
NO - Ausencia de metéstasis en ganglios linfaticos regionales.
N1 - Metastasis en uno a tres ganglios linfaticos pericolicos o perirrectales.
N2 - Metastasis en cuatro o mas ganglios linfaticos pericolicos o perirrectales.
N3 - Metastasis en cualquier ganglio linfatico a lo largo del trayecto de un tronco
vascular especifico.
Metastasis a distancia (M)
e Mx - No es posible valorar la presencia de metastasis distantes.
e MO - ausencia de metastasis distantes.
e M1 - Metastasis a distancia.

Tabla I: Estadificacion segun el tumor / afectacion ganglionar / metastasis (TNM).

Las etapas del sistema TNM estan representadas en Tabla II y pueden
correlacionarse con facilidad con el sistema de Dukes. La etapa I corresponde a la
A de Dukes, lall ala B, laIll ala C de Dukes y la IV a la D de Dukes.

La supervivencia a los cinco afios demuestra claramente la importancia

prondstica de la etapa de la enfermedad. Los mejores resultados se relacionan con
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la afeccidn en la etapa I, con supervivencia de mas del 90% de los pacientes a los
cinco anos. En la etapa II este indice es entre el 60 y 80%, y en pacientes con
metastasis en ganglios linfaticos (etapa III) la supervivencia a los cinco afos varia
del 20 al 50%. Menos del 5% de los pacientes sobrevive cinco afios cuando

existen metastasis a distancia.

Etapas del sistema TNM
e Etapa0 Tis NO MO
e Etapal T1 NO MO
T2 NO MO
e Etapall T3 NO MO
T4 NO MO
e Etapalll Cualquier T N1 MO
Cualquier T N2, N3 MO
e EtapalV Cualquier T Cualquier N Ml

Tabla II: Etapas del sistema TNM.

7. Tratamiento del cancer colorrectal.

Después de una cuidadosa evaluacion de la salud del paciente y de la
extension del tumor, el proximo paso es el tratamiento. El tratamiento principal
para el cancer de colon es la reseccién anatdmica, aunque es importante tener en
cuenta la terapéutica adyuvante.

7.1 Tratamiento quirdrgico.- La extension de la reseccion viene
determinada por la ubicaciéon del cancer de colon primario, asi como por la
presencia o ausencia de invasion hacia estructuras adyacentes y por las metastasis

a distancia. Cuando no hay evidencia de invasién colonica hacia los organos
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vecinos ni de metastasis, el tratamiento principal es la reseccion del segmento
colonico. Los principios en los que se basa esta reseccion segmentaria incluyen la
ligadura de los principales pediculos vasculares, la diseccion de ganglios linfaticos
mesentéricos y el logro de margenes libres de tumor. Cuando el cancer de colon es
localmente invasivo, es necesaria la reseccion de los organos contiguos en
aproximadamente un 10% de los casos. Los organos mdas frecuentemente
involucrados son la vejiga, el ovario, el uréter y la pared abdominal; los menos
frecuentemente afectados son el intestino delgado, el bazo, el pancreas, el
estobmago y el utero. La cirugia de eleccién es la reseccion en bloque con
margenes libres en tejidos blandos. En los pacientes con enfermedad local
avanzada, la irradiacion prequirirgica con 4500 cGy puede ser beneficiosa para
aumentar la resecabilidad y obtener margenes libres, sobre todo en pacientes con
afectacion pelviana. Otra opcidon que se puede encontrar durante la colectomia
para la neoplasia de colon son las metastasis hepaticas. Si es aislada, se la puede
extirpar mediante una resecciéon en cufla con un margen. Si el niimero, las
localizaciones y el tamafio de las masas hepaticas determinan una hepatectomia
formal, generalmente se realiza con un intervalo de 6 a 12 semanas respecto a la
intervencion de colon.

El manejo del céncer rectal se ha basado en la suposicion de que el
objetivo ideal del tratamiento para cualquier paciente con enfermedad neoplésica
fuese la erradicacion de la condicion maligna, con la conservacion del mayor
grado de funcién anatémica y fisiologica posible. La eleccion del tratamiento se
ha visto distorsionada por el hecho de que no existe un sistema de estadificacion
clinico exacto. Ademas, el recto estd ubicado profundamente en la pelvis y esta

rodeado por la musculatura y las estructuras oseas pélvicas, lo cual dificulta el
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acceso. El uso de altas dosis de tratamiento radiante de fuentes externas también
ha sido limitado, porque es necesario atravesar tejido normal antes de que la
radiacion lesiva pueda afectar a las células malignas. Por otro lado, los factores
importantes en la determinacion del pronostico y la seleccion del tratamiento del
cancer rectal tampoco han sido claramente definidos. Un detallado estudio de
pacientes con cancer rectal tratados en la Washington University, St. Louis, reveld
que las variables importantes en la determinacion del prondstico eran el grado de
fijacion del cancer, el compromiso de ganglios linfaticos pararrectales y el grado
de diferenciacion histologica. No se ha demostrado que el tamafio del tumor y la
distancia desde la linea pectinea afecten la recurrencia o la supervivencia. Los
canceres que se cree que estan invadiendo a través de la pared rectal o que
muestran evidencias de una naturaleza histologica agresiva deben ser tratados
quirargicamente, con conservacion de la funcion esfinteriana anal, de ser posible,
y con la consideracion del empleo de radioterapia o quimioterapia adyuvante.

7.2 Tratamiento adyuvante para el cancer de colon.- A partir de las
estadisticas de supervivencia del cancer de colon, esta claro que la cirugia curativa
por si sola no es suficiente en individuos con un grado de recurrencia aumentado.
La Conferencia para el Consenso del Tratamiento del Cancer Colorrectal del
Instituto Nacional de Salud sugirié que la clasificacion de estadios patologicos es
el determinante mas importante del riesgo de la recurrencia y la supervivencia. Un
cancer de colon en estadio II con un CEA prequirurgico elevado y un estadio III
son indicaciones para la quimioterapia adyuvante. Los otros predictores como la
ploidia y la fraccion de fase S, no se usan como indicadores para este tratamiento.
El cancer de colon y el colorrectal son considerados de manera diferente con

respecto al tratamiento adyuvante porque las causas del fracaso del tratamiento
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son diferentes. El cancer de colon tiende a recurrir en la cavidad peritoneal, en el
higado o en lugares distantes. El tratamiento adyuvante mas comun para el cancer
de colon es la quimioterapia. También se ha empleado la inmunoterapia, pero solo
de forma experimental.

El tratamiento adyuvante con 5-fluorouracilo (5-FU) y levamisol, ha
demostrado ser efectivo en el cancer de colon, en particular en el tipo Dukes C
(Chang y Bland, 1998). A partir de los estudios existentes, en la actualidad parece
razonable tratar a los pacientes con enfermedad en etapa III con una combinacion
de estos dos farmacos. Aun no se han observado beneficios claros en pacientes
con enfermedad en etapa II, aunque existen multiples estudios al respecto (Kodner
y cols., 1995).

Se han estudiado otros tratamientos innovadores en pacientes con cancer
colorrectal, tales como la inmunoterapia adyuvante en su forma de anticuerpos
monoclonales dirigidos hacia el tumor y vacunas tumorales autélogas, aunque aun
no existen resultados claros.

La radiacion adyuvante desempefia un papel mas limitado en el tratamiento
del cancer coldnico que en el del cancer rectal. Segliin algunos estudios recientes
la irradiacidon postoperatoria del lecho tumoral puede jugar algin papel en la
disminuciéon de las recurrencias intraabdominales. Otras indicaciones para la
irradiacion postquirurgica pueden ser la obstruccion y la perforacion (Chang y
Bland, 1998).

La supervivencia total a los cinco afos en el cancer de recto no ha mejorado
de 50% en muchas series. La mortalidad se debe a enfermedad metastasica
distante o quiza, mas importante, recurrencia de la enfermedad en la pelvis. Suele

sefalarse que esta ultima es entre 20 y 30%. Se ha aconsejado la radioterapia
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adyuvante para controlar la diseminacion del tumor a la periferia de los bordes de
reseccion. Algunos autores prefieren aplicarla en el postoperatorio cuando hay
alguna duda sobre lo adecuado de la reseccion del cancer; otros eligen utilizar
radioterapia preoperatoria para destruir el cancer en la periferia antes de la
diseccion quirurgica, demostrando una frecuencia de recurrencia local muy baja y
una supervivencia a los cinco afios alta. Esta radioterapia preoperatoria origina
muy pocas complicaciones, en tanto que se han descrito problemas importantes
con la postoperatoria debidos fundamentalmente a la lesion del intestino delgado
que se fija en la pelvis después de la intervencion. La principal desventaja de la
radiacidon preoperatoria es que se incluirdn algunas lesiones favorables, que no
requieren radioterapia adyuvante. Algunas instituciones han utilizado un término
medio que denomina la técnica de "emparedado"”, en la que se administra en el
preoperatorio un curso corto de radioterapia con una dosis postoperatoria
adicional si la patologia del céncer es desfavorable; sin embargo no parece
necesario el uso de esta técnica dado el riesgo bajo y los resultados buenos del
régimen preoperatorio.

En el cancer de recto, la conducta actual incluye el uso de quimioterapia
adyuvante sistémica para mejorar la supervivencia a largo plazo al reducir la
frecuencia de enfermedad metastasica distante. Informes recientes de la National
Surgical Adjuvant Breast Project (NSABP) sugieren que la leucovorina mas 5-FU
pueden ser ventajosos en ciertas situaciones, y un informe actual de multiples
instituciones sugiere una ventaja en la supervivencia a largo plazo y menos
recurrencias locales por medio del uso del levamisol mas fluorouracilo en los
pacientes con lesiones C de Dukes. Existe un interés actual y pruebas importantes

que demuestran que es posible lograr resultados incluso mejores mediante
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combinaciones de radiacién y quimioterapia sistémica adyuvantes (Kodner y

cols., 1995).

OTROS TUMORES MALIGNOS DEL COLON

Ademas del adenocarcinoma, existen otros tumores malignos del colon
bastante menos frecuentes como son el carcinoide, el sarcoma 'y el linfoma

El carcinoide se da con mayor frecuencia en apéndice y yeyuno-ileon,
afectando al recto en el 18% de los casos y en pocas ocasiones al colon.

Los sarcomas de colon son muy raros y corresponden a menos del 0,1% de
todos los tumores malignos colorrectales. Por otra parte, el linfoma primario del
colon representa el 0,5% de los tumores malignos colonicos, localizandose el 70%
de los casos en ciego (Chang y Bland, 1998).

Nuestro estudio se centra en el adenocarcinoma de colon, correspondiendo la

linea celular empleada en nuestro estudio a este tipo histologico.

CANCER COLORRECTAL Y GASTRINA

Algunos autores han considerado como otro posible factor predisponente del
carcinoma colorrectal la inhibicion del acido gastrico y su consecuencia
hormonal: la hipergastrinemia.

A partir de los aflos cuarenta, la escuela de Lester Dragsted reintroduce la
vagotomia troncular para el tratamiento de la ulcera gastrica, causando una
alteracion de la fisiologia gastrica de consecuencias atun discutidas (Ritcher, 1994;
Reina y cols., 1997). A partir de los afios setenta, disminuyen las vagotomias,
sustituidas progresivamente por los antagonistas de los receptores H, de la

histamina en la célula parietal y, posteriormente, por los inhibidores de la bomba
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de protones, a los que también se les acusa de producir hipergastrinemia como
respuesta a la inhibicion 4cida. Cifras elevadas de gastrina en plasma también se
pueden apreciar en casos de anemia perniciosa, gastritis atrofica o gastrinoma. Asi
es que si la hipergastrinemia predispusiera para el desarrollo de neoplasias
colonicas, esto tendria profundas implicaciones en el manejo a largo plazo de
pacientes con enfermedad péptica y en el screening, tratamiento y seguimiento de
estos pacientes.

Existen observaciones que demuestran que la gastrina podria desempefiar un
papel en el cancer colorrectal. Aunque el aspecto principal en la bioactividad de la
gastrina es su efecto secretorio acido, su potente accion como agente tréfico de la
mucosa oxintica gastrica estd bien delineado (Mulholland y Debas, 1988).
Ademas, se conoce desde hace afos que la gastrina tiene un efecto trofico sobre la
mucosa colonica y que también tiene un efecto mitdgeno sobre las células
cancerigenas de colon in vitro, asi como sobre el crecimiento de tumores de colon
en animales de experimentacion. Ademas, estos efectos troficos sobre el cancer de
colon en animales de experimentacion pueden ser inhibidos mediante antagonistas
de la gastrina como la proglumida, que actiia sobre receptores de gastrina (Bold y
cols., 1996), receptores que también se ha demostrado que existen en los tumores
colorrectales humanos (Upp y cols., 1989).

En estudios en animales utilizando antagonistas especificos y no especificos
del receptor de gastrina , incluyendo proglumida, somatostatina, dibutiril guanosin
monofosfato ciclico (¢cGMP), y suero antigastrinico, el crecimiento tumoral se ha
retardado tanto in vivo como in vitro (Chicone y cols., 1989). Un aspecto
interesante de esta inhibicion tumoral es que ocurre (ambas, in vivo e in vitro) sin

la administracion gastrina, lo que sugiere una regulacion autocrina del crecimiento
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tumoral por gastrina (Hoosein y cols., 1990; Dy y cols., 1992). Todos estos
estudios en animales se han completado y ampliado con trabajos realizados in
vitro. Por ejemplo, las lineas celulares que responden a gastrina in vitro también
crecen mas rapidamente en animales con hipergastrinemia (Watson y cols., 1989;
Imdahl y cols., 1989). Watson y colaboradores demostraron por xenografia que
células cancerigenas humanas tenian respuesta a la gastrina en ratones sin pelo a
los que se les administrd gastrina respecto de otros a los que se traté con suero
salino (Watson y cols., 1989). Los animales tratados con gastrina mostraban una
duplicacién del tamafio del tumor, ademas con una administracion continua de
gastrina presentaban un efecto mas pronunciado que suministrandoles la misma
dosis de forma dividida. Esta respuesta trofica fue inhibida utilizando distintos
bloqueantes de los receptores de gastrina, tales como proglumida y benzotrip
(Eggstein y cols., 1991; Imdahl y cols., 1989); otros grupos utilizaron analogos
de la somatostatina (Dy y cols., 1992) obteniendo resultados similares. El
mecanismo implicado se postula que es de naturaleza autocrina puesto que
algunos tumores fueron inhibidos por estos agentes en ausencia de
hipergastrinemia ( Dy y cols., 1992). La exacta especificidad de tales compuestos
es, sin embargo, una cuestion sin resolver. Ademads, en un animal sano, deben
considerarse otra gran variedad de factores incluyendo el papel de los niveles
basales de gastrina y los efectos de estos inhibidores en otros sistemas reguladores
del crecimiento tumoral.

Pueden alcanzarse niveles elevados de gastrina en animales bien por
administracion exdégena o procedimientos quirurgicos que produzcan una
exclusion antral del medio acido del estoémago. Karlin y colaboradores (1985)

encontraron que la hipergastrinemia por si misma no es carcinogénica en ratas.
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Ellos proponen el papel de la gastrina como cocarcindgeno, haciendo al colon mas
susceptible al conocido carcindgeno dimetilhidracina. Otros investigadores, sin
embargo, han demostrado que la administracion exogena de gastrina, en dosis
equivalentes, tiene un papel protector (Tatsuta y cols., 1983) o no tiene efecto
(Tatsuta y cols., 1985) en carcinoma de colon en ratas inducido por nitrosaminas.

Estos resultados aparentemente dispares pueden explicarse simplemente por la
respuesta individual de cada tumor a la gastrina. También es posible que la
etiologia de la hipergastrinemia sea importante para determinar la respuesta
tumoral. Por ejemplo, el crecimiento de las lineas celulares de cancer de colon de
raton MC26 esta acelerado por la administracion exdgena de gastrina tanto in vivo
como in vitro (Winsett y cols., 1986). Sin embargo, en la hipergastrinemia
inducida por omeprazol en ratones, no hay aumento del crecimiento de esta
celular incluso con un incremento de hasta cinco veces de los niveles de gastrina
en plasma (Graffner y cols., 1992).

La relaciéon entre gastrina y neoplasias colonicas en humanos ha sido
explorada de dos formas: primero, evaluando en los pacientes que se sabia que
tenian hipergastrinemia el aumento en la incidencia de cancer de colon, y segundo
lugar comparando los niveles de gastrina en suero de individuos con cancer de
colon con sujetos sanos.

Los pacientes con hipergastrinemia incluyen aquellos con enfermedades como
anemia perniciosa, otras formas de gastritis atréficas (Talley, 1989), y
gastrinomas. Otros son individuos que han sufrido cirugia gastrica o vagotomia
(Stern y Walsh, 1973), o aquellos que estan recibiendo medicacion inhibidora de
la respuesta acida (Richarson y cols., 1975). Los pacientes con anemia perniciosa

y gastrinoma son los mas ttiles para este tipo de analisis, debido al alto porcentaje
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que muestran una prolongada y mantenida hipergastrinemia (Talley, 1989). Sin
embargo, los pacientes con cirugia gastrica han sido bien estudiados (Lundegardh
y cols., 1990; Caygill y cols., 1987), los niveles de gastrina en estos pacientes son
impredecibles y pueden variar desde la hiper a la hipogastrinemia dependiendo del
tipo de cirugia (Stern y Walsh, 1973). En aquellos a los que se le ha practicado
vagotomia troncular sin gastrectomia los niveles de gastrina estin elevados
durante varios afos (Reina y cols., 1997). En dichos grupos no se ha evidenciado
un incremento del cancer de colon (Creutzfeldt y Lamberts, 1991).

Existen dos estudios de riesgo de cancer en la anemia perniciosa (Talley y
cols., 1989; Brinton y cols., 1989). El grupo de la Clinica Mayo (Talley y cols.,
1989) estudié 150 pacientes con la enfermedad y hallaron en conjunto que no
habia un aumento del riesgo relativo de desarrollar cancer de colon; encontraron
una mayor incidencia en los primeros cinco afios tras el diagnostico de anemia
perniciosa. En un estudio mucho mas amplio del National Cancer Institute
(Brinton y cols., 1989), mas de 5000 pacientes fueron estudiados y no se detectd
un incremento del riesgo de cancer de colon. A la inversa, Elsborg y Mosbech no
lograron identificar un aumento en la incidencia de anemia perniciosa entre
pacientes que habian desarrollado cancer de colon (Elsborg y Mosbech, 1979).

Sobhani y cols. (1993), evaluaron 23 pacientes con el sindrome de Zollinguer-
Ellison. Realizaron colonoscopias, determinaciones plasmaticas de gastrina y
estudios cinéticos de células in vitro a todos los pacientes y controles. No se
evidencio aumento de la incidencia de adenomas o carcinoma de colon; sin
embargo, la proliferacion celular en la mucosa coldnica fue de un 23 a un 31%
mayor en los pacientes con gastrinoma, midiéndolo mediante administracion in

vitro a Dbiopsias de los especimenes de 5’-bromodeoxiuridina. Esta
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hiperproliferacion no estaba relacionada con los niveles de gastrina o la duracion
de la hipergastrinemia. Mas atn, la distribucidon en conjunto de las células en las
criptas permanecié normal, sin evidencia de replicacion celular extendiéndose
hacia la superficie (Sobhani y cols., 1993). Por otra parte, Biasco y colaboradores
(1995) demostraron mediante biopsias rectales un mayor riesgo de cancer
colorrectal en seis pacientes con hipergastrinemia por sindrome de Zollinguer-
Ellison. Renga y colaboradores (1997) observaron que la hipergastrinemia
endogena en pacientes con gastritis cronica autoinmune y sindrome de Zollinguer-
Ellison esta asociada con defectos en la proliferacion celular rectal, similares a los
que se aprecian en condiciones de alto riesgo de cancer de colon.

Estudios que evaluaron pacientes con neoplasia colonica han sido menos
consistentes. Smith y colaboradores (1989 [I]) inicialmente describieron que los
pacientes con adenoma o carcinoma de colon tenian niveles de gastrina basal en
plasma significativamente mayores que un grupo control apareado con
colonoscopia negativa, hipergastrinemia que se normalizaba por la reseccion del
tumor. Otros estudios confirmaron estos resultados (Wong y cols., 1991; Seitz y
cols., 1991; Charnley y cols., 1992). Wong y colaboradores (1991) describieron
que los niveles de gastrina postprandiales, y no en ayuno, estaban elevados en
pacientes con cancer de colon y que los niveles se normalizaban tras la reseccion
del tumor. La normalizacién postoperatoria de los niveles elevados de gastrina en
ayuno se confirmo6 en otros dos estudios (Seitz y cols., 1991; Charnley y cols.,
1992), aunque la concentracion de gastrina en la vena mesentérica que drenaba el
tumor no era mayor que la que habia en venas periféricas (Charnley y cols., 1992).

Sin embargo, hay varias variables de confusion en estos estudios. Los niveles

medios elevados de gastrina en suero fueron durante mucho tiempo atribuidos a
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un pequeilo numero de pacientes en los grupos de tumor con gastrina sérica
marcadamente elevada, mientras la mayoria de los pacientes con cancer de colon
tenian niveles normales de gastrina. En un estudio (Seitz y cols., 1991), el grupo
control era aproximadamente 10 afios mas joven que el grupo con tumor. Una
variable adicional escogida por Boland (1991) es que, si el tumor por si mismo es
el productor de gastrina y las muestras son extraidas tras lavado intestinal, puede
resultar un nivel falsamente elevado. Parece ser que un grupo de pacientes pudiera
tener tumores que produjeran bien gastrina o bien sustancias liberadoras de
gastrina. Esto apoya aun mas el concepto de un mecanismo autocrino o paracrino
regulador del tumor relacionado con la hipergastrinemia. Ademas, se ha descrito
la presencia de niveles detectables de precursores de la gastrina (Kochman y cols.,
1992; Nemeth y cols., 1993) y ARNm de esta hormona (Van Solinge y cols.,
1993) en células de cancer de colon humano.

Otros estudios de pacientes con neoplasia colorrectal no han encontrado
elevaciones de gastrina en suero (Creutzfeldt y Lamberts, 1991; Kikendall y cols.,
1992). Segun Penman y colaboradores, la gastrina sérica en pacientes con tumores
de colon no se modifica, ni antes ni después de la cirugia (Penman y cols., 1994).
En general, estos estudios han destacado casos con niveles inexplicablemente
altos de gastrina; sin embargo, estos pacientes fueron uniformemente distribuidos
entre todos los grupos, y no en el grupo con neoplasia solo. Esta observacion
aumenta la posibilidad de sesgos de seleccion en los estudios previos o la
existencia de alguna variable hasta ahora indefinida responsable de
hipergastrinemia en un pequefio grupo de pacientes. La existencia de individuos
con hipergastrinemia inexplicable o una exagerada respuesta hipergastrinémica a

la terapia con inhibicidn acida se conocia previamente. No existe explicacion para

- 45 -



este fendmeno. Quizas una futura evaluacion mas detallada de esta
hipergastrinemia en individuos con y sin neoplasia colonica podria aclarar mejor
la etiologia y las consecuencias de esta elevacion.

En conclusién, existe una gran controversia a cerca de la relaciéon entre
hipergastrinemia y cancer de colon. No hay una clara evidencia de que la
hipergastrinemia endoégena juegue un papel en la carcinogénesis colorrectal. En
pacientes seleccionados con neoplasia colorrectal, la gastrina sérica elevada puede
actuar como un regulador del crecimiento, pero el pequefio subgrupo de pacientes
con riesgo especifico aun no se ha definido claramente. Tampoco existe evidencia
para apoyar la propuesta que la medida rutinaria de niveles de gastrina en
individuos con bajos estados acidos provean alguna informacién 1util ni en la
identificacion del cancer de colon ni en la prediccion de su futuro desarrollo.

En los ultimos afos ha existido mucha polémica sobre un posible
efecto cancerigeno de los farmacos inhibidores del acido gastrico, cuando
se administran de forma crénica, por su efecto elevador de la gastrina
sérica (Biasco y cols., 1995), lo que resulta muy interesante, ya que
parece demostrado que su efecto sobre la gastrina sérica es importante
en los animales de experimentacion y no sobre el humano, en el que no
se han encontrado elevaciones importantes de la gastrina sérica en
enfermos que toman crénicamente inhibidores del acido gastrico.

Por otra parte, se ha demostrado la presencia de receptores de gastrina en
células tumorales de cancer de colon y que su crecimiento puede estar estimulado
por esta hormona y bloqueado por inhibidores especificos de los receptores de
gastrina. Las implicaciones de esto en el tratamiento de la neoplasia, aunque

puramente especulativas hasta ahora, se estan barajando. Podria ser interesante la
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medida rutinaria de receptores en el cancer de colon e iniciar estudios de terapia
hormonal en pacientes seleccionados apropiadamente. Incluso existe la
posibilidad de identificar individuos con un incremento en el riesgo de padecer
neoplasia coldnica, pues los pacientes cuyos canceres poseen receptores de
gastrina tienen concentraciones similares de estos receptores en su mucosa
coldénica normal (Upp y cols., 1989). En lugar de un screening randomizado de
pacientes con gastrina elevada, sin tener en cuenta la etiologia, se podria tener un
aprovechamiento del coste-beneficio mas racional realizando biopsias rectales y
un seguimiento estrecho de los pacientes con niveles elevados de receptores de
gastrina.

Asi, al inicio de 1996, el grupo de Towsend sugiere la posibilidad de una
terapia hormonal del cancer colorrectal al llegar a la conclusion tras varios
estudios, de que la gastrina puede regular el crecimiento tumoral a través de
receptores especificos de la membrana celular (Bold y cols., 1996). Con ello,
proponen la posibilidad de utilizar hormonas inhibidoras y antagonistas
especificos de la membrana celular para inhibir el crecimiento de estos tumores.

Ultimamente, algunos investigadores han demostrado un papel importante de
algunos intermediarios del procesamiento de progastrina en el crecimiento del
cancer de colon (Ciccotosto y cols., 1995). Incluso algunos laboratorios han
demostrado experimentalmente que la gastrina-17 glicino terminal (G-Gly), tiene
efectos biologicos y ejerce efectos mitogenos en células de cancer de colon (Seva
y cols., 1994; Singh y cols., 1994; Singh y cols., 1995), identificando incluso
receptores en algunas lineas celulares de cancer de colon que median el efecto
estimulador del crecimiento de la G-Gly y distintos del receptor para la hormona

madura (Singh y cols., 1995; Stepan y cols., 1996; Shulkes y Baldwin 1997,
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Stepan y cols., 1999). Ademads, la G-Gly se encuentra en altas concentraciones
durante el desarrollo de tumores intestinales. Todo esto permite sugerir un posible
papel de estos péptidos intermedios en la diferenciacion y el crecimiento
intestinal.

GASTRINA

La existencia de una hormona producida en el antro gastrico denominada
gastrina fue sugerida por primera vez por Edkins en el afio 1905, al demostrarse
que extractos crudos de mucosa procedentes de la region antral del estomago
estimulaban la secrecion acida géstrica cuando eran administrados de forma
intravenosa. El hallazgo de esta hormona no fue totalmente aceptado hasta que
Komarok (1938) extrajo de la mucosa pilérica una sustancia proteica que ejercia
un potente efecto secretagogo sobre las glandulas findicas. En 1964, Gregory y
Tracy (1964) aislaron la gastrina "pura" de la mucosa antral y en ese mismo afio
se descubri6 la secuencia de aminoacidos que formaban los dos péptidos
gastrinicos aislados (gastrina I y gastrina II) e incluso uno de ellos, la gastrina I,
pudo ser sintetizado (Anderson y cols., 1964). Las dos gastrinas aisladas por estos
autores poseian un heptadecapéptido C-terminal idéntico y diferian unicamente
por la presencia de un residuo de tirosina sulfatado en la gastrina II.

Pero si entre el pasado de la gastrina figura el hecho de ser el primer péptido
gastrointestinal que se conoci6 integramente desde el punto de vista estructural, el
presente y el futuro de esta hormona son mucho mads inciertos. Con el
perfeccionamiento del radioinmunoensayo (RIA) y con la localizacion del gen de
gastrina se ha conseguido aislar esta hormona en tejidos tan variados como
pancreas neonatal, neuronas vagales, células hipofisarias, células mucosas

bronquiales e incluso espermatozoides humanos, aunque el significado biologico
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que posee la presencia de gastrina en todos ellos, no estd, ni mucho menos,
claramente definido (Modlin y Tang, 1993).

Finalmente, debemos afirmar que la gastrina es la hormona gastrointestinal
mas familiar para el cirujano. Las acciones e influencias de esta hormona en
determinados procesos patologicos han sido siempre un tema importante dentro de
la patologia quirtrgica. En este capitulo, esbozaremos algunos aspectos de la
fisiologia de la gastrina.

1. Sintesis v Procesamiento de la Gastrina.

El gen que codifica la gastrina ha sido aislado en el ADN humano. Esta
compuesto de 4100 pares de bases y determina la sintesis de un péptido de 101
aminoacidos, conocido como preprogastrina que constituye, como ocurre con
otras hormonas gastrointestinales, un precursor del que, tras determinadas
actuaciones enzimaticas, se liberara la secuencia peptidica bioldgicamente activa
(Mulholland y Debas, 1988). La configuracion de la preprogastrina se observa en
la figura 4. En ella apreciamos como, de los 101 aminoacidos, 21 conforman el
péptido principal, 33 aminoacidos el llamado péptido intermediario y los 34
siguientes conforman la molécula de la gastrina-34 (G-34), también llamada "big-
gastrin". Los 9 aminoécidos restantes configuran la extension carboxi-terminal de
la molécula de preprogastrina.

El péptido principal estd constituido por una serie de aminoacidos
hidrofobicos que actian facilitando el transporte - por el ARNm - de la
preprogastrina al reticulo endoplasmico (RE) de manera que, cuando se alcanza
éste, el péptido principal se escinde y la molécula de preprogastrina queda

transformada en progastrina.

- 49 -



La progastrina y otras proteinas secretoras son transportadas al aparato de
Golgy, donde a menudo son sulfatadas en un residuo de tirosina (Tyr) por una
tirosil-sulfotransferasa (Azuma y cols., 1987; Varro y Dockray, 1993). Este
proceso, segun algunos autores, confiere a la molécula de gastrina, no sélo un
aumento en su actividad biologica sino también una mayor resistencia a la
degradacion (Modlin y Tang, 1993). Mientras que esta sulfatacion es necesaria
para la accion bioldgica de la colecistoquinina (CCK) sobre los receptores CCK-A
localizados en la via biliar y en el pancreas, el efecto sobre la secrecion acida de la
gastrina en los receptores CCK-B no se ve influenciada por la presencia o
ausencia de este residuo de tirosina sulfatado. En células neuroendocrinas bien
diferenciadas, la progastrina es almacenada en el aparato de Golgy y en granulos
secretorios que contienen las enzimas necesarias para completar el procesamiento
de progastrina (Dickinson, 1995).

En los granulos secretores, una enzima convertasa corta las regiones amino- y
carboxi-terminal obteniendo un residuo de arginina dibésica (Arg-Arg). Los
aminoacidos basicos carboxy-terminales son entonces separados secuencialmente
por una carboxipeptidasa H obteniendo gastrina-34 glicino-terminal (G34-Gly).
Esta, por accién de la peptidilglicina o-amidasa monooxigenasa (PAM), se
transforma en G34-NH,. Por acciéon de otra enzima convertasa, la G34-NH, es
escindida a nivel del par lisina-lisina interno obteniendo el heptadecapéptido de
gastrina amida, gastrinal 7-NH, (Dickinson, 1995).

Estudios recientes, han demostrado que la mayoria de la gastrina-17 procede
de esta conversion de G34- NH,. Por otra parte, la G34-Gly también puede ser
cortada a nivel de los residuos internos lisina-lisina por acciéon de una enzima

convertasa y transformarse en gastrina-17 glicino terminal (G17-Gly) (Varro y
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cols.,

1995). Esta G17-Gly parece que no es afectada por la PAM, pudiendo

tratarse de un producto final distinto en el procesamiento de progastrina en células

G antrales.
Ext. Aminoterminal Ext. Carboxiterminal
. V % ArgArg Tir GliArgArg %
=
~ Peptidasa
/////// ArgArg § LisLis - Tir . GliArgArg I:I
O Sulfotransferasa
s S|O4(<;)
© I:I ArgArg - LisLis - Tir GliArgArg I:I
Prohormona Convertasa
SO4(¢)
- LisLis - Tir . GliArgArg
Carboxipeptidasa H
N
=
g S|O4((',)
E @ - LisLis - Tir . Gli
Q
CLE Prohormona Convertasa PAM
S
E 304((,) S|O4(Z,)
\% - - Tir . Gli - - LisLis - Tir . NH,
PAM Prohormona Convertasa
7 \ SO4()
- - Tir NH,

Figura 4: Pasos secuenciales en el procesamiento de la Preprogastrina.
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En general, so6lo las formas de gastrina G17- NH, y G17-Gly son producidas
en las células neuroendocrinas. En cambio, la gastrina en células no endocrinas
pobremente diferenciadas encontradas en canceres de colon no sigue el
procesamiento que tiene lugar en los granulos secretores y es liberada en formas
mas grandes y no procesadas. La gastrina terminal usualmente se refiere a G17-
NH,, porque es la forma predominante de gastrina en el antro gastrico.
Consecuentemente, la mayoria del suero antigastrina es especifico para ésta, y no
detecta las formas glicino-terminal u otras formas de gastrina no procesadas. Esto
es de particular interés en el cancer de colon, porque tejidos indiferenciados a
menudo pierden la habilidad para completar el procesamiento de las prohormonas.
Ademas, las células sin un mecanismo regulador de la secrecion bien definido,
como las de carcinoma de colon, no procesan la progastrina de forma eficaz por el
mecanismo adecuado, y esto da lugar mayoritariamente a gastrinas no procesadas
(Dickinson y cols., 1993).

En el antro, el heptadecapéptido de gastrina es la forma predominante
(89%), mientras que en duodeno se aisla tanto G-34 como G-17 (43% para G-17
y 52% para G-34) (Lamers y cols., 1982). En sangre, la G-34 representa dos
tercios del total de la gastrina circulante durante el estado basal, mientras que en el
periodo postpandrial este péptido supone algo menos de la mitad. Tanto en fase
basal como estimulada, el resto de la gastrinemia viene determinada
principalmente por la G-17 (Modlin Y Tang, 1993) (figura 5).

Existen ademads, otras formas de gastrina (G-14, G-6) que aunque
determinadas quimicamente, no han sido catalogadas desde el punto de vista

fisiologico.
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Glu- Gli- Pro- Trp- Leu- Glu- Glu- Glu- Glu- Glu- Ala- Tir- Gly- Trp- Met- Asp- Fen- NH,

|
HSO;

Figura 5: Composicion de aminoacidos de la gastrina-17.

Se han aislado también moléculas "gigantes" de gastrina (big-big gastrins),

pero la mayoria de ellas se consideran actualmente artefactos bioquimicos,

careciendo pues de significacion fisioldgica importante (Mulholland y Debas,

1988). Sin embargo, recientemente se ha descubierto que una de estas big-big

gastrins, concretamente la G-71 (que es una gastrina tipo I), desempefia una

actividad biologica completa, convirtiéndose asi en la mayor molécula de gastrina

con un papel fisioldgico claramente establecido (Rehfeld y Johnsen, 1994).

Los péptidos gastrinicos son desactivados por la escision del residuo

fenilalanina C-terminal, proceso que al parecer es mediado por la encefalinasa

(endopeptidasa neural ampliamente distribuida por todo el organismo) (Walsh,

1992). La vida media de la gastrina humana es de aproximadamente 6 minutos

para la G-17 y de 18-30 minutos para la G-34.

Por otra parte, es importante recordar las semejanzas estructurales que la

gastrina presenta con otros péptidos. Asi, el pentapéptido C-terminal es idéntico al

de la colecistoquinina (CCK) y al de la caeruleina (decapéptido presente en los

anfibios). Algunos autores han sugerido que gastrina, CCK y caeruleina provienen

de un péptido comin, muy anterior en la escala evolutiva, que podria ser la

cionina (neuropéptido aislado de la Ciona intestinalis) (Johnsen y Rehfeld, 1990).
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2. Expresion de Gastrina.

Los genes de la mayoria de las hormonas intestinales estdin ampliamente
expresados fuera del tracto digestivo, pero las prohormonas a menudo maduran en
un tejido o célula de manera especifica. Se han detectado péptidos de gastrina
bioactivos precursores y/o ARNm de gastrina fuera de las células G-
antroduodenales: en ileon distal, en colon fetal y péncreas, en pituitaria
corticotropa y melanotropa. También hay hallazgos de expresion de gastrina en
neuronas (hipotaldmicas, pituitarias, cerebelares y vagales) y en cromosomas de
células espermatogénicas humanas. Esto ultimo puede tener interés en procesos de
fertilizacién. Més recientemente, se han evidenciado componentes de la cascada
de expresion genética de la gastrina en canceres broncogénicos, pancreaticos,
gastricos, colorrectales y ovaricos. No esta claro este efecto carcinogenético, pero
es posible que la gastrina se un factor de crecimiento de crucial importancia en un
temprano estado hiperproliferativo del desarrollo del cancer (Holst y cols., 1996).

3. Liberacion de Gastrina.

La liberacion de gastrina de las células G puede ser medida por elevaciones
del AMPc, flujo de calcio o activacion de la protein-kinasa, por lo que en este
proceso puede estar implicado el sistema de la adenilciclasa o el de los
fosfotidilinositoles (Campos y cols., 1990). La secrecion de gastrina es controlada
por una compleja interaccion de factores estimulantes e inhibidores (Tabla III).

Ademas influyen otros factores como la edad, el sexo y los ritmos

circadianos.
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Estimulante Inhibidor

Luminal ‘Proteinas pH £ 3
‘Aminoacidos
pH alcalino
‘Jones Ca

Neural ‘Reflejos vagales ‘Reflejos vagales
‘Bombesina / Péptido
liberador de gastrina

Paracrina -Somatostatina

Endocrina ‘Catecolaminas -‘Secretina
‘Glucagén
-Péptido intestinal
vasoactivo
‘CCK

Tabla I1I: Regulacion de la liberacion de gastrina (Mulholland y Debas, 1988).

4. Acciones Biologicas de la Gastrina.

La gastrina tiene un amplio rango de acciones dentro del tracto
gastrointestinal. El principal papel fisiologico de esta hormona radica en el
estomago donde como sabemos, regula fundamentalmente la secrecion de acido y
el crecimiento y proliferacion de mucosa. La gastrina ejercerd ademas influencias
a otros niveles del tracto gastrointestinal como serdn eséfago, pancreas, vesicula
biliar y musculo liso entre otros.

a) Secrecion de acido.

La accién central de la “gastrina” es la estimulacion de la secrecion de acido

en el estomago y, de hecho, una fraccion muy importante de la respuesta 4cida del
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estbmago a la ingesta de alimentos es debida a esta hormona. En estudios
realizados en ratas, basados en el empleo de anticuerpos monoclonales (anti-
gastrina), se ha calculado que la gastrina es la responsable de al menos la mitad de
la secrecion acida gastrica ocasionada por los alimentos (Goto y cols., 1986) y
muchos autores le atribuyen hasta el 90% de esta respuesta (Chuang y cols.,
1991).

El efecto principal de la gastrina sobre la secrecion 4cida gastrica se
realizara tras la accion de esta hormona a dos niveles: sobre la célula parietal y
sobre la célula enterocromafin-like (ECL) ya que ambos tipos celulares presentan
los receptores de gastrina / CCK- tipo B (Cabero y cols., 1991; Chuang y cols.,
1991; Wolfe, 1992; Modlin y Tang, 1993; Helander y Keeling, 1993). Esto esta,
ain en la actualidad, sometido a controversia dado que existen algunos autores
(Sandvik y cols., 1991; Waldum y cols., 1991; Prinz y cols., 1993) que opinan que
esta hormona actia inicamente sobre las células ECL, las cuales liberan histamina
que determina de forma indirecta, el potente efecto secretagogo realizado por la
gastrina. Existen en realidad multitud de estudios que se encaminan en una u otra
direccion. Asi unos apuntan la existencia de una potenciacion entre histamina y
gastrina, fendémeno que, al no existir entre gastrina y acetilcolina, es interpretado
como un efecto sumatorio de acciones directas —sobre células parietales- ¢
indirectas —sobre células ECL- (Soll y Grossman, 1981). Abundando en esto,
existen autores que propugnan que aunque la gastrina realiza un efecto directo
sobre la célula parietal, requiere para ello de la presencia de histamina (Cabero y
cols., 1991). Otros estudios, como el ya clasico realizado por Soll (1984),
encuentran una elevada unidon especifica para la gastrina en preparaciones

enriquecidas de células parietales e incluso existen algunos que, mediante otras
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técnicas como el “cross-linking” o el uso de antagonistas (L.365,260), caracterizan
el receptor de gastrina en preparaciones de células parietales intactas (Matsumoto
y cols., 1987; Roche y cols., 1991; Mantyh y cols., 1994). Determinados autores
afirman no encontrar en algunas especies respuesta de las células parietales a la
gastrina (Berglindh y cols., 1980) pero el mencionado estudio de Soll (1984) e
incluso otros mas antiguos demuestran de forma contundente, la existencia de esta
respuesta. Se ha comprobado también la accion directa de la gastrina sobre las
células oxinticas al observar que un 45% de la estimulacion de la secrecidon acida
gastrica ocasionada tras administrar esa hormona, era debida a un incremento en
la produccion de Ca*" dentro de estas células y s6lo un 25% era debido a una
accion dependiente de la histamina (Heldsinger y Vinik, 1984; Chew y cols.,
1992). La existencia de una proliferacion predominante de células ECL en
situaciones de hipergastrinemia apunta a una actuacion esencialmente centrada en
este tipo celular (Tielemans y cols., 1994). Finalmente, apuntaremos que, aunque
existen algunos trabajos que determinan una ausencia de actividad de los anti-H,
ante hipergastrinemias muy marcadas (Zollinguer-Ellison), hay otros que
demuestran que dosis de cimetidina superiores a las utilizadas en clinica, si son
capaces de disminuir la secrecién acida gastrica en estas situaciones (Waldum,
1989).

La importante accion de la gastrina sobre las células ECL es un hecho que esta
hoy totalmente constatado. Para corroborarlo, a los estudios que demostraban que
esta hormona producia en estas células un incremento en la actividad de la histidin
descarboxilasa - enzima que convierte la histidina en histamina - y un incremento

de la sintesis de ARNm (Chen y cols., 1994; Sandvick y cols. 1994) hay que
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sumar otros mas recientes, que demuestran que la gastrina ocasiona incluso, una
estimulacion del gen que codifica dicho enzima (Simon y cols., 1995).

Como resumen de todo lo expuesto hasta ahora podemos afirmar de manera
rotunda que la opinion cientifica actual coincide en lo siguiente (Waldum y cols.,
1991; Modlin y Tang, 1993; Belaiche y cols., 1993; Marvik y cols. 1994; Tari y
cols., 1994; Sandvik y cols., 1994; Simon y cols., 1995; Hersey y Sachs, 1995):

- las acciones secretagogas ejercidas por la gastrina sobre la secrecion acida
gastrica se fundamentan en una accion dual: directa —sobre la célula parietal- e
indirecta —liberando histamina al interactuar con las células ECL-

- ambos tipos celulares poseen receptores para la gastrina

- la accién fundamental, la predominante, es la indirecta (es decir, la que ejerce
sobre las células ECL).

La gastrina ejerce ademdas un autocontrol de sus acciones bioldgicas. Para
empezar, la acidificacion luminal inhibe la liberacion de la propia hormona.
Posteriormente, este mecanismo de feed-back es completado por la propia
gastrina, al interactuar de forma directa con las células D de la mucosa gastrica
provocando la liberacion de somatostatina (Schulkes y Read, 1991). Otro factor
que regula la secrecion de acido inducida por la gastrina es la concentracion de
glucosa en la vena porta (Sakaguchi y cols., 1994).

La gastrina realiza otro tipo de acciones biologicas sobre la secrecion géstrica.
Parte de la estimulacion ejercida sobre la secrecion acida gastrica puede ser
debida a un aumento del flujo sanguineo en la mucosa findica, accién que es
atribuida por algunos autores (Gerber y Payne, 1992) a la secrecion de histamina
ocasionada por esta hormona, aunque otros estudios abogan por un papel

mediador de las prostaglandinas en este proceso (Holm y Jagare, 1992).
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b) Secrecion de pepsinogeno, factor intrinseco y moco.

Ademas de la secrecion de acido, la gastrina estimula la secrecion de
pepsinogeno y la del factor intrinseco si bien, no se sabe si estos efectos son
debidos a actuaciones directas o a los incrementos del flujo sanguineo
(Mulholland y Debas, 1988).

Recientemente, se ha demostrado que la gastrina ocasiona un aumento en la
secrecion de moco y que dicho efecto lo realiza de forma directa, al interactuar
con receptores especificos (gastrina / CCK-B) (Ichikawa y cols., 1993).

¢) Acciones troéficas.

La gastrina posee un claro efecto tréfico sobre la mucosa oxintica. Este efecto
se ejerce sobre todas las células de la mucosa, pero con especial intensidad sobre
las células parietales y sobre las células ECL siendo precisamente sobre estas
ultimas, donde la gastrina despliega su accion trofica de forma mas efectiva.

El mecanismo intimo mediante el cual la gastrina ocasiona la hiperplasia de
las células de la mucosa gastrica no es conocido del todo. Se sabe no obstante, que
las células de la mucosa oxintica responden a esta hormona de una forma
conocida como "pleiotipica", que implica una serie de fenomenos como son el
aumento de la sintesis, tanto de ADN como de ARNm (Walsh, 1990).

Es de especial importancia destacar la gran sensibilidad de las células ECL a
las situaciones de hipergastrinemia (Tielemans y cols.,, 1994). En estudios
realizados en ratas, se ha comprobado que en situaciones de hipergastrinemia
mantenida, estas células primeramente se hipertrofian y posteriormente se
hiperplasian, alcanzando incluso un nimero de células cinco veces mayor que el
que existe en condiciones normales. El crecimiento de las células ECL se produce

por un aumento en el indice de replicacion, que se detecta tan pronto como se
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inicia la hipergastrinemia, alcanzando sus valores méximos dos semanas después.
Posteriormente, el aumento en el indice de replicacion de las células ECL sufre
una paulatina regresion a partir de la 20* semana, pudiendo incluso alcanzar
valores normales (Hakanson y cols., 1992). En otras investigaciones, el mismo
autor (Hakanson y cols., 1993) informé que la proliferacion de las células ECL
ascendio hasta la 3* semana de hipergastrinemia para, a partir de ese momento,
realizar una regresion paulatina hasta la semana 10% en la que se detectaban ya
niveles de proliferacion normales.

El mantenimiento de gastrinemias elevadas puede dar lugar a que, de una
hiperplasia de las células ECL, pasemos a una neoplasia de las mismas. Este
hecho, demostrado claramente en animales de experimentacién, se hallaba
confinado en humanos a pacientes afectos de gastritis atrofica severa o anemia
perniciosa (Modlin y Nangia, 1992; Belaiche y cols., 1993). Sin embargo, se ha
descubierto la existencia de estos cambios en enfermos sometidos a potentes
tratamientos antisecretores, lo que ha ocasionado (Lamberts y cols., 1993). Al
parecer, aunque la transformacion neoplasica de las células ECL hiperplasiadas es
un hecho frecuente en roedores, en humanos s6lo se manifiesta con cierta
significacion en pacientes afectos de un gastrinoma en el contexto de un MEN
tipo I (neoplasia endocrina multiple) y que ademds, estdn tratados con
farmacoterapia inhibidora, es decir en aquellos sujetos que, ademas de la
hipergastrinemia, presentan una predisposicion genética (Modlin y Nangia, 1992).

Se han realizado estudios usando cultivos de células ECL que demuestran que
la accion trofica de la gastrina es ejercida a través de un receptor tipo CCK-B. Sin
embargo, la afinidad de este receptor por la gastrina parece ser algo mayor que la

del receptor que origina la liberacion de histamina. Mdas atn, la respuesta trofica -
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y no la liberacion de histamina - es inhibida por la genisteina, un inhibidor de la
tirosin-protein quinasa. Estos hallazgos podrian suponer, o bien la existencia de
dos clases de receptores, o bien la presencia de un mismo receptor pero con
diferentes afinidades (Hersey y Sachs, 1995). Otros trabajos apuntan también a
una accion diferencial trofica/secretagoga de la gastrina. En ellos, se observa que
el PD136,450 - potente antigastrinico - impide, a una determinada dosis, la
proliferacion de las células ECL, sin afectar a la secrecion de acido (Simon y
cols., 1995).

La gastrina, segun muchos autores, no posee en condiciones normales efectos
troficos sobre otros tejidos (intestino delgado, pancreas...) (Walsh, 1990). No
obstante, si se han encontrado receptores de gastrina en ciertas estirpes de tumores
de colon (Bold y cols., 1994; Singh y cols., 1985; Singh y cols., 1987; Chicione y
cols., 1989) y en células de mucosa coldnica (Narayan y cols., 1992), por lo que
se piensa que la gastrina pudiera poseer efectos troficos sobre ellos. Estudios
realizados en humanos han demostrado que la gastrina estimula el crecimiento del
carcinoma de colon que posee la linea celular HT29, aunque no afecta a las lineas
T84, HCT116 ni 3T3-L1 y que el tratamiento de los tumores sensibles con
antagonistas de la gastrina (LL365,260), puede inhibir el crecimiento de los mismos
(Mauss y cols., 1994). De todas formas, no todos los autores estan de acuerdo en
este tema (Pinson y cols., 1995), existiendo opiniones muy diversas con respecto
al mismo, por lo que son necesarias mas investigaciones para llegar a una
conclusion firme (Begos y Modlin, 1994).

Ademas de en el colon, también se ha informado de la posibilidad de que la
gastrina estimule el crecimiento celular de tumores originados en otros o6rganos

como pancreas (Smith y cols., 1994 [II]) o pulmon (Sethi y cols., 1993).
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d) Otras acciones.

Estas acciones son extragastricas y se observan solamente cuando la hormona
es administrada de forma ex6gena. Las implicaciones fisiologicas de estos efectos
son dudosas, pero se ponen de manifiesto en situaciones de hipergastrinemia
mantenida.

La gastrina estimula la contraccion del musculo liso e incluso, a elevadas
dosis, puede contraer el esfinter esofagico inferior o el antro géstrico. También
estimula la secrecion pancredtica (tanto exo como endocrina) y la contraccion de

la vesicula biliar (Mulholland y Debas, 1988).

COLECISTOQUININA

La colecistoquinina (CCK) es una hormona estrechamente relacionada con la
gastrina y su receptor. La historia de la CCK es bastante antigua. Alrededor del
1856 Claude Bernard en Paris, notd que el acido hidroclorhidrico en el duodeno
estimulaba el flujo de bilis. La respuesta persistia después de suprimir la
inervacion vagal y simpatica. Sin embargo, no se tuvo evidencia de un control
hormonal de la vesicula biliar hasta 1928. En este afio, Ivy y Oldberg descubrieron
que las grasas a nivel del intestino y especialmente en los primeros tramos del
intestino delgado, estimulaban la liberacion de una sustancia que producia la
contraccion de la vesicula biliar; esta sustancia fue denominda "colecistoquinina"
(Ivy y Oldberg, 1928). Posteriormente, Harper y Raper (1943) postularon que una
hormona liberada por la mucosa duodenal estimulaba la secrecion del pancreas y
la llamaron "pancreozimina". Se pens6 que estas dos sustancias eran hormonas
distintas hasta 1960, en que Jorpes y Mutt (1968)) purificaron un péptido

intestinal colecistocinético compuesto por 33 aminoacidos (CCK-33) vy
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demostraron que también estimulaba la secretcion del pancreas, por lo que se
considerd como una Unica sustancia.

1. Estructura de la Colecistoquinina.

Se trata de un polipéptido de 33 aminoacidos (aa) sintetizado por las células
"I" de las porciones mas proximales del intestino delgado. También se encuentra
en el sistema nervioso central (corteza cerebral y sistema limbico) y en el sistema
nervioso periférico que inerva el intestino. Presenta una secuencia de Saa, en el
extremo carboxi-terminal (C-terminal) idéntica a la de la gastrina y un residuo
tirosil-sulfato en posicion 7 C-terminal cuya pérdida (de forma artificial) le
reporta un patron de actividad semejante a la misma. Precisamente, el fragmento
minimamente activo de la CCK es este heptapéptido C-terminal (Johnson, 1991)
(figura 6). La biogénesis de la CCK implica complejas y variadas modificaciones
de una molécula, llamada pro-CCK, lo que conlleva una heterogenicidad
molecular, es decir, a la existencia, ademas de la CCK "clasica" de multitud de
moléculas, conocidas como péptidos-CCK, todas ellas con el mismo heptapéptido
activo y que pueden desempefar papeles de neurotransmisores tanto a nivel
central como periférico (Rehfeld, 1994). Asi, en los tejidos productores de CCK
se ha aislado una gran cantidad de péptidos-CCK (CCK-83, -58, -39, -33,-22 vy
-8) los cuales varian ampliamente segun las especies. En el hombre, aunque en un
principio se sugirio que la CCK-8 era la molécula mas abundante en plasma
(Walsh y cols., 1982), estudios mdas recientes abogan por el predominio de
moléculas mas grandes. Asi Rehfeld (1994) reporta el CCK-33 como el péptido
mas abundante, seguido del CCK-8, CCK-22 y CCK-58 en orden decreciente. El

CCK-8 es la forma molecular presente en mayor cantidad en las neuronas
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(Hutchinson y cols., 1981) aunque curiosamente, también se encuentra muy

aumentada en el suero de los pacientes con cirrosis (Gores y cols., 1986).

Lis- (Ala, Gli, Pro, Ser)- Arg- Val- (Ile, Met, Ser)- Lis- Asn- (Asn, Gln, His, Leu,, Pro, Ser,)-
Arg- Ile- (Asp, Ser)- Arg- Asp- Tir- Met- Gli- Trp- Met- Asp- Fen- NH,

|
HSO;

Figura 6: Composicion de aminoacidos de la Colecistoquinina.

2. Expresion de la Colecistoquinina.

Como las restantes hormonas gastrointestinales, los péptidos-CCK se expresan
ampliamente fuera del tracto digestivo. Un rasgo particular de la CCK es su
importantisima expresion en el cerebro. Las regiones neocorticales del sistema
nervioso central sintetizan mas péptidos-CCK que el intestino. La CCK también
se expresa en neuronas periféricas - particularmente abundantes en nervios de la
zona distal del tracto digestivo. En mamiferos normales, los péptidos-CCK
también se presentan en células endocrinas especificas de la pituitaria
(coticotropas), de la glandula tiroides (células-C), y de la médula adrenal (Holst y

cols., 1996).

3. Liberacion de Colecistoquinina.

La liberacion de la CCK por las células "I" es estimulada por la entrada de
alimento (sobre todo acidos y grasas) al intestino delgado. En esta estimulacion,
se han propuesto como mediadores, algunos péptidos secretados a la luz intestinal
tales como el péptido regulador pancreatico (PRP) o un posible péptido liberador
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de CCK (Miyasaka y cols., 1989). Ademéas de los factores luminales, algunos
autores han apuntado un papel importante de péptidos como péptido liberador de
gastrina (GRP) o bombesina como estimulantes de la liberacion de CCK (Lundell
y cols., 1987; Jansen y cols., 1990). En cuanto al papel del vago en la liberacion
de CCK, existen controversias en la literatura, aunque los estudios mas recientes
apuntan a que la estimulacion vagal ejerce una influencia escasa o nula sobre los
niveles basales o estimulados de CCK (Lundell y cols., 1987). Curiosamente, lo
que si se ha demostrado es un aumento de la "sensibilidad" a la CCK de alguno de
sus tejidos diana (concretamente la vesicula biliar) tras la denervacion vagal
(Masclee y cols., 1990).

Por otra parte, la CCK estd sujeta a un mecanismo de retroalimentacion
negativo activado principalmente por los acidos biliares intraduodenales y en
menor medida, por las enzimas pancredticas. Esto ha sido demostrado por el
dramatico aumento de la CCK postpandrial en plasma tras la administracion de
MK-329 (Schmidt y cols., 1991).

4. Acciones Biologicas de la Colecistoquinina.

Las acciones de las CCK son complejas y a varios niveles. Actua tanto a nivel
del sistema nervioso central como a nivel gastrointestinal, por lo que posee
implicaciones en aspectos tan dispares como la sensacion de saciedad, ansiedad,
percepcion del dolor, motilidad gastrointestinal y por supuesto, procesos
secretorios gastrointestinales.

Para comprender las acciones de la CCK es necesario realizar una breve
resefa sobre su modo mas intimo de actuacion. Esta hormona interracciona con
una receptor de membrana y a través de la proteina G realiza la estimulacion de la

fosfolipasa C (Willians y cols, 1993). Existen dos tipos de receptores para la
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CCK: un receptor de tipo A (o alimentario) y un receptor tipo B (o cerebral),
aunque ambos estan presentes tanto en el sistema nervioso central como en el
aparato gastrointestinal. Los dos receptores han sido diferenciados basandose en
las diferentes afinidades por agonistas y antagonistas. El receptor tipo A presenta
1000 veces mas afinidad por la CCK que por la gastrina, mientras que el tipo B es,
segin muchos autores, idéntico al receptor de gastrina (Pisegna y cols., 1992;
Wank y cols., 1992; Lee y cols., 1993; Mantyh y cols., 1994). Segun algunos
estudios, el receptor CCK-A tiene alta afinidad el octapéptido sulfatado de
colecistoquinina (CCK-8S), mientras que los ligandos especificos del receptor
CCK-B son la gastrina, el tetrapéptido de colecistoquinina CCK-4 y el
octapéptido CCK-8 (Moran y colaboradores, 1986; Ballaz y colaboradores, 1997).
Ciertos antagonistas selectivos para uno u otro receptor también ayudan a
diferenciarlos tanto estructural como funcionalmente; el receptor tipo A presentara
un antagonista benzodiacepinico, el llamado MK-329 (o L-364,718) mientras que
el tipo B / gastrina requiere como antagonista benzodiacepinico el L-365,260
(Chang y cols., 1986; Lotti y cols.,, 1989). Este tema se desarrollarda mas
ampliamente en el capitulo dedicado a los receptores de gastrina / CCK.

La distribucion de estos receptores en el tramo gastrointestinal es sumamente
interesante a la hora de explicar las acciones de esta hormona y especialmente,
para diferenciar los papeles de la CCK y gastrina en la secrecion acida gastrica.
Estudios recientes realizados en perros por Mantyh y colaboradores (1994)
reportan la existencia de receptores para la CCK a varios niveles del estobmago y
duodeno. Asi los receptores de tipo A se expresaron en la mucosa cardial y en la
zona basal de la mucosa findica, mientras que el receptor tipo B / gastrina se

localizdé en la regiéon media y apical de la mucosa findica y en las capas
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musculares y plexos mientéricos de region cardial, fundus y, en menor medida, de
zona antropildrica (Mantyh y cols., 1994).

De acuerdo con esto, podemos afirmar que las acciones de la CCK en la
fisiologia gastrica se traducen en un efecto inhibitorio tanto de la secrecion acida
gastrica (SAG) como de la liberacion de gastrina y que este efecto, es mediado por
los receptores CCK-A (Konturek y cols., 1993). Asimismo, la CCK ejercerd una
accion estimuladora de la secrecion de pepsinodgeno, igualmente mediada por
receptores de tipo A (Mantyh y cols., 1994). Partiendo de estas premisas podemos
analizar de manera mas detallada el papel de la CCK en la regulacion de la SAG.
El mecanismo de accién de esta hormona parece tener un caracter dual. Un
componente de esta accidon es estimulatorio, siendo de escasa potencia e
implicando a los receptores tipo B. Sin embargo, "in vitro" este efecto, lejos de ser
de escasa intensidad, es equipotente a la escasa estimulacion ocasionada por la
gastrina, ya que es debido a la activacion del mismo receptor utilizado por ésta
sobre la célula parietal y posiblemente, a la actuacion de la CCK sobre un
receptor del mismo tipo que se encuentra en las células ECL (Sandvik y cols.,
1992). Por el contrario en condiciones "in vivo", el componente predominante de
la actuacion de la CCK es el inhibitorio y es mediado fundamentalmente, por
receptore tipo A presentes en las células D, las cuales responderian secretando
somatostatina, de conocidos efectos inhibitorios sobre la SAG. Este ultimo
extremo ha sido demostrado mediante la abolicion casi completa del efecto
inhibitorio de la infusiéon exdgena de CCK tras la adiccion de loxiglumida,
antagonista A-selectivo (Konturek y cols., 1993; Konturek y cols., 1994), y
también, por la caracterizacion de receptores A en las células D. No obstante

también se han determinado receptores B / gastrina en las células productoras de
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somatostatina, mediante los cuales la gastrina ejerce un mecanismo de
autorregulacion de sus propios efectos (Del Valle y cols., 1993).

Estos hallazgos son plenamente compatibles con la distribucion de los
receptores descrita anteriormente (Mantyh y cols., 1994). Asi, la localizacion de
los receptores tipo "A" en las zonas basales de la mucosa, se correlaciona
perfectamente con el predominio de las células principales en esta misma zona.
Igualmente, las células parietales u oxinticas se sitian fundamentalmente, en los
dos tercios medios y superiores de la mucosa, donde predominan los receptores
tipo B (CCK / gastrina). Las células D, que se distribuyen en todo el espesor de la
mucosa, explicarian el hallazgo de cierta cantidad de receptores "A" en regiones
mas apicales y las células ECL, localizadas en la parte baja, justificarian el
pequeiio componente de unioén detectado para los receptores tipo B en las zonas
mas basales de la mucosa.

Otro aspecto sobre el que la CCK ejerce su influencia es el vaciamiento
gastrico. Esta hormona es considerada hace tiempo como una inhibidora o
enlentecedora del mismo, lo que han confirmado estudios posteriores (Konturek y
cols., 1994). Este trabajo propugna que esta accion de la CCK probablemente sea
debida a una estimulacion directa de las contracciones pildricas y a una supresion
de la motilidad antroduodenal.

El efecto "princeps" de la CCK, es el que le da nombre: el estimulo de la
contraccion de la vesicula biliar. Otras acciones de la CCK son: la induccion de la
secrecion de enzimas pancreaticos, el aumento de la secrecion de bicarbonato, el
incremento del flujo de la arteria mesentérica superior, la estimulacion de las
glandulas de Briiner, el aumento de la motilidad intestinal y la modulacion de las

concentraciones plasmaticas de otras hormonas intestinales.
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Parece que la colecistoquinina presenta efectos troficos sobre algunas lineas
celulares de tumores gastrointestinales (Smith y cols., 1991). El desarrollo de
antagonistas de CCK muy especificos puede llevar a regular el crecimiento de
ciertos tumores humanos que comunmente expresan receptores de CCK; aunque
hasta ahora ningin estudio ha demostrado un efecto util (Geoghegan y Pappas;
1997).

Por su probada implicacion en la regulacion de la saciedad, ha despertado
gran interés su aplicacion en la regulacion del comportamiento alimentario,
aunque es preciso el estudio del sitio de accién de la CCK en la saciedad y el
subtipo de receptor implicado.

Parece que la CCK también interviene en la génesis de estados de panico y
ansiedad a nivel del sistema nervioso central. Este campo puede generar otras
posibles aplicaciones clinicas para los antagonistas de CCK (Geoghegan y

Pappas; 1997).

RECEPTOR DE GASTRINA / COLECISTOQUININA

Un receptor es un elemento de la célula diana que, tras reconocer e
interaccionar con "su hormona", desencadena una serie de procesos que
determinan modificaciones importantes del funcionamiento celular. El primer
paso pues en esta interaccion es la union reversible de la hormona con su receptor,
el cual, segin cada caso, se situara en una u otra parte de la célula. El resultado
final de esta cadena de eventos celulares serd conocido como "respuesta o accion"

hormonal (figura 7) (Gardner, 1979).
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Figura 7: Interaccion hormona-receptor (Gardner, 1979).

1. Caracterizacion del Receptor de Gastrina / Colecistoquinina.

a) Estructura biomolecular del receptor de gastrina.

La gastrina, la colecistoquinina (CCK) y los péptidos relacionados forman una
familia de hormonas que presentan como rasgo comun la existencia de un
pentapéptido carboxiterminal idéntico en todas ellas, aunque la gastrina presenta
sulfatacion del 6° residuo de tirosina y la CCK del 7° (Chang y Lotti, 1986; Wank
y cols., 1992). Fueron aisladas originalmente en el tracto gastrointestinal de
mamiferos, y de los primeros péptidos descubiertos en el cerebro, donde la forma

molecular predominante, el octapéptido de colecistoquinina (CCK-8), existe en
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formas sulfatadas y desulfatadas (Rehfeld y cols., 1985). Basdndose en la afinidad
por diferentes antagonistas, se ha comprobado que este grupo de hormonas
interactiia con dos tipos de receptores:

o Un receptor llamado periférico, alimentario o tipo "A" que se encuentra
en pancreas, vesicula biliar y en algunos puntos del SNC y que presenta una
afinidad 1000 veces mayor por la CCK que por la gastrina. En general, presenta
una afinidad de 500 a 1000 veces mayor por los analogos sulfatados,sobre todo el
octapéptido sulfatado de colecistoquinina (CCK-8s).

e Un receptor llamado cerebral o tipo "B" que se encuentra en cerebro,
musculo liso y mucosa oxintica. Este receptor posee afinidad fundamentalmente
por gastrina, el tetrapéptido CCK-4 y el octapéptido CCK-8 (Innis y Snyder,
1980; Moran y cols., 1986; Chang y Lotti, 1986; Wank y cols., 1992; Ballaz y
cols., 1997).

Pues bien, actualmente se considera que este ultimo tipo de receptor (el tipo
B) y el receptor de gastrina, causante de todas las importantes acciones de la
misma, son la misma estructura. En definitiva, cuando en adelante nos referimos
al receptor de gastrina debemos saber que al mismo tiempo, estamos hablando del
receptor tipo B de la CCK (Kopin y cols., 1992; Lee y cols., 1993; Wolfe y Tseng,
1993; Miyake y cols., 1994; Wank y cols., 1994; Schmassmann y cols., 1994; Ito
y cols., 1994).

El receptor de gastrina / CCK pertenece a la gran familia de receptores que se
acoplan, de diferentes formas, a una proteina reguladora de la union del
nucledtido de guanina: proteina G (Wank y cols., 1992; Miyake y cols., 1994).

La estimulacion del crecimiento y los efectos secretorios de la gastrina en el

estobmago parece que son mediados directamente por la interaccion de esta
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hormona con los sitios de union especificos de alta afinidad presentes en las
células de la mucosa fundica (Johnson; 1982). Se han descrito receptores de
gastrina de al menos dos 0 mas tamafios moleculares, con un rango entre 30-200
kDa en la mucosa fundica y en las membranas pancreaticas de varias especies de
roedores y cerdos (Baldwin y cols., 1986; Ramani y cols., 1989), siendo la forma
predominante la de 70-80 kDa. Se han determinado Unicamente proteinas de
union de gastrina de 70-75 kDa en células parietales del estémago del perro
(Matsumoto y cols., 1987). Este receptor, localizado en la membrana basolateral
de la célula en la mucosa gastrica del perro, fue estudiado por Kopin y
colaboradores (1992). Se trata de una glicoproteina de 76000 dalton de peso
molecular (Pm). Su componente proteico, de 48518 dalton, presenta 453
aminoacidos muchos de los cuales - aunque no la secuencia amino-terminal - son
comunes a la mencionada familia de receptores (Kopin y cols, 1992). Como
muchos de los receptores de este grupo, el de gastrina presenta 7 segmentos
hidrofébicos, que corresponden a otros tantos puentes transmembrana y el Gltimo
de ellos es, segun algunos autores, el sitio de actuacion de algunos inhibidores no-
peptidicos como el L365,260 (Mantamadiotis y Baldwin, 1994).

La CCK demuestra una afinidad equivalente para proteinas de union de
gastrina (GBP) en células parietales (Soll y cols., 1984) y en células pancreaticas
acinares (Chevner y cols., 1988). El CCK-A es un lugar de unién para CCK con
mucha mayor afinidad que para gastrina, y se encuentra fundamentalmente en
células pancreaticas acinares (Yu y cols.,1990). Por otra parte, las proteinas de
union de gastrina (GBP) en células de cancer de colon demuestran poca afinidad

por la CCK (Chicione y cols., 1989; Singh y cols.,, 1987 [I]), y algunos
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antagonistas del receptor CCK representan sitios de unién que no corresponden a
los receptores CCK-A ni CCK-B (Singh y cols., 1987 [I])

En estudios en ratas y perros con agonistas de los receptores CCK, como
gastrina y CCK-8, y antagonistas de los mismos como L364,718 y 1.365,260, se
han evidenciado receptores tanto CCK-A como CCK-B con distintos tipos de
afinidad para CCK-8: alta, baja y muy baja afinindad. Parece que esta cualidad es
una propiedad intrinseca de la molécula del receptor CCK (Huang y cols., 1994).

Otros estudios ponen en duda la existencia de una sola clase de receptores de
gastrina. El cultivo de células ECL aisladas, ha demostrado que existe un receptor
tipo CCK-B que presenta mas afinidad por la gastrina que el receptor "clasico"
implicado en la liberacion de histamina. Este "nuevo" receptor, que al parecer esta
relacionado con acciones puramente troficas, es bloqueado por una sustancia, la
genisteina, que no posee efecto alguno sobre la liberaciéon de histamina
dependiente de la gastrina. Los autores sin embargo, dejan abierta la posibilidad
de que se trate del mismo receptor pero con diferentes eventos intracelulares
(Hersey y Sachs, 1995).

Ademas, se ha detectado un receptor CCK en células humanas de cancer
pancreatico que esta relacionado con las funciones tréficas, no apareciendo en
células pancreaticas normales. Este receptor, que tiene un peso molecular de 40
kD, se ha denominado CCK-C ¢ receptor de “cancer” debido a su relacion

con la neoplasia pancreatica humana (Smith y cols., 1998).

Todo esto indica que las diferentes formas moleculares de las proteinas del
receptor pueden estar presentes en diferentes células diana de la mucosa
gastrointestinal. En lineas celulares de cancer de colon (que posiblemente

representan una poblacion mas homogénea de células diana que responden al
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crecimiento), se ha demostrado unicamente la presencia de proteinas de unioén
de gastrina de aproximadamente 33-40 kDa (Chicione y cols., 1989), a pesar de
la existencia de multiples formas moleculares de estos receptores en tejidos
diana normales. Estas células de mucosa colonica responden a los efectos de la
gastrina sobre el crecimiento celular in vitro (Sirinek y cols., 1985). Narayan y
colaboradores (1992) demostraron la existencia de un ntimero significativo de
lugares de alta afinidad (Kd= < InM) para la gastrina/péptidos CCK en
membranas de mucosa colonica de cerdo, la mayoria de los cuales estan
presentes en una banda de aproximadamente 45 kDa. Es posible que estas
proteinas de union estén presentes en células que controlan la respuesta al
crecimiento, mientras otras formas de este receptor se expresen en otras
poblaciones celulares de la mucosa colonica. También encontraron bastantes
receptores de baja afinidad (Kd= 1-3 pM) para la union de gastrina,
denominandose estos receptores respectivamente Tipo [ y Tipo II. Ambos son
aparentemente especificos para la unién de péptidos tipo gastrina/CCK,
pudiendo asi explicar los efectos bioldgicos de estas hormonas en células de la

mucosa colonica.

Imdahl y colaboradores (1995), investigaron una posible accion
proliferativa autocrina de gastrina en carcinomas de colon, asi como el receptor
responsable de esta acciéon. Confirmaron la presencia de fragmentos de
progastrina en carcinomas colorrectales, lo que se podria explicar por un
posible efecto proliferativo autocrino de los mismos. Ademas, encontraron que
la proteina de union envuelta en esta actuacion era mas similar al receptor de
baja afinidad gastrina/CCK-C que al gastrina/CCK-B.También Biagini y

colaboradores (1997), estudiaron células de tejido colénico normal y tumoral
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asi como muestras de metastasis hepaticas encontrando que el ARNm de
gastrina se expresaba en el 86’5% de los tumores investigados y que el receptor
envuelto en esta hipotética accion proliferativa autocrina era probablemente el
CCK-C, ya que su ARNm se expresaba tan frecuentemente como el de
gasstrina en estos tumores coldnicos. Otros autores, han encontrado receptores
para gastrina glicino terminal que median este efecto trofico en lineas celulares
de cancer de colon humano (L,V, y HT-29), pudiendo ser los responsables del

crecimiento en el cancer de colon (Stepan y cols., 1999).

Por otra parte, el receptor de gastrina presenta similitudes estructurales con
otros receptores lo que sin duda debe tener implicaciones fisioldgicas importantes
no aclaradas por el momento. Asi, presenta un 35% de identidad con el receptor
del neuropéptido Y'Y, un 28% con el receptor D4 de la dopamina, un 27% con el

de serotonina y un 26% con el receptor 3, humano (Kopin y cols., 1992).

b) Segundo mensajero del receptor de gastrina / CCK.

El segundo mensajero del receptor de gastrina es el Ca *" intracelular (Roche
y cols., 1991; Wilkes y cols, 1991; Kopin y cols., 1992; Miyake y cols., 1994).

Para la activacion de la bomba de protones el receptor debe acoplarse a través
de una proteina de union localizada en la membrana (la proteina Gq) a la
fosfolipasa C. La proteina G utilizard el GTP (guanosin trifosfato), al que esta
unido, para activar a dicha enzima impulsandose asi el sistema de los fosfatidil-
inositoles, que consiste en obtener a partir de fosfolipidos de membrana
(fosfatidilinositol, fosfatidilinositol 4 fosfato y fosfatidilinositol 4,5 difosfato -
PIP, - ) una serie de compuestos que producen un incremento el Ca** citoplasmico.

Estas sustancias que son el diacilglicerol, el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y el
-75 -



producto de fosforilacion de este ultimo, el inositol 1, 3, 4, 5 tetrafosfato (IP4), se
elevan inmediatamente después de la union de la gastrina con la molécula del
receptor (Roche y cols., 1991). El inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) obtenido difundira
desde la membrana plasmatica (donde es liberado) al reticulo endoplasmico
rugoso (RER) donde activa una bomba de Ca®>" / K™ que provoca un flujo rapido
de calcio desde el interior del RER al citoplasma, en el cual existe un receptor
intracelular para este ion, la calmodulina, responsable de la activacion de una
fosforilasa (la protein-kinasa C) que ejercera su accion sobre determinadas
proteinas que finalmente, van a ocasionar la activacion de la bomba de protones
(Mulholland, 1988). En cuanto al otro compuesto liberado de la escision de los
fosfatidil-inositoles, el diacilglicerol, utilizara procesos enzimaticos diferentes
para la liberacion del calcio intracelular (Graaf, 1990) ejerciendo posiblemente
una activacion menos intensa pero mas sostenida que la obtenida por el IP;
(figura 8).

En el caso concreto de la célula ECL, la gastrina también produce un aumento
bifasico del Ca*" intracelular. Segiin algunos estudios, la Gltima elevacion del Ca*"
intracelular es la responsable de la liberacion de histamina, aunque el mecanismo
intimo de este proceso es desconocido por el momento (Hersey y Sachs, 1995).

La comprobacion experimental de diferentes afinidades por el mismo
antagonista (YMO022) entre receptores del cerebro y de la mucosa oxintica se
atribuye, por algunos autores, a diferencias intracelulares. Méas concretamente, se
han situado estas diferencias a nivel de la proteina G, identificando mediante el
uso de toxina pertussi, tres tipos de proteina G: Gy y G, , que son sensibles a ella y

Gqque no lo es (Miyake y cols., 1994).
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En cuanto a la accion tréfica de la gastrina, parece que estimula el crecimiento
de células de cancer de estomago a través de un mecanismo que requiere el
incremento de los niveles intracelulares de calcio (Ishizuka y cols., 1992). Sin
embargo, las vias especificas de traduccion de la sefial por las que la gastrina
regula el crecimiento de células de cancer de colon puede cambiar y podria ser
importante para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en pacientes con
cancer de colon.

Ishizuka y colaboradores (1994), observaron que la gastrina-17 estimulaba la
produccion de AMPc en células de cancer de colon humanas como las L,V,,
COLO320 y HCT116 (presenta un efecto estimulador del crecimiento en las dos
primeras ¢ inhibidor en la wltima), mientras que provocaba la hidrélisis de
fosfatidil-inositol y la movilizacion del calcio intracelulares en células HT-29.
Concluyeron que la gastrina-17 parece regular el crecimiento de células de cancer
de colon humano a través de receptores ligados a vias de traduccion de la senal

que son especificas para cada tipo celular.
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Figura 8: Segundos mensajeros del receptor de gastrina.

¢) Genética del receptor de gastrina.

Se ha aislado el gen que codifica el receptor de gastrina humana (hGRg). Este
gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 11, entre las bandas p 15.5 y
15.4, aunque algunos autores lo sitian definitivamente en la 15.4 (Song y cols.,
1994; Zimonjic y cols., 1994).
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La principal importancia de este hallazgo es que, el lugar donde se encuentra
el hGRg, es asiento de los mas variados marcadores genéticos. Entre ellos se
encuentra el loci de la neoplasia endocrina multiple tipo I (MEN 1), un gen
relacionado con el tumor de Wilms y los genes que codifican algunos marcadores
tumorales recientes, como el HRASI o el IGF2. Todo esto, junto al
descubrimiento reciente de receptores CCK-B / gastrina en determinadas estirpes
de cancer de colon, pancreas o pulmén nos hace sospechar un importante, aunque
desconocido, papel de la gastrina como factor troéfico en el crecimiento tumoral.

d) Receptor de gastrina y cancer.

A principios de los afios 80 se atribuy6 a la gastrina un papel trofico en el
cancer de colon (Winsett y cols., 1982). Posteriormente, se detectaron receptores
de gastrina en lineas celulares cultivadas procedentes de cancer de estobmago, de
colon y en menor medida, duodeno y pancreas (Singh y cols., 1995). A partir de
aqui se han creado multitud de controversias en este sentido.

Respecto al cdncer de colon, Chicione y colaboradores (1989) estudiaron,
como hemos sefialado anteriormente, la presencia de receptores de gastrina en
células de cancer de colon humano y de raton, encontrando que de las diferentes
especies moleculares de estas proteinas presentes en las células de la mucosa
findica normal, s6lo se expresa una forma en células de cancer de colon, siendo
ésta mas pequefia en masa molecular (aproximadamente 33-40 kDa) y mostrando
una afinidad menor por la uniéon a CCK que a gastrina. Por otra parte, los dos
tipos de sitios de union (I y II) para gastrina/péptidos CCK descritos por Narayan
y colaboradores (1992) en células de mucosa coldnica, se han descrito también en
lineas celulares de cancer (Singh y cols., 1987 [1I]; Weinstock y Baldwin, 1988) y

células de cancer de colon humano (Upp y cols.,1989).
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Muchos estudios descritos en la literatura establecen que la gastrina estimula
el crecimiento de algunas lineas celulares de cancer de colon (Kusyk CJ y cols.,
1986; Watson y cols., 1988; Smith y Solomon, 1988; Watson y cols., 1989; Guo y
cols, 1990; Hossein y cols., 1990; Mauss y cols., 1994; Bold y cols., 1994 ). Este
fendmeno puede indicar que algunas lineas celulares tengan sitios de union
especificos para gastrina, mientras otras no (Singh y cols., 1985; Mauss y cols.,
1994). Asi, Mauss y colaboradores (1994) encontraron que la gastrina-17 I puede
estimular el crecimiento en la linea celular HT-29, que presenta sitios especificos
de unién para este compuesto, mientras que otras lineas celulares que no los
poseen no se afectaban. Asi sus antagonistas, como [.365,260, pueden ocasionar
cierto efecto beneficioso. Sin embargo, la verdadera naturaleza de la relacion
existente entre la accidn trofica de la gastrina y su posible efecto carcinogénico no
esta demasiado clara y se necesitan mas estudios para establecer un planteamiento
terapéutico correcto (Begos y Modlin, 1994). Como ya hemos senalado
anteriormente, se esta investigando en la actualidad, sobre los distintos receptores
que pueden estar implicados en este efecto trofico de gastrina, colecistoquinina y
péptidos intermedios como la gastrina glicino-terminal.

Ademas de en el cancer de colon, se han identificado receptores de gastrina en
otros tumores, como el de pdncreas (Smith y cols., 1994; Smith y cols., 1998),
pulmon (Sethi y cols., 1993; Behr y cols., 1999) y cdancer medular de tiroides
(Behr y cols., 1999).

e) Antagonistas del receptor de gastrina/CCK.

La CCK, una hormona peptidica, es un regulador de la motilidad
gastrointestinal y de la secrecion exocrina del pancreas. La CCK esta ampliamente

distribuida en el cerebro y puede funcionar como un neurotransmisor o
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neuromodulador en el sistema nervioso central (SNC). Las actividades bioldgicas
de la CCK son compartidas por el octapéptido carboxiterminal CCK-26-33 (CCK-
8), que parece ser la forma predominante de CCK en el SNC. Existe una gran
variedad de antagonistas del receptor de gastrina/CCK que se agrupan, segun su
estructura quimica, en varias categorias:

e Derivados de nucleotidos ciclicos, como el dibutiril guanosina 3’-5’ (Bt,-
cGMP).

e Secuencias parciales de la region C-terminal de CCK, como el
carbobenzoxi-CCK (Cbz-CCK-27-32).

e Derivados del 4acido glutardmico (proglumida, phenoxi-proglumida, etc.).

e Derivados del triptofano, como benzotript, carbobenzoxi-triptofano, etc.

e Derivados de fuentes microbioldgicas, como la aspercilina.

e Derivados benzodiacepinicos (Makovek y cols., 1987).

e a-Metil-(R)-triptofano dipeptoides (Schmassmann y cols., 1994).

e Ureido-acetamidas (Bertrand y cols., 1994).

e Otros antagonistas.

- PROGLUMIDA (XILAMIDA o CR 242).

El [4cido (£)-4-(benzoilamino)-5-(dipropilamino)-5-oxopentanoico] (Palmer y
Solomon, 1988), es un derivado del 4cido glutardmico que tiene un peso
molecular de 334 Kdalton y posee una estructura similar al extremo carboxi-
terminal de la gastrina (Rovati, 1969; Rovati, 1976). La proglumida es un
antagonista selectivo, aunque no demasiado potente, de los receptores de gastrina

y colecistoquinina, que ejerce su accion de forma competitiva, aunque algunos
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autores (Hahne y cols., 1980) reportan cierto comportamiento no competitivo. Su
efecto antagonico lo ejerce, no solo en la célula parietal, sino también a nivel de
las células D, ECL vy, fuera ya de la mucosa gastrica, a nivel de los acinis
pancreaticos, musculo liso (gastrico e intestinal) e incluso sobre los receptores de
gastrina localizados en las terminaciones nerviosas intramurales. La proglumida, a
la que algunos estudios atribuyen cierto efecto citoprotector gastrico (Tariq y
cols., 1987), es un farmaco seguro y libre de efectos adversos, aunque
desgraciadamente, se muestra inefectivo para inhibir tanto la secrecion basal como
la estimulada por acetilcolina e histamina (Loewe y cols., 1985).

La utilizacién de la proglumida en clinica para el tratamiento de la tlcera
péptica no ha dado buenos resultados. Més recientemente, se estd investigando su
uso como terapia coadyuvante en el tratamiento del cancer gastrico y colorrectal,
dado el comprobado efecto trofico ejercido por la gastrina en ambas neoplasias,
(Beauchamp y cols., 1985; Singh y cols.,1987 [I1]; Smith y cols., 1988; Harrison y
cols., 1990); en cualquier caso, su potencia como antagonista de estos receptores

es pequenia (Makovec y cols., 1987).

- LORGLUMIDA (CR 1409).

Los derivados del 4acido 5-(dipentilamino)-5-oxo-pentanoico son una clase de
antagonistas no peptidicos de colecistoquinina. El componente mdas potente,
varios miles de veces mas que proglumida, es la lorglumida [acido D,L-4-(3,4-
diclorobenzoilamino)-5-(dipentilamino)-5-oxo-pentanoico]. Es obtenida por
sintesis organica, y tiene una estructura molecular simple, no-peptidica y no-
nucleotidica. Tiene gran afinidad por los receptores pancreaticos (periféricos) de

CCK, siendo ésta baja por los receptores centrales. Es un antagonista competitivo,
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especifico, reversible y potente para CCK-8 en varios modelos “in vitro” e “in
vivo”; asi, actia en el musculo liso de la via biliar y el ileon de cerdos guineanos y
en la secrecion de CCK inducida por amilasa de los acini pancreaticos. En vivo,
lorglumida antagoniza la contraccion provocada por CCK-8 o caeruleina de la via
biliar de cerdos guineanos y del perro. También anula los efectos de saciedad que
provoca el CCK-8 en la rata y protege contra la pancreatitis inducida por
caeruleina y dieta. Se trata, por tanto, de una herramienta farmacoldgica eficaz
para estudiar las funciones de CCK. La forma farmacolégicamente activa es el D-
enantiomero, mientras que el L-enantidmero es practicamente inactivo, aunque
cabria esperar lo contrario al ser derivada de aminoacidos. Lo contrario ocurre con
otro antagonista muy potente de CCK, el L364,718, un derivado
benzodiacepinico en el que la forma activa es el L-enantiémero.

De gran importancia practica es el hecho de que lorglumida sea biodisponible
y farmacolégicamente activa después de su administracion oral. Esta propiedad
permite desarrollar experimentos de larga duracion sobre el efecto trofico de CCK
sobre el pancreas o tumores dependientes de CCK.

Igualmente importante es su relativamente baja toxicidad, que permite
considerar a esta sustancia como un agente terapeutico potencial cuando se
sospeche que CCK es un factor patdégeno, por ejemplo en desérdenes de la
motilidad del tracto biliar, del piloro o del colon, cuando disminuye el apetito, en
desérdenes de la secrecion exocrina del pancreas, en tumores dependientes de
CCK o que secretan CCK y en pancreatitis agudas y cronicas (Makovek y cols.,

1987).
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- BENZODIACEPINAS.

Estas sustancias son inhibidoras del receptor de gastrina y presentan una
estructura no peptidica.

a) L365,260.

La 3- (acilamino)- benzodiacepina 6 L365,260 es un derivado sintético de la
asperlicina (fermento natural del aspergillus) obtenido cuando un grupo de
investigadores experimentaba con antagonistas de la colecistoquinina (Chang y
Lotti, 1986). Se trata del siguiente compuesto: 3R(+)-N-(2,3-dihydro-1-methyl-2-
ox0-5-phenyl-1H-1,4-benzodiazepine-3-yl)-N'-(3-methyl-phenyl)-urea (Meyer y
cols., 1996). Es un antagonista del receptor CCK-B/gastrina que actia de forma
competitiva y que goza de gran potencia y afinidad. Esta sustancia presenta
ademds, cierta acciébn sobre otros receptores como los adrenérgicos,
dopaminérgicos, benzodiacepinicos e incluso por el tipo CCK-A. Por este tltimo,
exhibe una afinidad 1000 veces menor que su homdlogo, el L364,718, por lo que
ambas sustancias son la base experimental para la distincion entre los receptores
Ay B/ gastrina de la colecistoquinina (Lotti y Chang, 1989; Roche y cols., 1991
[II]).

Una de las peculiaridades del L365,260 es que presenta una excelente
absorcion al ser administrado via oral, alcanzando sus niveles maximos a los 60-
100 minutos de ingerida la dosis. El fArmaco posee una vida media de 8 a 10 horas
y parece actuar directa y exclusivamente, pues no se detectan metabolitos activos
(Murphy y cols., 1993).

El efecto del L365,260 sobre la mucosa oxintica se ha comprobado tanto en
animales de experimentacion como en humanos. Asi, estudios experimentales

realizados en conejos informan de una potente acciéon de esta sustancia tanto

-84 -



frente a las células parietales (ROCHE y cols., 1991 [I]), como sobre las células
ECL y D (Roche y cols., 1991 [II]). Posteriormente se ha comprobado en ratas,
que el L365,260 previene o disminuye la agresion de la mucosa gastrica
ocasionada por la aspirina, el etanol y la cisteamina lo que es atribuido
integramente a su efecto antisecretor ya que a diferencia de la proglumida, esta
sustancia carece de efecto citoprotector alguno (Pendley y cols., 1993).

La administracion de .365,260 en humanos supone una disminucion clara de
la secrecion acida gastrica estimulada, aunque no tiene efecto sobre la secrecion
basal lo que por otra parte, coincide con los primeros estudios (sobre ratas)
realizados por Lotti y Chang (1989). La traduccion de estas actuaciones en la
clinica no es muy esperanzadora. De hecho, la dosis méxima de este antagonista
(50 mg) es equivalente a 5 mg de famotidina lo que supone una efectividad muy
modesta (Murphy y cols., 1993).

Pero el L365,260 presenta otra posible aplicacion clinica ya que, al igual que
la proglumida, puede representar un tratamiento adyuvante para aquellas
neoplasias que expresan receptores de gastrina (GR[+]). En este sentido, existen
estudios que confirman que este farmaco detiene la proliferacion de determinadas
estirpes tumorales, sobre todo a nivel del colon (Mauss y cols., 1994).

Finalmente, y dada la reciente implicacion de la gastrina / CCK-B en el
desarrollo de determinadas neurosis, esta sustancia estd siendo utilizada en el
tratamiento de trastornos relacionados con la ansiedad y el panico.

b) L364,718 6 Devazepide 6 MK-329.

El 3S(-)-N-(2,3-dihydro-1-methyl-2-oxo0-5-phenyl-1H-1,4-benzodiazepine-3-
yl) -1H-indole-2-carboxamide ( Chany y Lotti, 1986; Meyer y cols., 1996) es

también, un derivado sintético de la asperlicina.
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La asperlicina es un producto natural aislado del hongo Aspergillus alliaceus
(Goétz y cols., 1985). Desde un punto de vista quimico, esta droga integra tres
diferentes sistemas heterociclicos: una benzodiacepina, una quinazolinona y un
anillo indol. La simplificacion de la estructura de esta compleja molécula conduce
hacia dos direcciones principales en la investigacion de antagonistas de CCK. La
primera deriva del anillo benzodiacepinico y obtenemos antagonistas del receptor
CCK-B como L365,260, y un selectivo y muy potente antagonista del receptor
CCK-A (Evans y cols., 1987) como el devazepide. La segunda direccion se basa
en la estructura con nucleo heterociclico de quinazolinona (Yu y cols., 1991), lo
que nos proporciona potentes antagonistas del receptor CCK-B (Yu y cols., 1992).

El devazepide es un antagonista de los receptores periféricos de CCK
extremadamente potente, competitivo y especifico. Chang y Lotti (1986)
demostraron que interactia de forma competitiva con los receptores de
colecistoquinina pancreaticos de la rata y que su afinidad por los receptores de
CCK tanto pancreaticos como de la via biliar excede a otros antagonistas no-
peptidicos de CCK, siendo ¢ésta similar a la de la propia hormona. “In vitro”,
estudios funcionales que utilizan CCK para provocar contracciones en colon e
ileon de cerdos guineanos, demuestran que el L364,718 actia como un
antagonista competitivo de CCK. Ademas en estos estudios se demuestra que
L.364,718 presenta una gran selectividad por receptores periféricos de CCK en
comparacion con receptores cerebrales, receptores de gastrina y otros receptores
peptidicos y no-peptidicos. “In vivo”, dosis bajas de devazepide antagonizan
marcadamente la contraccion de la via biliar en el cerdo guineano. Administrado
oralmente, tiene gran efectividad como antagonista en la inhibicion del vaciado

gastrico provocado por gastrina en ratones. Las propiedades farmacoldgicas y
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bioquimicas de esta sustancia, su biodisponibilidad oral y su larga duracion de
accion hacen de ella una poderosa herramienta para la investigacion de las
acciones fisiologicas y farmacologicas de CCK, y de su posible papel en
desordenes gastrointestinales (Chang y Lotti, 1986). Seva y cols. (1990)
encontraron que se trataba de un potente antagonista del receptor pancreatico
CCK’, con la misma afinidad que el péptido sintético CCKg. Se usa a
concentraciones micromolares.

c) YMO22.

{(R)-1-[2,3-dihydro-1-(2’-methylphenacyl)-2-oxo0-5-phenyl-1H-1,4-
benzodiazepin-3-yl]-3-(3-methylphenyl)urea} es un nuevo antagonista sintetizado
por Nishida y cols. (1994 [I]) que goza de propiedades farmacoldgicas similares al
365,260 aunque entre ambos, existen algunas diferencias de interés. La mas
importante es que el L1365,260, debido a su centro asimétrico, presenta
configuraciones S o R, mientras que el YMO022 posee uUnicamente una
configuracionR lo que al parecer, aumenta la afinidad y potencia de este ultimo ya
que segun estudios mdas recientes, el receptor de gastrina presenta una gran
preferencia estereoquimica por las formas isométricas R (Nishida y cols., 1994
[1]).

Esta benzodiacepina, ejerce sobre el receptor CCK-B / gastrina una inhibicion
de tipo competitivo, con una afinidad dos veces mayor que la del L.365,260 y, a
excepcion del CCK-A (por el que presenta una afinidad 930 veces menor que por
el B), no interaccina con otro tipo de receptores, lo que le confiere una
selectividad muy importante.

En definitiva, el YMO022 realiza un bloqueo del receptor de gastrina tanto a

nivel de la célula parietal como de la célula ECL, lo que en la practica se traduce
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en una gran inhibicidn, tanto de la secrecion acida gastrica basal como de la
estimulada por la pentagastrina (542 veces mayor que la obtenida tras la
administracion de L.365,260).

En estudios realizados en ratas, se ha demostrado que la administracion oral de
YMO022 inhibe las lesiones de la mucosa gastroduodenal inducidas de forma
experimental, con una potencia comparable a la famotidina. Este efecto lo realiza
mediante su accion antisecretora y en menor medida, a través de un efecto
citoprotector posiblemente mediado por las prostaglandinas. Una ventaja
adicional del YMO022 es que a diferencia de otras drogas antisecretoras, protege a
los pacientes sometidos a tratamientos largos, de los efectos troficos indeseables
ocasionados por una hipergastrinemia mantenida (Nishida y cols., 1994 [II]).

En cualquier caso, el papel de este farmaco en la clinica, bien sea en el
tratamiento de la ulcera péptica o en la terapia adyuvante de procesos tumorales
GR[+], estd atn por demostrar.

- DIPEPTOIDES.

Esta familia agrupa a una serie de antagonistas no peptidicos del receptor de
gastrina que contienen una molécula del grupo a-metil-(R)- triptéfano. Todos
realizan sobre este receptor una inhibicion de tipo competitivo, con una potencia
variable segtin el compuesto en cuestion (Schmassmann y cols., 1994).

Los dipeptoides constituyen un numeroso grupo de sustancias que, como las
benzodiacepinas, presentan una excelente absorcion por via oral. Entre ellas se
encuentra el CAM-1279, el PD 135-308 (o CI988), ¢l PD 135-667, ¢l PD 135-
158 (0 CAM-1028) y el mas recientemente descubierto, PD 136-450., que es
considerado por algunos autores, como el antagonista CCK-B / gastrina mas

potente de todos los conocidos hasta el momento (Blevins y cols., 1994). Estos
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compuestos gozan “in vivo” de un marcado efecto inhibidor de la secrecion acida
estimulada y en concreto el PD 135-450, ejerce su antagonismo hasta el punto de
impedir la proliferacion de células ECL en situaciones de hipergastrinemia
mantenida (Schmassmann y cols., 1994).

Sin embargo, ademas de los efectos antagonicos sobre el receptor de gastrina,
estas sustancias poseen un curioso efecto agonista CCK-A, que se traduce en una
estimulacion de la secrecién pancredtica al ser administrada via oral (Hoker y
cols., 1993; Blevins y cols., 1994; Schmassmann y cols., 1994). Pero, no acaba
aqui la vertiente agonista de los dipeptoides, ya que estudios mas recientes
demostraron que el PD 136-450, no s6lo ejerce un potente efecto inhibidor de la
secrecion acida gastrica estimulada, sino que posee ademas, una tenue accion
estimuladora de la secrecion acida basal que se realiza por un agonismo parcial
sobre los receptores CCK-B / gastrina (Schmassmann y cols., 1994).

La formula quimica del PD 135158 es 4-{[2-[[3-(1H-indol-3-yl)-2-methyl-1-
0x0-2[[[1.7.7.-trimethyl-bicyclo[2.2.2 ]hept-2-yl-
oxy|carbonyl]amino]propyl]amino]-1-phenylethyl]Jamino-4-oxo-[1S-
1a.2B[S*(S*)]4a]} butanoate N-methyl-D-glucamine; bicyclo system 1S-endo. Es
un antagonista del receptor CCK-B/gastrina, ejerciendo una accién ansiolitica en
ratas y ratones por inhibicion especifica de la uniéon de CCK al receptor cerebral
CCK-B. Muestra también cierta accion como agonista del receptor pancreatico
CCK-A en ratas (Hocker y cols., 1993).

Al igual que los anteriores antagonistas, la aplicacion clinica de los
dipeptoides en los padecimientos pépticos o cancerosos no estd aun claramente

establecida. Por otra parte, estos farmacos estan siendo utilizados dentro del
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ambito neuropsiquiatrico, concretamente en trastornos relacionados con la
ansiedad, el panico, la percepcion del dolor y la saciedad.

- UREIDOACETAMIDAS.

Se trata de una serie de inhibidores no peptidicos, que contienen los grupos
acetil-amida y ureido en su molécula. En esta familia se agrupan los antagonistas
CCK-B / gastrina de mas reciente adquisicion, entre los que destacamos tres
fundamentalmente - en orden de potencia - : RP-72540, RP-69758 y RP-71483
(Bertrand y cols., 1994).

Provocan una inhibicidon de tipo competitivo, de potencia comparable al PD
135-308 y ocasionan disminuciones apreciables de la secrecion acida géstrica
estimulada. Poseen cierto grado de afinidad por el receptor tipo A (sobre todo el
RP-69758) pero no actuan sobre ninguin otro receptor, lo que les confiere una
selectividad aceptable.

La caracteristica fundamental de las ureidoacetamidas es que, en relacion a los
anteriores, presentan una mayor afinidad para atravesar la barrera
hematoencefalica por lo que son muy utiles para distinguir funcionalmente los
receptores CCK-B “cerebrales” de los periféricos (Bertrand y cols., 1994).

- OTROS ANTAGONISTAS CCK.

Incluimos aqui a determinados compuestos, como el DBcGMP (dibutiril
guanosina 3’-5'monofosfato) y el benzotrip, que son antagonistas CCK-B/
gastrina, pero de tan escasa potencia y selectividad, que no son usados como tales.

Existe también una familia de sustancias, las difenilpirazolidinonas, a las que
se les ha atribuido efectos antagonistas frente al receptor CCK-B, pero se han

estudiado principalmente por sus efectos en el SNC (Rassmussen y cols., 1993).
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MELATONINA

1. Fisiologia v Farmacologia.

En humanos la glandula pineal se encuentra situada en el centro del cerebro,
detras del tercer ventriculo. Esta glandula contiene dos tipos de células:
pinealocitos, que predominan y producen indolaminas (sobre todo melatonina) y
péptidos (como arginina, vasotocina), y células de neuroglia. Ademas, la glandula
estd muy vascularizada.

La melatonina, 6 N-acetil-5-metoxitriptamina, fue identificada en principio en
extractos pineales bovinos por su habilidad para agregar granulos de melanina y
por abrillantar el color de la piel de la rana (Lerner y cols., 1958). En la biosintesis
de la melatonina, el triptofano es primero convertido por la triptofan hidroxilasa
en S-hidroxitriptofano, que es decarboxilado a serotonina. La sintesis de
melatonina desde serotonina es catalizada por dos enzimas (arylalkylamina N-
acetiltransferasa e hidroxindol-O-metiltransferasa) que estdn confinadas en la
glandula pineal (Axelrod y cols., 1960; Coon y cols., 1995).

La glandula pineal de los mamiferos es un transductor neuroendocrino. La
informacion fotdégena desde la retina es transmitida a la glandula pineal a través
del nucleo supraquiasmatico del hipotalamo del sistema nervioso simpatico. A la
glandula entra norepinefrina, y sale melatonina. La sintesis y liberacion de
melatonina es estimulada por la oscuridad e inhibida por la luz. Durante las horas
de luz, las células fotorreceptoras de la retina son hiperpolarizadas, lo que inhibe
la liberacion de norepinefrina. El sistema retinohipotaldmico-pineal es quiescente,
y se secreta un poco de melatonina. Con el comienzo de la oscuridad, los
fotorreceptores liberan norepinefrina, activandose el sistema, y aumentando el

numero de receptores ai- y 31- adrenérgicos. La actividad de la arylalkylamina N-
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acetiltransferasa, la enzima que regula la velocidad de sintesis de melatonina, es
incrementada, iniciando la sintesis y liberacion de melatonina.

Como la sintesis de melatonina se incrementa, la hormona entra en el torrente
sanguineo a través de difusion pasiva. En humanos, la secrecion de melatonina se
incrementa poco después del comienzo de la oscuridad, alcanza un pico en la
mitad de la noche (entre las 2 y las 4 a.m.), y gradualmente cae durante la segunda
mitad de la noche. Las concentraciones séricas de melatonina varian
considerablemente dependiendo de la edad. Los nifios menores de 3 meses
secretan muy poca melatonina. La secrecion de melatonina aumenta y se hace
circadiano en niflos mayores, y los picos nocturnos son mayores desde el primer al
tercer afio, después va disminuyendo gradualmente. En adultos jovenes normales,
el promedio diario y los picos nocturnos son 10 y 60 pg por mililitro
respectivamente.

La melatonina es rapidamente metabolizada, principalmente en el higado, por
hidroxilacion (a 6-hidroximelatonina) y después de conjugarla con acido sulftrico
o glucurdnico, es excretada en la orina. La excrecion urinaria de 6-
hidroximelatonina depende de las concentraciones séricas de melatonina. La
biodisponibilidad de la melatonina administrada oralmente es variable. Dosis
relativamente bajas (entre 1-5 mg), que estdn ahora disponibles en tiendas en
EEUU, dan lugar a concentraciones séricas que son 10 a 100 veces mayores que
los picos nocturnos habituales a la hora aproximadamente de la ingestion, seguido
de un declive en los valores basales en cuatro u ocho horas. Dosis muy bajas
(entre 0’1 a 0’3 mg) administradas durante el dia dan lugar a un pico sérico que

esta dentro del rango nocturno normal.
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No se han encontrado efectos secundarios o riesgos asociados a la ingestion de
melatonina. Los efectos fisioldgicos dosis-dependientes de la hormona, sin
embargo (por ejemplo, hipotermia, falta de suefio, disminucion de la alerta, y
posibles efectos reproductivos),no han sido ain adecuadamente evaluados en
gente que toma dosis altas por periodos prolongados de tiempo. A pesar de la
ausencia de una marcada accion endocrina, se ha observado una disminucion en
suero de la concentracion de hormona luteinizante y un incremento de
concentraciones séricas de prolactina tras la administracion de dosis

farmacoldgicas de melatonina en sujetos normales (Brzezinski, 1997).

2. Mecanismos de accion.

2.1 Receptores.

Se han identificado en mamiferos dos sitios de uniéon de la melatonina a la
membrana celular pertenecientes a grupos distintos farmacoldgicamente y
cinéticamente. MLI (alta afinidad [picomolar]) y ML2 (baja afinidad [nanomolar]
(Morgan y cols., 1994; Dubocovich, 1995). La activacion de receptores ML1 de
melatonina, que pertenece a la familia de de proteinas de uniéon guanosino
trifosfato (receptores acoplados a la proteina G) (Ebisawa y cols., 1994), resulta
de la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa en células diana. Estos
receptores estan envueltos probablemente en la regulacion de la funcion retinal,
ritmos circadianos, y reproduccion. Los receptores ML2 estan acoplados a la
estimulacion de hidrélisis fosfoinositidica, pero su distribucion no se ha
determinado atin. Con el uso de la reaccion en cadena polimerasa (PCR), se han

clonado de varios mamiferos (incluyendo humanos), dos formas de receptor de
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melatonina de alta afinidad, que han sido designadas Mel 1a y Mel 1b. El receptor
Mel la se expresa en la “pars tuberalis” y el nucleo supraquiasmatico (los
supuestos sitios de las acciones reproductiva y circadiana de la melatonina,
respectivamente). El receptor Mel 1b de Ila melatonina se expresa
fundamentalmente en la retina y, en menor extension, en el cerebro.

La melatonina también puede actuar intracelularmente. A través de la unién a
la calmodulina citosélica, la hormona puede influir directamente en la senal de
calcio al interactuar con enzimas diana como la adenilato ciclasa y
fosfodiesterasa, asi como con proteinas estructurales. Es una molécula lipofilica
que atraviesa facilmente las membranas bioldgicas y su acumulacion nuclear asi
como lugares de unidn en el nucleo fueron descritos antes del descubrimiento de
los receptores RZR/ROR (Acuiia Castroviejo y cols., 1993, 1994; Menendez-
Pelaez y Reiter 1993; Menendez-Pelaez y cols., 1993). Los receptores RZR/ROR
fueron clonados de forma independiente por dos grupos diferentes (Becker-Andre
y cols., 1993; Giguere y cols., 1994), recibiendo dos nombres: receptor Z de
retinoides (RZR) y receptor del acido retinoico relacionado con los receptores
huérfanos (ROR). Hasta ahora se conocen tres genes que codifican los subtipos
[J[ly [1 asi como cuatro variantes del subtipo alfa (Becker-Andre y cols., 1993;
Carlberg y cols., 1994, 1997; Hirose y cols., 1994; Giguere y cols., 1994). Se ha
visto que la melatonina activa especificamente los receptores RZR/ROR a
concentraciones bajas en el rango nanomolar (Becker-andre y cols., 1994;
Wiesenberg y cols., 1995; Missbach y cols., 1996), y se ha sugerido que los
receptores RZR/ROR son los receptores nucleares de la melatonina que median
funciones basicas de la hormona, especialmente las relacionadas con el control del

crecimiento y diferenciacion celulares.
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La autorradiografia y ensayos con radiorreceptor han demostrado la presencia
de receptores de melatonina en varias regiones del cerebro humano y en intestino,
ovarios, y vasos sanguineos. Los receptores neurales (por ejemplo, los presentes
en el nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo) son probablemente los que regulan
los ritmos circadianos. Los receptores de melatonina no neurales (como aquellos
localizados en la “pars tuberalis” de la pituitaria) probablemente regulen la
funciéon reproductiva, especialmente en especies que se reproducen
estacionalmente, y los receptores localizados en tejidos periféricos (por ejemplo,
arterias) pueden estar envueltos en la regulacion de la funcion cardiovascular y de
la temperatura corporal (Brzezinski, 1997).

En células tumorales en cultivo se ha descrito un posible papel biologico del
receptor MT, en la inhibicion de la proliferaciéon (Shiu y cols., 1999).

2.2 Eliminacion de radicales libres.

Tanto estudios “in vitro” (Tan y cols., 1993 [I]) como estudios “in vivo” (Tan
y cols., 1993 [II]), han demostrado que la melatonina es un potente eliminador de
radicales hidroxilo altamente toxicos y otros radicales oxidativos, lo que sugiere
que tiene acciones no mediadas por receptores (Reiter, 1995). En un estudio, la
melatonina parece ser mas efectiva que otros antioxidantes conocidos (por
ejemplo, manitol, glutation, y vitamina E) en la proteccion contra el dafio
oxidativo (Reiter, 1995). Por lo tanto, la melatonina puede proveer proteccion
contra enfermedades que causan dafios degenerativos o proliferativos por blindaje
de macromoléculas, como el ADN, frente a éstos. Sin embargo, estos efectos
antioxidantes requieren concentraciones de melatonina que son mucho mayores

que el pico nocturno que se alcanza su concentracion en suero. Asi, los efectos
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antioxidantes de melatonina en humanos probablemente tienen lugar sélo a
concentraciones farmacologicas.

2.3 Aumento de la funciéon inmune.

La melatonina puede ejercer ciertos efectos biologicos (como la inhibicién del
crecimiento tumoral y contrarrestar la inmunodepresion inducida por estrés) por
aumento de la respuesta inmune (Maestroni, 1993). Estudios en ratones han
demostrado que la melatonina estimula la produccion de Interleukina-4 en células
T-helper de la médula 6sea y de factor estimulante de colonias de granulocito-
macrofagos en células estromales (Maestroni y cols., 1994 [I]); protege, ademas,
las células de la médula 6sea de la apoptosis inducida por componentes
citotoxicos (Maestroni y cols., 1994 [II]). El supuesto efecto de la melatonina en
el sistema inmune es apoyado por el hallazgo de receptores de melatonina de alta
afinidad (K4: 0’27 nM) en linfocitos T humanos (células CD4), pero no en
linfocitos B (Gonzalez-Haba y cols., 1995).

3. Melatonina vy cancer.

Hay evidencia por estudios experimentales de que la melatonina influye en el
crecimiento espontdneo e inducido de tumores en animales. La pinealectomia
intensifica el crecimiento tumoral, y la administracion de melatonina revierte este
efecto o inhibe la tumorogénesis causada por carcindgenos (Tamarkin y cols.,
1981).

Hay algunos puntos de controversia en la relacion entre melatonina y
oncogénesis, pero la mayoria de los informes apuntan hacia una accion protectora.
Se han encontrado concentraciones bajas de melatonina en suero y una excrecion

baja de metabolitos de melatonina en orina en mujeres con canceres de mama
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receptor estrogénico positivos y en hombres con cancer de préstata (Bartsch y
cols., 1989; Bartsch y cols., 1992).

El mecanismo por el cual la melatonina puede inhibir el crecimiento tumoral
aun no es conocido. Una posibilidad es que la hormona tiene actividad
antimitotica. Concentraciones fisioldgicas y farmacologicas de melatonina inhiben
la proliferacion de lineas celulares de cancer de mama (particularmente MCF-7)
(Hill y Blask, 1988) y lineas celulares de melanoma maligno (M-6) de forma dosis
dependiente (Ying y cols., 1993). Este efecto puede ser el resultado de la
regulacion intranuclear disminuyendo la expresion de un gen o inhibiendo la
liberacion y actividad de factores estimuladores del crecimiento. La melatonina
puede también modular la actividad de varios receptores de células tumorales. Por
ejemplo, disminuye significativamente tanto la union estrogénica como la
expresion de receptores estrogénicos de forma dosis dependiente y tiempo
dependiente en células de cancer de mama MCF-7 (Molis y cols., 1994). Otra
posibilidad es que la melatonina tenga una actividad inmunomoduladora. En
estudios en animales, la melatonina intensifica la respuesta inmune mediante un
incremento en la produccion de citoquinas derivadas de las células T-helper
(Interleukina-2 e Interleukina 4) (Maestroni, 1993), y como vimos anteriormente,
en ratones la melatonina protege las células de la médula ésea de la apoptosis por
aumento de la produccion de factor estimulador de colonias por granulocitos y
macrofagos (Maestreoni y cols., 1994 [II]). Por ultimo, como potente eliminador
de radicales libres, la melatonina puede proteger contra el crecimiento tumoral por
blindaje de moléculas, especialmente ADN, frente al dafio oxidativo (Reiter,
1995). Sin embargo, los efectos antioxidantes de la melatonina tienen lugar sé6lo a

concentraciones muy altas.
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Los efectos de la melatonina han sido estudiados en algunos pacientes con
cancer, sobre todo en sujetos con enfermedad avanzada. En estos estudios, la
melatonina fue administrada generalmente en altas dosis (20 a 40 mg por dia
oralmente) en combinacidn con radioterapia y quimioterapia. En un estudio de 30
pacientes con glioblastomas, los 16 pacientes tratados con melatonina y
radioterapia vivieron mas tiempo que los 14 pacientes tratados con radiacion sélo
(Lissoni y cols., 1996). En otro estudio por los mismos investigadores, la adicion
de melatonina al tratamiento con tamoxifeno en 14 mujeres con metastasis de
cancer de mama parecid enlentecer la progresion de la enfermedad (Lissoni y
cols., 1995). En un estudio de 40 pacientes con melanoma maligno avanzado
tratado con altas dosis de melatonina (superiores a 700 mg por dia), 6 tuvieron
descensos transitorios en el tamafio de la masa tumoral (Gonzalez y cols., 1991).
Se pretende que la adicion de melatonina a la quimioterapia o radioterapia atenua
el dafio de las célula sanguineas y ademas, hace el tratamiento mas tolerable
(Lissoni y cols., 1994). Todos estos resultados preliminares deben ser

confirmados en grupos mayores y por periodos mas largos de tiempo.

APOPTOSIS

En los ultimos afios, el interés por la apoptosis se ha desarrollado
extraordinariamente. Este proceso fisioldgico parece jugar un papel fundamental
en la historia natural de la practica totalidad de las células del organismo y, por
ende, en el funcionamiento de todos los 6rganos y sistemas. Diversos estudios han
puesto de manifiesto que las alteraciones de la apoptosis pueden explicar
mecanismos patogénicos de gran trascendencia en numerosas enfermedades, no

solo en modelos experimentales, sino también en patologia humana. Ya que se
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trata de un proceso de reciente descripcion, las expectativas futuras son enormes,
tanto en el campo de la comprension de la etiopatogenia como en el de la
terapéutica de numerosas enfermedades de muy distinta indole.

1. Concepto de apoptosis.

Ya en 1858, Virchow introduce el concepto de muerte celular como un
proceso desencadenado por una lesion o dafo. En la actualidad se distingue dos
tipos diferentes de muerte celular, uno conocido con el nombre de necrosis (que
coincidiria con el concepto introducido por Vichow) y otro, denominado muerte
celular programada.

El hecho de que la muerte celular pueda ocurrir como un proceso normal
en animales sanos y que estos procesos jueguen un papel fundamental durante el
desarrollo embrionario se puso de evdencia hace mas de 40 afos (Gliicksmann,
1951).

Durante el desarrollo embrionario (Saunders, 1966; Pierce y cols., 1989) y
la metamorfosis en insectos y anfibios (Kerr y cols., 1974) un gran numero de
células siguen procesos de muerte celular programada.

La muerte celular programada tiene lugar durante el proceso de
homeostasis en tejidos adultos sanos y organos de mamiferos en condiciones
normales; entre estos caben destacar los centros germinales linfoides, el cortex
timico, el higado (Kerr y cols., 1972), el cortex adrenal (Wyllie y cols., 1973) y la
prostata (Kerr y Searle, 1973). Ademas, en aquellos tejidos sometidos a
regulacion endocrina, un descenso de los niveles hormonales en sangre provoca
un aumento en el numero de células que sufren este tipo de muerte (Kyprianou y

cols., 1988).
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En 1971, Kerr denomina a este tipo de muerte celular "necrosis por

n

contraccion " (shrinkage necrosis) para distinguirla de la necrosis, aunque mas
tarde, en 1972 Kerr y colaboradores introducen el término apoptosis para definir
las caracteristicas morfoldgicas que presenta el proceso de muerte celular
programada.

Aunque la apoptosis se conoce desde hace relativamente poco tiempo,
parece que constituye la forma mas frecuente de muerte de células en los
organismos vivos. La diferencia entre este proceso y la necrosis no es soélo
bioquimica y morfologica, sino también conceptual (Tabla IV). En la necrosis, la
célula muere por el efecto nocivo directo de un agente externo quimico (por
ejemplo, anoxia, alteraciones del equilibrio hidroelectrolitico del medio, etc.) o
fisico (hipertermia intensa, etc.), que ocasiona una alteracion en su homeostasis y
la ruptura de la membrana celular. Por el contrario, en la apoptosis la célula muere
a consecuencia de una orden que parte de si misma; asi, si en la necrosis
podriamos decir que la célula muere "asesinada", en la apoptosis se "suicida". La
necrosis es siempre un proceso imprevisto e indeseable para la célula y el sistema
donde se halla y provoca una reaccion inflamatoria. En cambio, cuando una célula
muere por apoptosis lo hace porque, al menos en principio, este acto supondra un
beneficio para el correcto desarrollo y funcionamiento del érgano y del sistema
donde se encuentra. La apoptosis es, por ejemplo, responsable del turn-over
(recambio) celular que experimentan células como los neutrofilos o las células
embrionarias y de la eliminacion de células potencialmente nocivas como las
células T que reaccionan contra antigenos propios. El concepto de "muerte celular
programada" resulta evidente en el caso de los neutrofilos u otras células de vida

media corta, en las que la apoptosis se produce en la célula en un tiempo mas o
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menos predecible. De hecho, el término apoptosis procede de la palabra griega
que significa "caida de las hojas de los arboles" o " de los pétalos de las flores".
Sin embargo, la apoptosis no es, ni mucho menos, un fendmeno fijo e
inmutable como podria indicar el calificativo "programada", y por este motivo
actualmente se tiende a abandonar esta expresion. Ademas de las importantes
variaciones entre distintas estirpes celulares, el que una célula entre o no en
apoptosis depende de numerosos factores, extracelulares e intracelulares, algunos
de ellos con efecto estimulador y otros con efecto inhibidor sobre la apoptosis

(Vivancos y cols., 1995).

NECROSIS APOPTOSIS

Causa Agente letal directo Orden intracelular

Membrana celular

Rota prematuramente

Preservada, bullosa

Citoplasma Hinchado Contraido

Nucleo Cariolisis o picnosis Picnosis

Rotura del ADN Aleatoria e irregular Fragmentos regulares
Organulos Dafiados Indemnes
Inflamacion Si No

Tabla 1V: Principales diferencias entre necrosis y apoptosis.

2. Cambios morfologicos durante la apoptosis.

La apoptosis afecta principalmente a células aisladas y no a un conjunto de
células situadas en el mismo area de un tejido, como ocurre en el caso de la
necrosis. En 1980 Wyllie y cols. describen la secuencia de caracteristicas

morfoldgicas que se producen durante el proceso de apoptosis. Estas pueden
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ordenarse en el tiempo y clasificarse en cambios nucleares y cambios
citoplasmicos.

2.1 Cambios morfoldgicos nucleares.

En una fase temprana del proceso, la cromatina se dispone en masas
granulares compactas alrededor de la envoltura nuclear. El contorno nuclear se
hace irregular y el volumen disminuye (picnosis nuclear). En un estado mas
avanzado, llega a ser dificilmente identificable y comienzan a aparecer fragmentos
nucleares. El nucleolo aparece con un tamafio mucho mayor de lo habitual y en
algunas ocasiones pueden apreciarse finos granulos, situados en el centro del
nucleo de origen desconocido. A pesar de las transformaciones citadas, siguen
apreciandose poros nucleares. Finalmente, el niicleo acaba rompiéndose en un
nimero variable de fragmentos, algunos de ellos rodeados de la membrana
nuclear y otros en los que no se observa ésta (figura 9).

2.2 Cambios morfolégicos citoplasmicos.

Al mismo tiempo que se producen estos cambios nucleares, en el citoplasma
tienen lugar otro conjunto de modificaciones. El citoplasma normalmente
comienza a condensarse; los microvilli, si existiesen, desaparecen y la superficie
celular emite una seri de protuberancias. En los tejidos epiteliales las estructuras
desmosoOmicas se desestructuran. La contraccion celular progresiva se traduce en
una concentracion de los organulos en el interior del citosol, aunque estos
mantienen su estructura intacta.

En ningln caso se rompe la membrana plasmatica de la célula, lo cual implica
que no existe una alteracion muy intensa de los equilibrios osméticos e ionicos de
la misma. Esta, es una de las caracteriticas que distingue el proceso de apoptosis

de una muerte accidental como la necrosis, ya que en este caso, la alteracion de la
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membrana plasmatica de las células y los desequilibrios osmoticos consecuentes
se traducen finalmente en un aumento de volumen de la célula, hecho que marca
claramente las diferencias morfologicas con el proceso de apoptosis hasta ahora
descrito.

Al microscopio Optico, todas estas caracteristicas se traducen en una intensa
basofilia celular que permite distinguir facilmente qué células mueren por
apoptosis en un tejido empleando colorantes baséfilos como el azul de toluidina o

el azul de metileno.
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Figura 9: Proceso de muerte celular por apoptosis.

Finalmente, las protuberancias superficiales se separan de la célula
arrastrando parte del citosol y de los organulos; formando unas estructuras
esféricas llamadas cuerpos apoptéticos, que pueden llevar o no algun fragmento
nuclear; la membrana siempre queda indemne, lo que explica la ausencia de
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inflamacién acompanante. Estos cuerpos aparecen dispersos por el tejido y
normalmente son liberados a los lumenes mas cercanos, en el caso de las
glandulas exocrinas por ejemplo, o fagocitados por macréfagos o neutrédfilos, o
bien por células vecinas.

3. Bioquimica del proceso de muerte celular programada.

En 1980, Wyllie demostr6 que la muerte celular que se producia en los
timocitos in vitro, cuando incubaban con glucocorticoides tenia las caracteristicas
morfoldgicas de la apoptosis. Demostré ademas, por electroforesis en geles de
agarosa, que la cromatina de estas células estaba fragmentada y seguia un patron
de fragmentacion que resulto ser de 180 pares de bases y multiplos sucesivos. Este
patrén, a modo de escalera, ya habia sido descrito anteriormente por Williamson
(1970), como debido a la accion de una endonucleasa endégena que se encontrd
en algunas células, especialmente en hepatocitos. Esta endonucleasa puede
activarse en nicleos aislados incubados en presencia de Ca** y Mg**. Mas tarde,
Cohen y Duke (1984), demostraron su existencia en niicleos aislados de timocitos,
observando ademas que este patron de fragmentacion de la cromatina se producia
cuando los nucleos se incubaban con dexametasona y corticosterona.
Posteriormente, se observd también que esta endonucleasa era inhibida por otro
ion divalente, el Zn?*. No obstante, en algunos tipos celulares que tienen todas las
caracteristicas de muerte por apoptosis, incluyendo los cambios morfoldgicos
nucleares descritos anteriormente no se observd una fragmentacion
internucleosomal del ADN. En estos casos se observo algun tipo de alteracion en
el ADN, por ejemplo alto grado de dafio en una de las dos cadenas de la doble
hélice del ADN, sin apenas observarse rupturas en ambas cadenas. No hay un

consenso sobre el papel que juega en ultimo término la fragmentacion del ADN,
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aunque si parece claro que las incubaciones con acido aurin-tricarboxilico, un
inhibidor de las nucleasas, inhibe todos los tipos de apoptosis conocidos; éste es
también un inhibidor de otros muchos procesos intracelulares que en ultimo
término podrian ser los responsables directos (Cohen, 1993 [I]).

Otra de las caracteristicas bioquimicas importantes de la muerte celular
programada es la necesidad de sintesis proteica y de ARN de novo. Incubaciones
con actinomicina D (inhibidor de la sintesis de ARN) y cicloheximida (inhibidor
de la sintesis de proteinas) previenen la apoptosis de timocitos en presencia de
glucocorticoides (Cohen y Duke, 1984).

La maquinaria genética implicada en la apoptosis no esta completamente
aclarada. No obstante, hay muchos genes que han sido relacionados claramente
con este proceso y que pueden ser marcadores bioquimicos a emplear en la
apoptosis. Se pueden distinguir por un lado genes cuya modulacion afecta
inhibiendo o desencadenado el proceso de apoptosis como por ejemplo el
protooncogen c-myc que juega un papel regulador tanto en la muerte como en la
proliferacion celular. Fibroblastos que sobreexpresan c-myc sufren en ausencia de
suero apoptosis y en hibridomas de células T el empleo de sondas antisentido
contra c-myc puede inhibir el proceso de muerte celular desencadenado por
reacciéon cruzada con antigenos especificos (Cohen, 1993). Otro gen cuya
modificacion afecta a los procesos de apoptosis es el gen Fas, cuya proteina es
semejante al APO-1 de la superficie de las células humanas. Este gen codifica
para una proteina de membrana, semejante a los receptores para el factor de
necrosis tumoral (TNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), que cuando
reacciona via anticuerpos especificos puede desencadenar el proceso de apoptosis.

Ademas ratones Ipr deficientes en Fas tienen una acumulacion exagerada de
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células linfoides debida en ultimo término a un menor grado de muerte celular
(Watanabe-Fukunaga y cols., 1992).

Uno de los genes relacionados con la apoptosis que merece la pena destacar es
el gen supresor de tumores p53. Este inhibe la proliferacion celular y promueve la
diferenciacion en distintos tipos celulares (Levine y cols., 1991). En algunas
lineas celulares, diferenciacion significa muerte, siendo el p53 capaz de causar
apoptosis en lineas mieloides o epiteliales. Fundamentalmente lo que se puede
destacar del p53 es que es capaz de detener el ciclo celular en G1 cuando existe
algin dafio en el material genético de la célula, dirigiendo a aquellas células que
tratan de oponerse a esta parada hacia un programa de suicidio (Lane, 1992). Su
capacidad para detener el ciclo celular permite la reparacion del material genético
de las células si fuese necesario antes de la replicacion y si el dafo no fuese
reparable, da tiempo a la célula para desencadenar la apoptosis, lo cual impediria
la promocion del dano a las células hijas. Un error en la funcién del p53 puede
desencadenar un proceso tumoral (Hollstein y cols., 1991).

También cabe destacar la funcion de la familia del gen bcl-2, el cual se
considera un gen claramente antiapoptdtico. Este gen es, hasta el momento, el
unico capaz de bloquear el proceso de apoptosis desencadenado ‘por diferentes
factores (Korsmeyer, 1992). El bcl-2 es un gen que se encuentra sobreexpresado
en algunos tipos de procesos proliferativos malignos (Finke y cols., 1992); su
nombre viene de "B-cell leukemia" y se le asigna por haber sido descubierto en el
punto de traslocacion t(14;18) (q32;921) en leucemias de células B humanas. Este
gen codifica para una proteina localizada en la membrana interna mitocondrial,
membrana del reticulo endoplasmico y membrana nuclear (Hockenbery y cols.,

1990; Jacobson y cols., 1993) y que se distribuye frecuentemente en aquellos
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tejidos que sufren de forma habitual procesos de apoptosis (Hockenbery y cols.,
1991). La funcién del bcl-2 como inhibidor de la muerte celular programada se
demostrd en diferentes modelos experimentales, poniéndose ademas de manifiesto
tanto a nivel morfologico como bioquimico (Korsmeyer, 1992). La cadena de
procesos bioquimicos intracelulares en los cuales se encuentra implicada esta
proteina no esté totalmente aclarada, ni delimitada. En la actualidad, se asume que
juega un papel inhibidor de la apoptosis a través de una ruta antioxidante.
Hockenbery y colaboradores (1993), proponen un modelo en el cual el bcl-2 a
través de interacciones proteina-proteina con algunos enzimas antioxidantes, tras
la generacion de O,- en la célula y su conversion en perdxidos, podria focalizar y
regular una ruta antioxidante en los sitios de generacion de radicales libres como
puede ser la mitocondria.

Por otro lado, existen genes que se expresan en células que se mueren por
apoptosis, aunque no se conoce con detalle su funcién en el proceso. En primer
lugar esta el TRPM-2 o SGP-2, que se expresa en numerosos tejidos y en especial
en el tracto urogenital durante el proceso de muerte celular (Buttyan y cols.,
1989); y en segundo lugar estan el RP-2 y el RP-8 en timocitos, tejidos linfoides
y durante la morfogénesis en el sistema nervioso central, que también aumentan
su expresion durante la apoptosis o muerte celular programada (Owens y Cohen,
1992).

En la actualidad, el control molecular de los procesos de muerte celular
programada no se conoce con detalle, aunque goza de una importancia crucial. Un
desajuste de la maquinaria de control de este proceso parece tener consecuencias
patolégicas muy serias, incluyendo enfermedades autoinmunes, degenerativas o

incluso generando la apariciéon de canceres (Williams, 1991; Thompson 1995).
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Por otro lado son extremadamente interesantes las posibilidades terapéuticas que
podria proporcionar un conocimiento exahustivo de los procesos moleculares que
controlan la muerte celular programada (Cohen, 1992).

4. Agentes que pueden causar muerte celular programada.

Habitualmente la sefial desencadente de la muerte celular programada
proviene del ambiente que rodea a las células, como puede ser la deprivacion de
factores de crecimiento y hormonas, la aparicion o desaparicion de citoquinas e
incluso cambios en las interrelaciones con las células vecinas. En otros casos la
célula puede tener un reloj autébnomo interno que controla este programa. Las
sefales que inducen apoptosis son muy variadas, y algunas veces éstas pueden
inducir proliferacion o diferenciacion celular. Por esto, la decision final entre
muerte celular o proliferacion y diferenciacion depende del contexto intracelular
en el que se traduce la sefial, como el tipo celular y sus caracteristicas de
expresion genética, el estado de maduracion y el desarrollo o la fase del ciclo
celular en la que se encuentre (Williams y Smith, 1993).

Aunque los desencadenantes sean diferentes, los tipos celulares sean
diferentes y la transduccion de la sefial sea diferente, el mecanismo final y las
caracteristicas basicas convergen en algin punto en comun (Cohen, 1993 [II]).

Numerosos estudios se han centrado en inducir muerte celular programada
para tratar de dilucidar el programa intracelular que dirige este proceso. Estos
experimentos incluyen tratamientos con diversos agentes quimicos, eliminacion
de factores de crecimiento y exposicioén a condiciones adversas como isquemia o
radiacion. La mayor parte de los inductores de muerte celular programada pueden
ser divididos en una serie de categorias teniendo en cuenta la localizacion

subcelular que tienen como diana (Wertz y Hanley, 1996).
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4.1 Agentes que afectan a la superficie celular.

a) Ligandos para receptores especificos: El TNF es quizas el ejemplo tipico de

mediador responsable de la muerte celular que se asocia a procesos autoinmunes,
antitumorales y de inflamacion. Clasicamente se pens6 que la interaccion TNF
con su receptor de superficie (TNFR) estaban asociados a una muerte necroética,
pero hoy en dia se sabe que se trata, en su mayor parte, de procesos de muerte
celular con las caracteristicas bioquimicas y morfologicas de la apoptosis. La
muerte celular inducida por TNF necesita de la presencia de un tipo de proteasas
denominadas enzimas convertidores de interleuquina 1 (ICE) (Steller, 1995).
Algunos ejemplos mas de interaccion con un receptor de superficie lo
protagonizaron las excitotoxinas neuronales. Algunas neuronas, en particular las
del sistema nervioso central, son sensibles a estimulos que no afectan a otras
células, en especial la hiperestimulacion del receptor de glutamato por 4cido
glutdmico o algunos analogos de éste pueden inducir necrosis neuronal y en
algunos caso muerte neuronal programada (G6tz y cols., 1994). El mecanismo por
el cual actiian no est4 totalmente dilucidado, pero se ha sugerido la participacion
del Ca® intracelular (Orrenius y Nicotera, 1994) e, incluso, el desacoplamiento

del metabolismo del glutation (Verity, 1994).

b) Agentes farmacolégicos que afectan al flujo de solutos a través de las
membranas: La modificacion del transporte de iones y solutos a través de la
membrana plasmatica puede inducir muerte celular programada, siendo un
ejemplo los iondforos de Ca®* como A23187 (Martin y cols., 1994). La
desregulacion de la homeostasis del calcio es un hecho comun en muchos tipos
celulares y en muchos tipos de muerte celular programada. Inhibidores del

transporte Na’’/H' también inducen apoptosis en lineas celulares
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hematopoyéticas, en algunos casos estos efectos se han relacionado con las
variaciones intracelulares de pH (Caceres-Cortés, 1994).
4.2 Agentes que afectan al citoplasma, al citoesqueleto y los organulos

celulares:

a) Oxidantes intracelulares.

La menadiona, responsable de la transformacion de oxigeno molecular a
radical superoxido, puede inducir muerte celular programada en células FL5.12 y
en células T 2B4. Los dafios celulares tan variados que pueden provocar las
sustancias que generan estrés oxidativo sugieren que su papel en la muerte celular
programada puede ser definitivo en todos los tipos celulares (Hockenberry, 1995).

b) Quelantes de metales.

Los quelantes de Zn** como el TPEN (N,N,N'N' tetraquis [2-piridil-metil]
etilenediamina) inducen apoptosis en timocitos. Los mecanismos propuestos hasta
ahora para explicarlo incluyen el hecho de que el Zn** es un inhibidor de la
endonucleasa que participa en la fragmentacion del ADN caracteristica de la
apoptosis, que existen algunos enzimas implicados en la apoptosis que emplean el
zinc como cofactor y por Gltimo que el Zn** es un antioxidante (Jiang y cols.,
1995).

¢) Moduladores de la fosforilacién.

El 4cido okadaico es un promotor de tumores que inhibe las fosfatasas PP-1y
PP-2% Este acido provoca un incremento de la fosforilacion de proteinas y puede
desencadenar muerte celular en numerosos tipos celulares como por ejemplo en
células HL-60 o U937 (Ishida y cols., 1992). Otro ejemplo es la inhibicion de la
fosforilacion por estaurosporina. La estaurosporina es un inhibidor de seorin /

treonin quinasas. Esta induce apoptosis en muchos tipos celulares, proponiéndose
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un mecanismo en el que actuaria bloqueando las sefiales intracelulares
desencadenadas por factores de supervivencia (Jacobson y cols., 1993).

d) Moduladores de la transduccidn de sefiales.

El AMP ciclico es el segundo mensajero de muchas de las cascadas de
transduccion de sefiales intracelular. El tratamiento con andlogos del AMPc como
el 8-bromo-AMPc provoca un aumento de los niveles intracelulares de AMP que
puede inducir apoptosis. En algunos tipos celulares, niveles moderados de AMPc
pueden provocar diferenciacién, mientras que el tratamiento con altas
concentraciones promueve la muerte celular (Aharoni y cols., 1995). Por otro
lado, agentes como la flutamida que inhibe la interaccion entre hormona y
receptor de androgenos en la préstata, puede desencadenar muerte celular en
células dependientes de andrégenos (Furuya y cols., 1994).

Todos los esfingolipidos tienen ceramidas como componente hidrofobico. El
TNF act@ia a través de ceramidas y estos segundos mensajeros son también
capaces de inducir fragmentacion del ADN y cambios morfoldgicos de apoptosis,
posiblemente a través de una cascada de fosforilacion via protein-quinasas (Ji y
cols., 1995). Por ultimo, hay que mencionar el hecho de que el 6xido nitrico es
también un importante inductor de la apoptosis. El mecanismo por el cual éste
desencadena la apoptosis es desconocido, pero se especuld que podria amplificar
la transcripcion génica inducida por Ca** en células neuronales (Messmer y cols.,
1995).

4.3 Agentes que afectan al citoesqueleto.

El taxol es un quimioterdpico que afecta a la polimerizacién de tubulina
inhibiendo el ciclo celular. Recientemente se ha demostrado que el taxol es capaz

de inducir muerte celular programada (Liu y cols., 1994). Por otro lado las
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citocalasinas, metabolitos que se unen a la actina siendo capaces de inhibir su
polimerizacion, son también capaces de inducir muerte celular en lineas celulares

de linfoma (Kolber y cols., 1990).

4.4 Agentes que afectan al nucleo.

a) Inhibidores de la sintesis de proteinas.

La actinomicina D es un inhibidor de la sintesis de ARN. La transcripcion es
un fendmeno necesario para el desarrollo de la muerte celular programada en
muchos tipos celulares, no obstante los tratamientos con actinomicina D también
pueden producir muerte celular en algunos casos. Esto puede ser explicado como
el resultado del descenso de proteinas esenciales o de la inhibicion de la sintesis
de proteinas que normalmente detienen la activacion espontanea de la apoptosis
(Martin y cols., 1994).

b) Agentes que danan el ADN.

Los agentes quimioterapéuticos como el 5-fluorouracilo y el etopdsido son
inhibidores de la timidilato sintetasa y de la ADN topoisomerasa II
respectivamente. En ambos casos se produce una reduccion de la capacidad para
la sintesis de ADN vy su reparacion. Esto provoca un dano del ADN que en la
mayor parte de los casos desemboca en un proceso de muerte celular programada
(Tew y cols., 1993).

c) Moduladores de la expresion genética.

Los glucocorticoides fueron los primeros agentes que se demostré que
inducian muerte celular con caracteristicas de apoptosis en timocitos. Los
glucocorticoides actiian via receptor nuclear desencadenando una modificacion de

la expresion génica. Hasta el momento se desconoce si estos actian induciendo la
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sintesis de proteinas que desencadenan la muerte celular o bien inhibiendo la
sintesis de proteinas que inhiben la misma (Hickman,1992).

5. Alteraciones de la apoptosis en patologia humana.

Sin lugar a dudas, el mayor interés del estudio de la apoptosis radica en la
busqueda de explicaciones sobre la etiopatogenia de numerosas enfermedades y
en su posible repercusion sobre la terapéutica. Si la apoptosis es un mecanismo
por el cual las células se suicidan por el bien de la colectividad, cabe suponer que
cualquier alteracion, sea por defecto o por exceso, puede producir un
desequilibrio, por excesiva muerte o proliferacion de un determinado tipo celular,
que conduzca a un determinado tipo patoldgico. A pesar de hallarse todavia en
fases precoces, las investigaciones realizadas hasta la fecha ya han empezado a
dar sus frutos y hay varias enfermedades en las que existen evidencias o al menos

sopechas de una participacion decisiva de estos mecanismos (Tabla V).
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Enfermedades neoplasicas y paraneoplasica
Tumores solidos
Linfoma de células B
Otros sindromes linfoproliferativos y mieloproliferativos
Hipertrofia prostatica
Focos hepaticos preneoplésicos
Resistencia a la quimioterapia
Enfermedades autoinmunes
Lupus eritematoso sistémico
Sindrome de Sjogren
Glomerulonefritis
Diabetes tipo I
Enfermedades infecciosas
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Infecciones viricas
Disenteria por Shigella
Enfermedades neurologicas
Accidentes isquémico cerebrales
Enfermedad de Alzheimer
Esclerosis multiple
Ataxia-telangiectasia
Enfermedades por priones
Enfermedades cardiacas
Cardiopatia isquémica
Miocardiopatia por citostaticos
Miscelanea
Enfermedad inflamatoria intestinal
Poliquistosis renal
Diarrea por radiaciones y Virus de la Inmunodeficiencia Humana

Tabla V: Enfermedades en cuya patogenia se han implicado hasta el momento

alteraciones de la apoptosis.

Dado el tema de nuesto estudio, interesa fundamentalmente la implicacién de
este mecanismo en el cancer.
El mantenimiento del nimero normal de un tipo celular requiere un balance

entre el nivel de division y de muerte celular. El crecimiento incontrolado en las
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neoplasias puede explicarse, pues, por una excesiva proliferaciéon, por una
reducida muerte celular o por ambas.

Los principales hallazgos a este respecto son los que se han obtenido del
estudio de algunos genes implicados en la apoptosis. De hecho, los genes que, de
forma fisiologica, bloquean la apoptosis y , por tanto, favorecen la proliferacion,
como el bcl-2, entran el la categoria de protoongenes, mientras que los que la
estimulan, como el p53, se denominan antioncogenes. Cuando un protooncogén se
expresa excesivamente o un antioncogén defectuosamente, en general a causa de
mutaciones, se transforman en oncogenes. Desde este punto de vista se pueden
distinguir tres tipos de oncogenes: tipo I, los que estimulan la proliferacion; tipo
I11, los que inhiben la apoptosis; y tipo II, los de mecanismo mixto.

El antioncogen p53 posee una potente capacidad para frenar la division celular
y activar la apoptosis. Este efecto desaparece cuando sufre una mutacion que lo
hace ineficaz. Estos mutantes de p53 han sido identificados en numerosos tumores
humanos y animales, que de esta forma pueden considerarse como auténticos
oncogenes de tipo III. Por ejemplo, el conocido poder carcinogenético de la
aflatoxina B1 en el hepatoma reside precisamente en su capacidad para originar
mutaciones en el gen p33.

El gen rb, inhibidor de la division celular, puede también sufrir una mutacion
que lo convierta en oncogén de tipo I, como de hecho sucede en el retinoblastoma.

Por el contrario, el protooncogen bcl-2 tiene un intenso efecto inhibidor de la
apoptosis. De esta manera, la excesiva expresion de la proteina por €l codificada
se traduce por una tendencia a la proliferacién descontrolada, como se observa en
muchos casos de linfomas de células B, sobre todo de tipo folicular; esta

sobreproduccién de bel-2 se debe a una traslocacion, en concreto t(14;18), que se
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encuentra de forma caracteristica en determinados procesos linfoproliferativos. En
ocasiones, esta sobreproduccion de bcl-2 se asocia a otra de Myc; en este caso
Myc actua estimulando la proliferacion, pues bcl-2 bloquea el efecto apoptdtico
de Myc. Los linfomas con esta doble presencia de oncogenes muestran una gran
agresividad. Finalmente, bc/-2 se halla sobreexpresado en algunos casos de otras
neoplasias hematologicas, como linfomas inmunoblasticos, mielomas y leucemias
cronicas, en estos casos no acompanados de traslocacion.

De gran interés en cancerologia, por su implicacién en numerosos tumores
solidos y hematoldgicos, es la familia del protooncogen ras.Su expresion, que
ocasiona division celular, s6lo se produce ante estimulaciéon por factores de
crecimiento. Sin embargo, las formas mutantes de estos genes son capaces de ser
activadas auténomamente, aun en ausencia de dichos estimulos, originando
proliferacién descontrolada y por tanto neoplasias (Vivancos y cols., 1995).

Para Meterissian (1997), es especialmente importante el aspecto de la
progresion tumoral de los adenocarcinomas gastricos y sobre todo colorrectales, y
su relaciéon con el nimero de apoptosis en las células tumorales, cuya
determinacion por métodos, ya al alcance de laboratorios clinicos, puede incluso
servir para la clasificacion y el seguimiento clinico pos quirirgico de estos
tumores en un futuro inmediato. En este aspecto de la progresion tumoral es
también conveniente considerar que uno de los mecanismos implicados en la
apoptosis de las células neoplésicas son las células citotoxicas del sistema
inmunoloégico, como las células "natural-killer" (NK), las "killer" (K) o algunas de
las células T citotoxicas. Pero quiza, por su aplicacion clinica, resulta todavia mas
interesante el aspecto de que tanto la quimio como la radioterapia pueden tener su

maxima eficacia antineoplasica en la capacidad que tengan de producir apoptosis
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en las células neoplasicas y no en el resto de las células neoplasicas del
organismo; sin embargo, tanto las acciones de la quimioterapia como de la
radioterapia son estimuladas o inhibidas por una serie de oncogenes presentes o
ausentes en las células neoplasicas, como ya hemos visto. Por otra parte, es muy
interesante la posibilidad de que un pH 4cido en el interior de la célula pueda
desencadenar la apoptosis, lo que pondria de manifiesto la importancia de un
mecanismo acido-basico intracelular que generaria la energia necesaria para que
se produjera el suicidio celular y justificaria que diversas sustancias (como
levastatin, edelfosina, etc.) ejercieran su efecto antineoplédsico a través de una
inhibicion del mecanismo de membrana antiportador Na*/H™ que da lugar a la
acidificacion de la célula (Harguindey y cols., 1997). Asi pues, estos aspectos de
la apoptosis, en el campo de la oncologia, ponen de manifiesto para el cirujano
clinico la importancia de este mecanismo como un marcador pronostico y, sobre
todo, para prever las posibilidades de ¢éxito de una determinada quimio o
radioterapia en cada caso (Meterissian, 1997; Harguindey y cols., 1997). De
acuerdo con Meterissian (1997), dentro de pocos afios, cuando se quiera conocer
la agresividad de un tumor, nos preguntaremos no sélo por el porcentaje de

células que se hallan en fase S sino también el grado de apoptosis que presentan.
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III. MATERIAL Y METODOS.

CULTIVOS CELULARES

1. Linea celular HT-29.

Esta linea celular procede de un adenocarcinoma de colon humano grado II de

una mujer blanca de 44 afos.

Se ha obtenido a través del Centro de Instrumentacion Cientifica de la
Universidad de Granada, suministrada por la European Collection of Cell Cultures

(ECACC), ECACC numero: 91072201.

Las células HT-29 tienen morfologia epitelial y crecen adheridas en
monocapa. Su cariotipo es 2n=46, hipertriploide; se caracterizan por ser
productoras de antigeno carcinoembrionario (CEA) y de inmunoglobulina A

(IgA) (Fough y Trempe, 1975).

2. Material.
- Frascos de poliestireno tratado con colageno tipo I para cultivo de células
anclaje dependientes. Los tamafios empleados son de 25 cm” y 75 cm” Falcon,

Becton Dickinson.
- Medio de cultivo RPMI 1640 (R-7509, Sigma Quimica, Espafia).

- L-glutamina 200 mM, solucién tampdon Hepes 1M, suero bovino fetal y

anfotericina B 250 pg/ml. (Sigma Quimica, Espafia).

- Penicilina (Penilevel) 100.000 UI/l, gentamicina Gobens 50 mg/I.
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- Tripsina/EDTA (10X) con 5g de tripsina porcina y 2g de EDTA (Sigma

Quimica, Espafia).

- Solucién tampon salina fosfatada Dubelcco, sin cloruro calcico ni magnésico

(D-5652, Sigma Quimica, Espaiia).
- Camara de flujo laminar para trabajar en condiciones de esterilidad.
- Camara hemocitométrica.
- Microscopio optico.
- Estufa con control de temperatura, humedad y concentracion de CO,.
- Pipetas y puntas para pipetas (Biolink).

- Frascos esterilizables para preparar las disoluciones, el medio y el tampdn de

lavado.

3. Procedimiento para trabajar con células congeladas tras su recepcion.

Una vez recibida la muestra de células, si no se va a descongelar
inmediatamente, se mantiene en nitrégeno liquido. Para descongelar las células se

procede del siguiente modo:

1.- Se debe trabajar con cuidado porque ocasionalmente la ampolla que

contiene las células puede explotar al someterla al calor.

2.- Poner la ampolla a temperatura ambiente durante 1 minuto y transferir a un
bafio de agua a 37° C durante 1-2 minutos, hasta que se descongele. No sumergir

totalmente la ampolla.

3.- Limpiarla con alcohol de 70% antes de abrirla.
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4.- Pipetear 0’5 ml de medio previamente calentado a 37° C en la ampolla y
transferir todo el contenido a un tubo estéril. Llenar con medio y centrifugar

durante 5 minutos a 80-100 g.

5.- Resuspender las células en el volumen apropiado de medio de cultivo e

incubar en las condiciones apropiadas.

4. Mantenimiento del cultivo.

4.1 Preparacion de medio de cultivo.

A un litro de medio RPMI se afiaden 0,3 g de L-glutamina, 20 ml de tampén
Hepes, penicilina G soédica 100.000 UI/l, 50 mg/l de gentamicina 'y 10 ml de
anfotericina B.

Tras descomplementar el suero bovino fetal (manteniéndolo durante 60
minutos a 56° C), se incorpora al medio antes preparado a la concentracion
volumen/volumen (v/v) que se requiera.

Alicuotar y almacenar entre 2 y 8° C de temperatura.

4.2 Preparacion de tampodn de lavado (PBS).

A temperatura ambiente (15-20° C), en un litro de agua milliQ disolver el
contenido de un frasco de “solucidon tampodn salina fosfatada Dubelcco” (9,6g) ,
con lo cual se obtendra una disoluciéon compuesta por:

e Cloruro sodico (CINa) 8 g/l

e Cloruro potasico (CIK) 0°2 g/l

e Fosfato disodico (PO4sHNa,) 1°15 g/l

e Fosfato monopotasico (POsH,K) 0°2 g/l
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Ajustar el pH entre 7-7°4 empleando acido clorhidrico (HCI) 1 N o bien
hidréxido sédico (NaOH) 1 N.

Tras esterilizarlo, almacenar entre 2 y 8° C de temperatura.

4.3 Cultivo de las células.

Empleando una camara hemocitométrica, contamos las células en suspension
para conocer el numero de células por mililitro. La cdmara consta de cuatro areas
con cuadriculas grandes que son las que empleamos para el calculo. El volumen
‘n cada una de estas areas bajo el cubreobjetos es de 10™* ml; es por ello por lo que
hay que multiplicar por 10.000 para obtener el nimero de células / ml.

En cada frasco de cultivo, sembramos entre 3-5 x 10° células y afiadimos 10
ml de medio de cultivo con suero fetal al 10%. El procedimiento consiste en
incubar a 37° C en atmosfera con 5% CO,. El medio de cultivo se cambia al 4° dia.

En el 7° dia, cuando el cultivo ya esta confluente, se despegan las células
tratando con 5 ml de una solucién de tripsina/EDTA que contenga 0°25%
peso/volumen (p/v) de tripsinay 0°1% (p/v) de EDTA (Sigma Quimica, Espafia)
durante 10 minutos a 37° C.

Una vez despegadas (lo que se comprueba visualizandolas en microscopio
invertido), neutralizamos la tripsina con 5 ml de medio con suero fetal al 20% y
centrifugamos a 1.200 rpm 10 minutos. A continuacion, tras desechar el
sobrenadante, se resuspende el boton en 1 ml de medio y se vuelven a sembrar en
Falcon nuevos.

4.4 Medida del ADN celular mediante fijacion con etanol.
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Determinamos la fase del ciclo celular en que se encuentran las células antes
de realizar los distintos experimentos, comprobando que a las 48 horas de cultivo
¢éstas estaban confluentes, y que en estos cultivos confluentes las células estan
sincronizadas fundamentalmente en fase G,-G; del ciclo celular (Guo y cols.,
1990).

Tras 48 horas de cultivo, el medio con suero fetal se reemplaza por medio sin
suero fetal y se aflade timidina fria ImM. A las 24 horas de exposicion a timidina,
las células se lavan y se despegan del modo descrito (Watson y cols., 1988; Guo y
cols., 1990).

Se prepara una suspension de células en 200 pl de PBS. Afiadimos etanol al
70 % helado y las dejamos al menos 30 minutos a —4° C. Posteriormente las
células se centrifugan a 1200 r.p.m. y se resuspenden en 800 ul de PBS.
Agregamos 100 pl de RNasa (1mg/ml) y 100 ul de ioduro de propidio (400
ug/ml). Incubamos a 37° C durante 30 minutos.

Para la medida del ADN usamos un citometro de flujo.

ESTUDIOS DE INCORPORACION DE [6->H-TIMIDINA]

1. Objetivo.

- Determinar de forma indirecta la proliferacion celular mediante la
cuantificacion de la incorporacion de timidina marcada con un is6topo radiactivo
(tritio) durante el proceso de sintesis del ADN.

- Investigar las modificaciones que se producen en la proliferacion de las
cé¢lulas HT-29 al tratarlas con gastrina y antagonistas de los receptores CCK-A y
CCK-B/gastrina, asi como con melatonina.

2. Material.
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- [Leu "’ ]-Gatrin 1 no sulfatada (G9145), obtenida de Sigma-Aldrich, Espaiia.

- Colecistoquinina: CCK-8 sulfatado (C2175), obtenida de Sigma-Aldrich,
Espania.

- Proglumida en forma de sal de sodio (M-006), suministrada por Research
Biochemicals International (RBI). Es antagonista de los receptores CCK-A y
CCK-B.

- Lorglumida en forma de sal de sodio (L-109) de Research Biochemicals
International (RBI). Es antagonista del receptor CCK-A.

L 364,718, Devazepide 6 MK-329 donado por ML Laboratories, antagonista
de los receptores CCK-A.

L 365,260 donado por ML Laboratories, antagonista de los receptores
CCK-B.

*PD 135,158 6 CAM 1028. Usamos PD 135,158 N-methyl-D-glucamine (P-
157) de Research Biomedicals International (RBI). Es antagonista de los
receptores CCK-B y agonista débil de los CCK-A.

- Melatonina (M-5250) de Sigma-Aldrich, Espafa.

- Células HT-29.

- Placas de poliestireno para cultivo de 96 pocillos (Falcon, Lincoln Park,
NY).

- Medio de cultivo con suero fetal al 2,5% volumen/volumen (v/v).

- 6-*H-timidina (actividad especifica 24 Ci/mmol). Suministrada por
Amersham Life Science.

- Bascula de precision.

- Aparato de filtracion LKB, modelo 1295-Cell Harvester.

- Papel de filtro de fibra de vidrio de 102 x 258 mm.
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- Tubos para contador de centelleo beta.
- Liquido de centelleo
- Contador de radiactividad beta.

3. Procedimiento.

3.1 Medida de la incorporacion de timidina marcada en cultivos de

células HT-29.

e Despegar y resuspender las células de un falcon que esté confluente de
forma similar que para el mantenimiento del cultivo anteriormente descrito.

e Contar las células en la cdmara hemocitométrica.

e Sembrar en cada pocillo de la placa 15.000 células.

¢ Afadir medio con suero fetal al 2°5% hasta un volumen final de 200
pl/pocillo e incubar 24 horas a 37° C en CO; 5% para que se adhieran a la placa.
A las 24 horas tirar el sobrenadante y lavar con PBS a temperatura ambiente. Esto

debe hacerse con cuidado para evitar despegar las células por arrastre.

e Aifadir 180 pl de medio con suero fetal al 2°5% y 20 pl de una
disolucion de timidina en el mismo medio que contenga 0’125 uCi (calculando
1 uCi para cada 8 pocillos).

e Incubar 48 horas en las mismas condiciones antes referidas.

e Tirar el sobrenadante y lavar dos veces con PBS a temperatura

ambiente para eliminar restos de timidina no fijada.
e Tratar con 100 ul de tripsina/EDTA durante 10 - 15 minutos a 37°C.

e Comprobar en el microscopio invertido que las células se han despegado.
e Neutralizar con medio con suero fetal al 20% (100 pl).

e Filtracion del contenido de cada pocillo bajo presion negativa.
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e Secar el papel de filtro, ya colocado en sus respectivos tubos, en estufa
a temperatura entre 50 y 60° C durante 30 minutos.

e Cuando se enfrie, anadir liquido de centelleo a razon de 4 ml por tubo.

e Colocar en el contador beta y proceder a la cuantificacion de la
radiacion.

3.2 Estudios de la influencia de gastrina/CCK'y antagonistas de
receptores CCK sobre la proliferacion celular.

a) GASTRINA.

Sembramos, en una placa de 96 pocillos, 15.000 células por pocillo con 200
ul de medio con suero fetal al 2°5%; incubamos las células en atmosfera de CO,
al 5% a 37° C durante 24 horas, con esto conseguimos que se fijen adecuadamente
a los pocillos.

Transcurridas las 24 horas se cambia el medio sobrenadante y se anade

gastrina a concentraciones 4 X 10°M,4X10"°M,4X 10" M, 4X 10" M, 4
X 107" M, teniendo en cuenta que Mauss y colaboradores (1994) encuentran
estimulacion en el crecimiento de este tipo de cé€lulas a concentraciones entre 1
nMy 1 pM.

Preparacion de las diluciones de gastrina:

PM: 2098’2

Se disuelve 1 mg de gastrina en 10 ml de agua destilada. La conservamos
congelada a -70°C en alicuotas que contienen 50 pl de la dilucion (Spg de
gastrina/50 pl). Se obtiene cada concentracion por dilucion de estas alicuotas

en medio con suero fetal al 2°5%.

Dosificacion de la placa:
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Afadir a cada pocillo 200 ul de la concentracion correspondiente segun la

distribucion que se indica en la Tabla VI.

Posteriormente agregar 0’125 uCi de timidina tritiada por pocillo.

Incubar 48h en incubadora humidificada a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido

este tiempo se procesan de la misma forma que se describe en el apartado anterior.

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A Control 4X10°M [4X 102 M [4X10"M
Fila B 4X10°M [4X10° M
Fila C Control 4X10°M [4X102M [4X10"M
Fila D 4X10°M [4X10° M

Tabla VI: Distribucion de las distintas concentraciones de gastrina en la placa

de 96 pocillos.

b) COLECISTOQUININA (CCK-8).

Sembrar las células en la placa como en el experimento anterior € incubar

durante 24 horas. Las concentraciones del producto que utilizamos son: 1 X 107

M, 1X 107 M, 1X10°M,2X 107 M, 5 X 10~ M. Previamente se realizd un

experimento con dosis desde 1 uM a 1 nM, sin obtener ningln resultado.

Preparacion de las diluciones:

PM: 11433

- 128 -



Se disuelven 250 pug de CCK-8 en 2 ml de medio sin suero fetal. Lo
conservamos congelado a -70° C en alicuotas que contienen 100 pl de la

diluciéon (0’011 pmoles). Se obtiene cada concentracion por dilucion de estas

alicuotas en medio con suero fetal al 275%.

La distribucion en la placa es la siguiente:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A |Control 1X10'M [1X10°M [1X10°M
Fila B |[2X10°M |5X10°M
Fila C |Control 1X10'M [1X10°M [1X10°M
Fila D |[2X10°M |5X10°M

Tabla VII: Distribucion de las distintas concentraciones de CCK-8 en la placa de 96

pocillos.

Anadir a cada pocillo 0’125 uCi de timidina tritiada.
Incubar 48h en incubadora humidificada a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido
este tiempo se procesan de la misma forma que se describe en el apartado anterior.

C) PROGLUMIDA (C]g H25 Nz 04 Na).

Sembrar las células en la placa como en el experimento de gastrina e incubar
durante 24 horas. Las concentraciones del producto que utilizamos son: 8 X 107

M 4X102 M,2X10°M, 1 X10°M,1X10° M, 5X10° M, 1 X10*My
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5X 107 M, teniendo en cuenta que Mauss y colaboradores (1994) determinaron

que la proglumida inhibia el crecimiento de todas las lineas celulares con una

dosis 50 (IC 50) entre 3’2 mM y 7°5 mM, y que con dosis de 100 mM las células

se desprendian.

Preparacion de las diluciones:

PM: 356’4

0’3564 mg/ml =1 mM // 3’564 mg/ml =10 mM. // 28’512 mg/ml = 80 mM.

Para conseguir una concentraciéon 80 mM en un volumen final de 1ml, se

pesan 28’512 mg.

Esta sustancia se disuelve directamente en el agua, por lo que a esta cantidad

de producto se afiade 1ml de medio con suero fetal al 2°5%. Preparar el resto de

las concentraciones a partir de ésta diluyendo proporcionalmente, segun la

formulaCxV=C"x V.

La distribucion en la placa es la siguiente:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo

1-3 4-6 7-9 10 - 12
Fila A |Control 5X10°M [1X10*M [5X10*M
Fila B |[1X10°M [1X10°M [2X10°M |4X10°M
Fila C |8X107>M
Fila D |Control 5X10°M [1X10*M [5X10*M
Fila E |[1X10°M [1X10°M [2X10°M |4X10°M
Fila G |8X107>M
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Tabla VIII: Distribucion de las distintas concentraciones de proglumida en la placa

de 96 pocillos.

Anadir 0’125 pCi de timidina por pocillo.

Incubar en las mismas condiciones y procesar igual que en el experimento

anterior.

d) LORGLUMIDA (Cx, Hs; Cl,N; O4 Na).

Sembrar las células en la placa como en experimentos anteriores e incubar
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo tirar el sobrenadante, lavar con PBS y
afadir lorglumida a las siguientes concentraciones: 1 X 10°M,1X10°M,5X

10°M, 1 X10* M, 5X10* M, 1 X107 M.

Preparacion de las diluciones:

PM: 481°41

0’48141 mg/ml =1 mM. Para conseguir una concentracion 1mM en un

volumen final de 5 ml, pesar 2’40705 mg.

Este producto hay que disolverlo en 100 ul de metanol y después afiadir el
resto de medio con suero fetal al 2°5% hasta llegar al volumen de 5000 pl.
Obtener el resto de las concentraciones a partir de ésta diluyendo

proporcionalmente, segin la formulaCx V=C"x V’.

De cada una de ellas poner 200 pl por pocillo segin la distribucion en la placa

IX.

- 131 -



Afadir 0’125 pCi de timidina por pocillo.

Incubar 48h en incubadora humidificada a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido
este tiempo se procesan de la misma forma que se describe en apartados
anteriores.

Realizamos controles con metanol para cada una de las concentraciones de

proglumida, segun la cantidad del mismo empleado para cada dilucion.

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A |Control 1X10°M |[1X10°M |5X10°M
Fila B |[1X10*"M [5X10°M [1X10°M
Fila C |Control 1X10°M |[1X10°M |5X10°M
FilaD |[1X10*'M [5X10°M |[1X10°M
Fila E |C.metanol |C.metanol |C.metanol |C. metanol
Fila F |C. metanol |C.metanol |C. metanol |C. metanol
Fila H |C. metanol |C.metanol |C. metanol |C. metanol

Tabla IX: Distribucion de las distintas concentraciones de lorglumida en la placa de

96 pocillos. * C. metanol indica “Control de metanol”.

e) PD 135,158 6 CAM 1028.
Sembrar 15.000 células por pocillo en la placa como en los experimentos

anteriores e incubar durante 24 horas. Transcurrido este tiempo tirar el
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sobrenadante, lavar con PBS y afiadir PD 135,158 a las siguientes

concentraciones: 1 X 107 M,5X 107 M,1X 107 M,1X 107 M,1X 107° M.

Preparacion de las diluciones:

PM: 811°98; 0’81198 mg/ml = 1 mM. Para conseguir una concentracion 1

mM disolviendo los 5 mg de que disponemos, afiadimos 6°1577871 ml de agua

destilada. Se almacena en alicuotas de 500 pl a una temperatura de —70° C. Se

preparan 10 ml de solucion 1 uM diluyendo una de estas alicuotas 1:1000.

Obtener el resto de las concentraciones a partir de ésta diluyendo

proporcionalmente, segtn la formula C x V=C’ x V’. De cada una de ellas poner

200 pl por pocillo segtn la siguiente distribucion en la placa:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A |Control 1X10°M [5X10°M [1X10°M
Fila B |[1X10'M [1X10°M
Fila C |Control 1X10°M [5X10°M [1X10°M
Fila D [1X10'M [1X10°M

Tabla X: Distribucion de las distintas concentraciones de PD135,158 en la placa de

96 pocillos.

Afadir 0’125 pCi de timidina tritiada por pocillo y procesar como en los

experimentos anteriores.
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f) L364.718 6 MK-329 6 DEVAZEPIDE.

Sembrar 15.000 células por pocillo en la placa como en los experimentos

anteriores € incubar durante 24 horas. Transcurrido este tiempo tirar el

sobrenadante, lavar con PBS y afiadir devazepide a las siguientes concentraciones:

1X10°M,1X10°M, 1 X107 M, 1 X 10°°M, 1 X 10~ M, teniendo en cuenta

la dosis 50 (IC 50) obtenida por Reubi y colaboradores (1997).

Preparacion de las diluciones:

PM: 408°46.

0’40846 mg/ml = 1 mM. Preparamos 5ml de solucién, disolviendo 2°0423 mg

en 100 pl de etanol y afiadiendo 4.900 pl de medio con suero fetal al 2°5%.

Preparar el resto de las concentraciones a partir de ésta diluyendo

proporcionalmente, segtn la formula C x V=C’ x V’. De cada una de ellas poner

200 pl por pocillo seglin la siguiente distribucion en la placa:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo

1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A |Control 1X10°M [1X10°M |[1X10"M
Fila B [1X10°M |1X10°M |Control 1X10°M
Fila C [I1X10°M |[IX10'M [1X10°M |[1X10°M
Fila D |C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
Fila E |C. etanol
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Tabla XI: Distribucion de las distintas concentraciones de 1L364,718 en la placa de

96 pocillos. * C. etanol indica “Control de etanol”.

Empleamos controles de etanol seglin las distintas concentraciones de

devazepide. Afiadir 0’125 pCi de timidina por pocillo, incubar y procesar.

g) L 365.260.

Sembrar las células en la placa e incubar durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo tirar el sobrenadante, lavar con PBS y afiadir las distintas diluciones: 5 X
107°M, 1 X 107°M, 1 X 10°M, 2 X 10°M, 1 X 107 M, 1 X 10°M, 1 X 10~
M, basandonos en los resultados obtenidos por Bertrand y colaboradoresn (1994),
para los que la ICsy es 21 nM, y los conseguidos por Reubi y colaboradores

(1997) en meningiomas (ICsp: 250 nM) y carcinoma de mama (ICsp: 20 nM).

Preparacion de las diluciones:

PM: 398°47.

0’39847 mg/ml =1 mM. Por tanto, a 0’39847 mg del producto le afiadimos
1 ml de medio con suero fetal al 2°5%, con lo que tenemos 1 ml de solucién 1
mM. A continuacion, la diluimos 1:100 para obtener una concentracién 1 uM:
para un volumen final de 5 ml, tomamos 50 ul de la diluciéon 1mM y afiadimos
4.950 ul de medio con suero fetal al 2°5%. Obtenemos las concentraciones

restantes diluyendo a partir de aqui, asi la placa queda:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo

1-3 4-6 7-9 10-12

- 135 -



Fila A Control [5X10""M [1X10°M |[1X10°M
Fila B [2X10*M [1X107' M [1X10°M |1X10°M
Fila C |Control 5X10°M [1X10°M [1X10°M
Fila D [2X10°*M |[1X107M [1X10°M |[1X10°M

Tabla XII: Distribucion de las distintas concentraciones de L365,260 en la placa de

96 pocillos.

Afadir 0’125 pCi de timidina por pocillo.

Incubar en las mismas condiciones y procesar igual que en el experimento

anterior.

h) MELATONINA.

Sembrar en una placa de 96 pocillos, 15.000 células por pocillo con 200 pl de
medio con suero fetal al 2°5%. Incubamos en atmodsfera humidificada con CO, al

5% a 37°C durante 24 horas. Trascurridas las 24 horas se tira el medio
sobrenadante y se afiade melatonina a concentraciones 1’7 X 107° M, 2’8 X 10°°
M, 225X 107 M, 9 X 107 M, 39 X 10°M, 3’12 X 107 M, 12’5 X 107 M, 25
X10°M,5X 10" M, 1 X 10°M,2X 10° M, 4 X 10° M.

Preparacion de las diluciones :

PM: 232°3; para preparar 10 ml de la solucion 4 mM, se pesan 9’28 mg. En un
tubo universal estéril se disuelven los 9’28 mg de melatonina en 250 ul de etanol
absoluto y se afiaden 9750 ul de medio con suero fetal al 2°5%. Preparamos el
resto de las concentraciones a partir de ésta, diluyendo proporcionalmente segiin

la formula C x V = C' x V'. Preparamos diluciones de etanol similares a las de
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cada concentracion para la curva control.

Anadimos a cada pocillo 200 ul de la concentracion correspondiente segun la
distribucion que se indica en la tabla XIII.

Ponemos otra placa control con la misma distribucion, pero en este caso
afadimos al medio sdlo etanol, diluido de igual modo que en las distintas
concentraciones de melatonina.

Afadimos a cada pocillo 0’125 uCi de timidina tritiada, incubamos durante 48
horas en incubadora humidificada a 37° C y atmésfera con 5% de CO,.
Transcurrido este tiempo, se procesan de la misma forma que se describe en el

apartado anterior.

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A | Control I’7X10°M | 228X 10°%M |2°25X 107'M

Fila B 9X107'M [39X10°M [3°12X10°M |12°5X 10°M

Fila C [25X10°M |5X10* M 1X10° M | 2X10° M

Fila D 4X10° M

Fila E | Control 1’7X10°M | 2°8X10°8M 225X 107’ M

Fila F 9X107'M [3°9X10°M |3 12X 10°M|12°5X 10°M

Fila G [25X10°M |5X10* M I1X10° M | 2X10° M

Fila H [4X10° M

Tabla XIII: Distribucion de las distintas concentraciones de melatonina en la placa

de 96 pocillos.
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i) GASTRINA + MELATONINA.

Se utilizan dosis fijas de gastrina a 4 X 107'° M y 4 X 10~ M con distintas

dosis de melatonina: 6’25 X 10° M, 12°5 X 10° M, 25 X 10° M, 5 X 107* M, 1

X10°M,2X 10° M, 4 X 107° M.

Se realizan las diluciones de cada producto por separado de modo similar a lo

ya expuesto, pero se prepara el doble de cada dosis a usar, afadiendo

posteriormente a cada pocillo 100 pul de la soluciéon de gastrina y otros 100 ul

de la solucion de melatonina correspondiente. Posteriormente se agrega la

timidina procediendo de la misma forma que en experimentos anteriores:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo

1-3 4-6 7-9 10-12
Fila Control 6’25X 10°M | 12°5X 10°M |25 X 10° M )
Fila 5X10°*M 1X10° M | 2X10° M |4X10° M
Fila Control 6’25X 10°M | 12°5X 10°M |25X 10°M >
Fila 5X10°*M 1X10° M [ 2X10° M [4X10° M
Fila Control 6’25 X 10°M [ 12°5X 10°M [25X 10° M <
Fila 5X10°*M 1X10°M [2X10° M [ 4X10° M
Fila Control 625X 10°M 125X 10°M |25 X 10°M | ¢
Fila 5X10°*M 1X10°M [2X10° M [ 4X10° M

Tabla XIV: Distribucion de las distintas concentraciones de melatonina + gastrina

en la placa de 96 pocillos. * Las cuatro primeras filas tienen una concentracion fija de
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gastrina 4 X 107" M. Las cuatro ultimas filas tienen una concentracion fija de gastrina 4

X107 M.

Ponemos otra placa control con la misma distribucidon, pero en este caso
anadimos al medio solo etanol, diluido de igual modo que para las distintas
concentraciones de melatonina.

J) PROGLUMIDA + MELATONINA.

- Realizamos dos tipos de estudios, uno usando una dosis fija de proglumida 1
X 10%M y distintas dosis de melatonina: 6’25 X 107 M, 12’5 X 107° M, 25 X
10°M, 5 X 10 M, 1 X 10° M, 2 X 10° M, 4 X 10° M. En éste también
preparamos las diluciones de cada producto por separado de modo similar a lo ya
expuesto, pero se prepara el doble de cada dosis a usar, afadiendo posteriormente
a cada pocillo 100 pl de la solucion de gastrina y otros 100 pl de la solucion de
melatonina correspondiente. Posteriormente se agrega la timidina procediendo
como en experimentos anteriores. Determinamos grupos controles con etanol,

diluido de igual modo que para las distintas concentraciones de melatonina.

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A | Control 625X 10°M|12°5X10°M |25 X 10° M

Fila B [5X10*M I1X10°M | 2X10° M [ 4X10° M

Fila C |Control 625X 10°M | 125X 10°M [25X 10° M

Fila D [5X10*M IX10° M | 2X10° M | 4X10° M

Fila E C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
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Fila F C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
Fila G C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
Fila H C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
Tabla  XV: Distribucion de las distintas concentraciones de melatonina +

proglumida en la placa de 96 pocillos. Se administra una dosis fija de proglumida (10

mM) en todos los casos, excepto en los controles. * C. etanol indica “Control de etanol”.

-En otro tipo de estudio empleamos dosis fijas de melatonina 25 X 10° M, 5
X107 M, 1 X107 M, 2 X 107 M y distintas dosis de proglumida: 4 X 107> M, 2
X10°M, 1 X107 M, 8 X 10° M, 1 X 10° M, 5 X 10~ M. Se utilizan cuatro
placas de 96 pocillos y se coloca en cada una, una dosis fija de melatonina con las

distintas concentraciones de proglumida:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10 - 12
Fila A |Control 5X10*M [1X10°M [8X10°M
Fila B [1X10°M [2X10°M [4X10°M |C. etanol
Fila C |Control 5X10*M [1X10°M [8X10°M
Fila D |[1X10?°M [2X10°M [4X10°M |C.etanol

Tabla  XVI: Distribucion de las distintas concentraciones de proglumida +
melatonina en la placa de 96 pocillos. Para cada dosis fija de melatonina, se coloca un

control con la misma cantidad de etanol empleada para su dilucion. * C. etanol indica

“Control de etanol .
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k) LORGLUMIDA + MELATONINA.

De nuevo llevamos a cabo dos tipos de experimento:

- En uno se toma una dosis fija de lorglumida 75 X 10° M junto con

distintas dosis de melatonina: 6’25 X 10° M, 12°5 X 10°M, 25 X 10° M, 5 X

10°M, 1 X10°M,2X 10° M y4X 10 M. La cantidad de metanol en los

controles corresponde a la dilucién de lorglumida 75 X 10° M vy la de etanol

depende de las distintas concentraciones de melatonina. La tabla que representa la

distribucion por pocillos de las diferentes concentraciones de estos compuestos es

la siguiente:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A Control 625X 10°M | 12°5X 10°M 25X 10° M
Fila B [5X10*M 1X10°M | 2X10° M [4X10°M
Fila C |Control 625X 10°M | 12°5X 10°M 25X 10° M
Fila D |5X10*M 1X10° M | 2X10° M |4X10° M
Fila E C. etanol + C. etanol + C. etanol + C. etanol +
metanol metanol metanol metanol
Fila F C. etanol + C. etanol + C. etanol + C. etanol +
metanol metanol metanol metanol
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Fila G C. etanol + C. etanol + C. etanol + C. etanol +
metanol metanol metanol metanol

Fila H C. etanol + C. etanol + C. etanol + C. etanol +
metanol metanol metanol metanol

Tabla XVII: Concentraciones de melatonina + lorglumida en la placa de 96 pocillos.

* C. etanol + metanol indica “Control de etanol + metanol .

- En la siguiente tabla, representamos otro tipo de estudio:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A |Control 1X10°M [10X10°M [50X 10°M
Fila B |75X10°M [1X10*M [5X10* M
Fila C |Control 1X10°M [10X10°M [50X 10°M
Fila D |75X10°M [1X10*M |5X10* M
Fila E |C. etanol +|C. etanol +|C. etanol +|C. etanol +
metanol metanol metanol metanol
Fila F |C. etanol +|C. etanol +|C. etanol +|C. etanol +
metanol metanol metanol metanol
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Fila G

C. etanol +

metanol

C. etanol +

metanol

C. etanol +

metanol

C. etanol +

metanol

Fila H

C. etanol +

metanol

C. etanol +

metanol

C. etanol +

metanol

C. etanol +

metanol

Tabla  XIX: Distribucion de las distintas concentraciones de lorglumida +

melatonina en la placa de 96 pocillos. Se utilizan controles con la cantidad de etanol
correspondiente a la dilucion fija de melatonina y metanol segun las distintas
concentraciones de lorglumida. * C. etanol + metanol indica “Control de etanol +

metanol ”.

En este caso, la concentracion fija sera la de melatonina (25 X 10° M, 5 X
107 M, 1X 107 M,2X 1073 M) y cambiaran las de lorglumida: 1 X 10°° M, 10
X 10°M,50X 10°M, 75 X 10° M, 1 X 10™* M, 5 X 10~* M. Se utilizan cuatro
placas de 96 pocillos y se coloca en cada una, la correspondiente dosis fija de

melatonina con las distintas concentraciones de lorglumida.

1) DEVAZEPIDE + MELATONINA.

Siguiendo el mismo modo de actuacion, se realizan ensayos de dos tipos:
- En unos se toma una dosis fija de devazepide 7 X 10°° M y distintas
dosis de melatonina: : 6’25 X 10°M, 12’5 X 10°M, 25 X 10° M, 5 X 10°* M, 1

X10°M,2X10°My4 X 107 M.

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo

1-3 4-6 7-9 10 - 12
Fila A |Control 6’25 X 10°M [ 12°5X 10°M 25X 10° M
Fila B [5X10°*M 1X10° M | 2X10° M | 4X10° M
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Fila C | Control 625X 10°M 12’5 X 10°M [25 X 10° M
FilaD |5X10*M 1X10°M | 2X10° M [4X10° M
Fila E C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
Fila F C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
Fila G |C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol
Fila H |C. etanol C. etanol C. etanol C. etanol

Tabla XX: Distribucion de las distintas concentraciones de melatonina + devazepide

en la placa de 96 pocillos. La cantidad de etanol de cada control correspondera a

empleada para la dilucién fija de devazepide 7 X 10° M, maés las distintas

concentraciones de etanol usadas para la cada dilucién de melatonina..

Por otra parte, usamos una concentracion fija de melatonina (25 X 10~ M,

5X10°M,1X10°M, 2 X 10 M) y se combinara con distintas de devazepide:

2X10°M, 1 X10° M, 7X10°M, 1 X10°M, 1X 107 M, 1 X 10 M, 1X

10 M. Se utilizan cuatro placas de 96 pocillos y se coloca en cada una, una dosis

fija de melatonina con las distintas concentraciones de devazepide:

Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo

1-3 4-6 7-9 10-12
Fila A |Control 1X10°M [1X10°%M [1X107M
Fila B [1X10°M |7X10°M [I1X10°M [2X10°M
Fila C |Control 1X10°M |[1X10°M |1X107M
Fila D [1X10°M |7X10°M [1X10° M [2X10°M
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Fila E |C. etanol C. etanol . etanol . etanol
Fila F |C. etanol C. etanol . etanol . etanol
Fila G |C. etanol C. etanol . etanol . etanol
Fila H |C. etanol C. etanol . etanol . etanol

Tabla XXI: Distribucion de las distintas concentraciones de devazepide +

melatonina en la placa de 96 pocillos. * Los controles con etanol se realizaran teniendo

en cuenta la cantidad del mismo empleada para la dilucion de la dosis fija de melatonina

vy a la cantidad usada para la dilucion de cada concentracion de devazepide.

DETERMINACION DE NITRITOS

1. Objetivo.

Determinar la modificacion que se produce en células HT-29 tras el

tratamiento con los antagonistas de receptores CCK estudiados en la produccion

de nitritos, indice de la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS).

Para comprobar la concentracion de nitritos en el medio de cultivo se

emplea el método estandar de Griess adaptado a una placa de 96 pocillos (Chang

y cols., 1996).

2. Material.

- Naphtyl-etil-enediamina (NEDA), Sigma-Aldrich, Espaia.
- Sulfanilamida, Sigma-Aldrich, Espaiia.

- Acido ortofosforico (H;POy).

- NaNQO,, Sigma-Aldrich, Espafia.

- Balanza analitica de precision. A&D Company.

- Agitador Heidolph.

- Ultracentrifuga Beckman Optima "V TL.
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- Placa de 96 pocillos (EL-340: Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT).

- Espectrofotometro. Microplate Autoreader EL-309, Bio-Tek Instruments.

3. Método.

3.1 Preparacion de las muestras.

Para llevar a cabo estos experimentos las células se sembraron y trataron con
el mismo método que en los estudios de proliferacion. Las sustancias empleadas
en este caso fueron lorglumida y L 364,718. Concluido el periodo de incubacion
se procedid a tomar muestra de los sobrenadantes y a contar las células de cada
muestra.

3.2 Preparacion de los reactivos.

a) REACTIVO DE GRIESS.

e NEDA 0'1%.

Para un volumen final de 25 ml, pesar 25 mg de NEDA y disolverlo en 25 ml
de agua bidestilada (milliQ). Proteger de la luz y almacenar a + 4° C. Es estable
dos meses.

e SULFANILAMIDA 1% en H3PO45% (v/v).

Para un volumen final de 25 ml, diluir 1'25 ml de H3;PO4 en 23'75 ml de agua
milliQ. En segundo lugar, pesar 250 mg de sulfanilamida que se anadird a la
dilucion ya preparada. Almacenar igualmente a + 4° C un maximo de dos meses.

e Para preparar la SOLUCION DE TRABAJO, mezclar las diluciones 1y 2
en proporcion 1:1 (v/v). De este modo se consigue el Reactivo de Griess con una
composicion final: 0'05% NEDA, 0'5% de sulfanilamida y 2'5% de acido
ortofosforico. Este reactivo es estable durante 12 horas a 4° C, protegido de la luz.

b) NaNO, ESTANDAR.

Pesar 6'9 mg de nitrito sodico y disolverlo en 10 ml de agua destilada para una
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concentracion 10 mM. Se puede alicuotar y almacenar a -20° C.

Para conseguir una concentracion 10 uM diluir al 1:10 tres veces.

3.3 Determinacion de nitritos en los sobrenadantes.

En las dos primeras filas de la placa, se ponen distintas cantidades de la

disolucidn de nitrito sodico, con lo que se conseguird una curva patron. Esta curva

es la que se emplea como estdndar de concentraciones de nitritos conocidas,

siendo la referencia para la cuantificacion de nitritos.

En las siguientes filas, ponemos el mismo volumen de la muestra problema,

siempre por duplicado:

Muestra |NaNO, H,O Reactivo |Muestra |[pmol en
(10 uM) de Griess |problema |140 ul

B 140 wl 140 w1 0
Sy Sul 135 pl 140 pl 50
S; 10 pl 130 pl 140 ul 100
Sq 20 pl 120 pl 140 ul 200
Ss 40 pl 100 pl 140 pl 400
Se 60 pul 80 ul 140 ul 600
Sy 80 ul 60 ul 140 ul 800
Sg 100 ul 40 ul 140 ul 1000
So 140 pl 140 ul 1400
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Problema 140 pl 140 pl $?

Tabla XXII: Cuantificacion de nitritos segun técnica de Griess.

En la columna de la derecha se relacionan los pmol / 140 ul de nitritos de la
curva patron. Una vez iniciada la reaccion al administrar el reactivo de Griess, se
incuba a temperatura ambiente 20 minutos, procediendo a continuacion a medir la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm.

La absorbancia de fondo del medio sin células se resta a cada uno de los
valores del experimento.

Los datos obtenidos se procesan mediante una regresion lineal, comparando
con las absorbancias de las diluciones estandares de concentraciones de nitrito
sodico en agua, para obtener finalmente los picomoles de nitritos presentes en el
medio. Los datos resultantes son pmol / 140 pl de sobrenadante, por lo que habra
que calcular los pmol / ml. Finalmente los datos se expresan en picomoles por

millon de células.

DETERMINACION DE APOPTOSIS/NECROSIS EN CELULAS HT29

1. Objetivos.

Deseamos estudiar los procesos de muerte celular, apoptosis y necrosis, que
tienen lugar en nuestras células HT29, para lo que empleamos un kit de deteccion
de apoptosis, el Genzyme TACSTM Annexin V (R&D Systems). Este utiliza
Anexina V conjugada para citometria de flujo con el fin de identificar los cambios
que se producen precozmente en la superficie celular durante los procesos de

apoptosis. Este kit se puede utilizar para identificar apoptosis precoz, que precede
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a la fragmentacion del ADN y a la rotura de la membrana celular. El conjugado
Anexina V-FITC facilita una detecciéon fluorimétrica rapida de las células
apoptoticas.

La anexina V es una proteina anticoagulante que se encuentra
normalmente ligada a los fosfolipidos cargados negativamente. Al principio del
proceso de apoptosis, se rompe la asimetria fosfolipidica permitiendo la
exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana citoplasmica.
Parece que esto es importante para que los macrofagos reconozcan las células que
estan sufriendo apoptosis (Fadock y cols., 1992; Tait y Gibson, 1992). La uniéon
de la Anexina V con fosfatidilserina es calcio dependiente, reversible, y ocurre
con una constante de disociacion de aproximadamente 5 x 10" M (Tait y Gibson,
1992). Se estima que una molécula de Anexina V se une aproximadamente a 50
de los mondmeros fosfolipidicos expuestos (Meers y Mealy, 1993).

2. Materiales.

El kit de Anexina V-FITC de Genzyme incluye Anexina V conjugada a FITC
a concentracion de 50 pg/mL,una solucién tampon que favorece la unién y ioduro
de propidio (IP) a concentraciéon de 50 pg/mL, permitiendo un procedimiento
simple en tres etapas. Las células primero se recogen y se lavan. A continuacion
se incuban 15 minutos con Anexina V y IP y se analizan por citometria de flujo.
La combinacion de Anexina V y IP permite la diferenciacion entre células
apoptéticas precoces (Anexina V positivas), células apoptodticas tardias y/o
necroticas (Anexina V y IP positivas) y células viables (no tefiidas).

Otros materiales que se requieren para llevar a cabo el ensayo son:

e PBS

e papel de aluminio
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tubos de microcentrifuga
e un citometro de flujo

e una microcentrifuga

pipetas ajustables (1-20 uL, 20-200 uL, y 200-1000 pL).

3. Preparacion de cultivo celular.

Realizamos cultivos celulares de la forma descrita anteriormente, poniendo
2.000.000 de células en cada falcon de 25 cm’, y afiadiendo 10 ml de medio con
suero fetal al 10%. Incubamos durante 24 horas a 37° C y 5% de CO,, con lo que
conseguimos que las células se adhieran a la placa. Pasadas 24 horas, se tira el
medio de cultivo tras comprobar que las células estan adheridas y confluentes, se
lava con PBS y se afiade a cada falcon 10 ml de la solucion del producto a estudiar
en medio con suero fetal al 2°5%. Se incuban durante 18 horas, pues la fuga de
fosfatidilserina es un suceso precoz en la apoptosis y puede preceder a la
fragmentacion del ADN en varias horas. Cuando se analizan las células
empleando este método, deben investigarse las primeras horas después del
tratamiento.

Se procesan entre 105 y 106 células por cada 100 pl de reactivo de incubacion
de Anexina V. Realizamos el estudio por triplicado de células tratadas con:

° Proglumida a concentraciones 1 x 10°M,1x1072M, 2 x 107> M.

o Lorglumida a concentraciones 25 x 10° M, 75 x 10° M, 15 x 10 M.

o Devazepide a concentraciones 1 x 10°M,7x10°M, 1 x 10° M.

° Melatonina a concentraciones 5 x 107 M, 1 x 1073 M, 2 x 107 M, 4 x
10° M

. Grupo control tratado unicamente con medio con suero fetal al 2°5% y
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la cantidad de cada uno de los disolventes empleados para las distintas dosis de

cada producto.

o Proglumida junto con melatonina a las siguientes dosis:
- Proglumida 1x 10~ M + Melatonina 1 x 10 M.
- Proglumida 1x 107> M + Melatonina 1x 107> M.
- Proglumida 1x 10~ M + Melatonina 2 x 10> M.

. Lorglumida junto con melatonina a las siguientes dosis:
- Lorglumida 1x 10° M + Melatonina 2 x 10~ M.
- Lorglumida 1x 10 M + Melatonina 1 x 107 M.
- Lorglumida 75 x 10° M + Melatonina 1 x 107> M.

. Devazepide junto con melatonina a las siguientes dosis:
- Devazepide 1 x 10 M + Melatonina 2 x 10> M.
- Devazepide 1 x 107" M + Melatonina 1 x 10~ M.

- Devazepide 7 x 10® M + Melatonina 1 x 10 M.

4. Preparacion de las soluciones tampon.

Preparar 100 ul de reactivo de incubacion de Anexina V para una muestra de

entre cien mil y un millon de células de la siguiente forma:

10X tampon de union 10 pl
Ioduro de propidio 10 ul
Anexina V-FITC I ul

Agua Milli-Q* 79 ul

Total 100 pl**

Preparar 500 pl de 1X tampoén de union para la muestra diluyendo 50 pl de
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10X tampdn de union (proporcion 1:10) en 450 pl de agua Milli-Q. Conservar en
frio (entre 2°y 8° C).

* El agua destilada desionizada es equivalente al agua con 18 mQ, por
ejemplo agua destilada con el sistema milli-Q.

** Es necesario preparar suficiente cantidad de reactivo para procesar todas
las muestras. Este reactivo es estable durante al menos 2 horas, manteniéndolo en
frio (a 4° C) y en oscuridad. La Anexina V-FITC y el IP son fotosensibles y deben
mantenerse en la oscuridad el mayor tiempo posible. Se deben cubrir los tubos
con papel de aluminio o ponerlos en un lugar al abrigo de la luz durante la
incubacién. Mantener las células en una habitacion oscura después de la
clasificacion y durante la microscopia. Una exposicion breve a la luz (30
segundos) durante el pipeteo es aceptable.

5. Preparacion de las células.

Recoger las células mediante centrifugado a aproximadamente 1000 x gde 5 a
10 minutos y a temperatura ambiente (18-24° C). Previamente se liberan de su
sustrato utilizando tripsina, aunque es conveniente mantener las células
tripsinizadas en presencia de un 2% de albumina de suero bovino (BSA) para
prevenir posibles dafios en el proceso.

Se lavan las células resuspendiéndolas en 500 pl de 1X PBS frio (entre 2-8° C)
y se vuelven a centrifugar a 1000 x g de 5 a 10 minutos y a temperatura ambiente.

Se resuspenden las células, con cuidado, en el reactivo de incubacion de
Anexina V ya preparado, a una concentracion de entre 105 y 106 células por cada
100 pl. Se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-24° C) en
oscuridad.

Por ultimo, se anaden 400 pl de 1X tampon de unién a cada muestra y se
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procesan mediante citometria de flujo dentro de la primera hora para obtener la
maxima sefial de fluorescencia.

6. Citometria de flujo.

En el eje X se representa el logaritmo de la fluorescencia de Anexina V-FITC
y en el Y debe aparecer la fluorescencia del IP.

Las propiedades diferentes de refraccion de la luz que son distintas seglin las
células apoptodticas, deben compensarse durante la citometria de flujo. Las células
no clasificadas o no tratadas deben aparecer en el cuadrante inferior izquierdo de
la representacion.

Cuando se inicie un experimento, se debe calibrar el citometro para evitar el
solapamiento de espectro entre los dos canales de los tubos Fotomultiplicadores
(PMT). Las células tratadas deben tefiirse separadamente con Anexina V-FITC e
IP para definir el limite de cada poblacion. Las células apoptoticas clasificadas
con Anexina V-FITC deben aparecer en la parte inferior derecha de la
representacion, sin nada en los cuadrantes superiores.

Los resultados obtenidos con las células apoptéticas deben mostrar una
poblacion de células distintas que se han ligado con Anexina V (cuadrante inferior
derecho de la representacion). Estas células son de apoptosis precoz. Las células
Anexina V positivas que también captaron IP son células apoptdticas tardias o
necroticas (cuadrante superior derecho de la representacion). Ademas, puede darse
una poblacion de células que sean Anexina V y IP negativas (cuadrante inferior

izquierdo). Estas células son viables normales.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se presentan como la media + error estandar (ee) de al menos tres
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experimentos realizados por triplicado. Para el célculo de los valores de ICsg se
utilizdé el programa Pharms-PCS, basado en el “Manual of Pharmacological
Calculations with Computer Programs” (Tallarida, R.J., Murray, R.B., eds.,
Springer-Verlag, New York, 1986). El analisis estadistico incluye ademas el

analisis de la varianza (ANOVA) de una y dos vias.
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RESULTADOS

IV. RESULTADOS

Expondremos los resultados divididos en tres partes. Teniendo en cuenta que
estas células tratadas con medio de cultivo con suero fetal al 2'5% (segun lo
sefialado en el Material y Métodos) experimentan en 48 horas un crecimiento tal
que practicamente duplican su numero, los datos se refieren a los resultados
obtenidos a ese tiempo.

Un primer apartado se dedicard a la exposicion de los resultados obtenidos en
los experimentos de proliferacion celular sobre los cultivos de células HT-29
tratados con los agonistas de los receptores CCK-A (CCK-8) y CCK-B (gastrina),

los antagonistas de los receptores CCK-A y/o CCK-B, y con melatonina.
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El segundo apartado se referird a los niveles de nitritos procedentes del
tratamiento de estas células con lorglumida y devazepide (antagonistas CCK-A).

Un ftercer apartado que hard referencia a los resultados obtenidos de los
estudios de apoptosis en estos mismos cultivos tratados de la misma forma.

Todos los experimentos se han realizado al menos por triplicado y por tanto,

los valores representan la media + error estandar de los tres valores obtenidos.

ESTUDIOS DE PROLIFERACION CELULAR

1. Efecto de agonistas y/o antagonistas de los receptores CCK-A/CCK-B.

1.1 Efecto de la Colecistoquinina (agonista del receptor CCK-A).

La figura 10 representa los resultados de la incubacion de las células HT-29
con CCK-8 a las siguientes concentraciones: 1 x 107" M, 1x10°M, 1 x107° M,
2x10° My 5 x 10° M. Los resultados estan expresados en porcentaje del
numero de células que crecen en el control con medio con suero fetal al 2°5% sin
gastrina. Tras 48 horas de tratamiento, se aprecia una estimulacion significativa de

la proliferacion celular con dosis entre 2 x 10° My 5 x 107> M.,
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Figura 10: Efecto de CCK-8 sobre el crecimiento basal de células HT-29,
mediante la determincion de la incorporacién de [PH] Timidina. * p <0°05 vs control.

**p <0°001 vs control.

1.2 Efecto de la Gastrina (agonista del receptor CCK-B).

La figura 11 representa los resultados correspondientes a los experimentos
realizados tras tratar las células HT-29 con [Leu'’]-Gatrina I a las siguientes
concentraciones: 4 x 107" M, 4 x 107° M, 4x 107" M, 4 x 10" My 4 x 107 M.
Los resultados estan expresados en porcentaje del numero de células que crecen
en el control con medio con suero fetal al 2°5% sin gastrina. Tras 48 horas de
tratamiento, no se aprecia estimulacion en el crecimiento basal celular con
ninguna de las dosis. La gastrina no tuvo ningin efecto significativo sobre el

crecimiento basal de las células.
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Figura 11: Efecto de [Leu "]-Gatrin-17 I sobre el crecimiento basal de

células HT-29, mediante la determinacién de la incorporacion de [’H] Timidina.

1.3 Efecto de la Proglumida (Antagonista CCK-A + CCK-B).

Hemos estudiado el efecto de la proglumida a concentraciones comprendidas
entre 5 x 10° M - 8 x 1072 M en el crecimiento de las células HT-29. Este
compuesto afecta su crecimiento basal de forma dosis-dependiente. Las células
fueron sembradas en pocillos. Después de 24 horas, se cambi6 el medio y las
células fueron incubadas con medio que contenia proglumida en las
concentraciones indicadas. Tras 48 horas de incubacion se determino la
incorporacion de [’H] Timidina. Los resultados estan expresados en porcentaje del

numero de células que crecen en el control con medio con suero fetal al 2°5%. La
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proglumida inhibi6 el crecimiento celular con una ICsg entre 6.5 x 10° M y 7 x

107 M (figura 12).
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Figura 12: Efecto de proglumida sobre el crecimiento basal de células HT-

29, mediante la determinacion de la incorporacién de [’H] Timidina.

1.4 Efecto de los antagonistas CCK-A.

a) LORGLUMIDA.

El tratamiento de las células HT-29 con lorglumida a concentraciones entre 1
x 10 M — 1 x 10 M, demostré una inhibicion significativa dosis-dependiente
de su crecimiento. Las células fueron sembradas en pocillos, a las 24 horas se
cambi6 el medio y se incubaron con medio que contenia lorglumida en las
concentraciones indicadas. A las 48 horas se determino la incorporacion de [*H]

Timidina. Los resultados estan expresados en porcentaje del nimero de células
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que crecen en el control con medio con suero fetal al 2°5%. La lorglumida inhibid
el crecimiento de la linea celular con una ICsy de 69 x 10 M - 75 x 107° M, lo

que induce una mayor potencia que en el caso anterior (figura 13).
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Figura 13: Efecto de lorglumida sobre el crecimiento basal de células HT-

29, mediante la determinacion de la incorporacién de [PH] Timidina.

b) DEVAZEPIDE.

Analizamos en este caso el efecto del 1.364,718 6 devazepide en el
crecimiento basal de células HT-29 mediante la medida de incorporacién de [*H]
Timidina. Los resultados estan expresados en porcentaje del nimero de células
que crecen en el control con medio con suero fetal al 2°5%. Se usaron

concentraciones de este antagonista CCK-A entre 1 x 107 My 1 x 107 M,
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obteniendo una inhibicion dosis-dependiente en el crecimiento celular con una

ICso de entre 5 x 10° My 5.5 x 10° M (figura 14).
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Figura 14: Efecto de devazepide sobre el crecimiento basal de células HT-

29, mediante la determinacion de la incorporacién de [°HJ Timidina.

1.5 Efecto de antagonistas CCK-B.

a) L 365.260.

En nuestras condiciones, el 1.365,260 no tuvo ningtn efecto sobre las
proliferacion celular a concentraciones entre 5 x 107" My 1 x 107> M. Las
células HT-29 fueron sembradas en pocillos. Después de 24 horas, se cambio el
medio y se incubaron con el L365,260. Tras 48 horas se determin¢ la
incorporacion de [*H] Timidina (figura 15).

- 161 -



N

o

o
\

150

100 .—.—.ﬁ.ﬁ\—L.

o1
o
\

Incorporacién de *H-Timidina (%)

TN TT B W11 N I W11 N A W11 A W R 11 I W H ||
0 7 6 -5 -4 -3 -2

L 365,260 [M]

Figura 15: Efecto de L365,260 sobre el crecimiento basal de células HT-29,

. . .y . .y 3 ..
mediante la determinacion de la incorporacion de ["H] Timidina.

b) PD135.158.

El PD135,158 tiene una accion antagonista del receptor CCK-B y cierta
accion agonista CCK-A. Aunque por su accion agonista CCK-A podria pensarse
un efecto estimulante del crecimiento celular, al igual que ocurria con el CCK-8,
en nuestras condiciones, sin embargo, el tratamiento de nuestra linea celular con
este compuesto a concentraciones entre 1 x 10 My 1x 107° M no ha modificado

el crecimiento basal celular respecto al grupo control (figura 16).
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Figura 16: Efecto de PD 135,158 sobre el crecimiento basal de células HT-

29, mediante la determinacion de la incorporacién de [’H] Timidina.

2. Efecto de melatonina.

La presencia de melatonina en el medio de incubacién de las células HT-29
induce una disminucion significativa de la proliferacion de las mismas. Estas
células se cultivaron en medio con suero fetal al 2'5% durante 24 horas y
posteriormente se incubaron con concentraciones de melatonina entre 1°7 x 10~
My 4 x 10~ M. La melatonina inhibe la incorporacién de [*H] Timidina de forma
dosis-dependiente. La ICsy de la melatonina se encuentra entre 1°6 x 10°M y 1’8
x 107> M, no habiéndose apreciado efecto sobre el crecimiento celular por debajo

de 25 x 10~ M (figura 17).
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Figura 17: Efecto de melatonina sobre el crecimiento basal de células HT-

29, mediante la determinacion de la incorporacién de [PH] Timidina.

3. Efecto de la melatonina combinada con agonistas y antagonistas de los

receptores CCK-A Y CCK-B.

3.1 Efecto de la gastrina sobre la curva de inhibicion de la melatonina.

La figura 18 representa el porcentaje de incorporacion de [*H]-Timidina a
células HT-29 tratadas con distintas concentraciones de melatonina (entre 6’25 x
10° My 4 x 10~ M) junto con [Leu °]-Gatrina I a dos concentraciones fijas de 4
x 107 M y 4 x 10~ M, respectivamente. Tras 48 horas de tratamiento, se aprecio

un efecto similar al de la melatonina sola sobre el crecimiento celular basal. La

curva es muy similar a la obtenida tras el tratamiento con melatonina, no variando
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el rango para la ICsy (1’6 x 10> M - 1’8 x 10 M) y no detectandose diferencias

significativas con cada una de las distintas concentraciones de gastrina.
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Figura 18: Efecto de melatonina + gastrina sobre el crecimiento basal de

células HT-29, mediante la determinacion de la incorporacion de [*H] Timidina.

3.2 Efectos de la co-incubacion de proglumida (antagonista CCK-A+B) y

melatonina.

a) EFECTO DE LA PROGLUMIDA SOBRE LA CURVA DE INHIBICION

DE LA MELATONINA.
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Estudiamos en primer lugar los cambios en el crecimiento celular basal de
células HT-29 tras tratarlas con melatonina a distintas dosis (6’25 x 10° M - 4 x
10~ M) en presencia de una concentracion fija de proglumida aproximadamente
igual a su ICsq (1 x 107> M), mediante la medida de incorporacién de [*H-
Timidina] (figura 19). Se puede aprecia una importante inhibicioén por parte de la
melatonina sobre el crecimiento celular, mucho mas acusada que cuando
empleamos cada sustancia por separado. En este caso la ICsy para la melatonina

desciende a 4’3 x 107> M.
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Figura 19: Efecto de proglumida 1 x 107 M y melatonina a distintas

concentraciones (6°25 x 107 M - 4 x 107 M) sobre el crecimiento celular basal de HT-
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29. El efecto inhibitorio de proglumida y melatonina juntas es mucho mas acusado,

sumandose la accion de ambas.

b) EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CURVA DE INHIBICION

DE LA PROGLUMIDA.

En un experimento inverso, y para clarificar el efecto potenciador de la
proglumida y melatonina sobre el crecimiento celular, estudiamos el efecto de
distintas dosis de melatonina sobre la curva de inhibicion de la proglumida. La
figura 20 muestra el resultado de tratar la linea celular con proglumida a
concentraciones variables entre 5 x 10~ M y 4 x 1072 M, en presencia de
melatonina a concentraciones fijas de 2 x 10° M, 1 x 10° M, 5 x 10* My 2°5 x

1074 M.
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Figura 20: Efecto del tratamiento de HT-29 conjuntamente con melatonina a
concentraciones fijas (2x 107 M, 1x10° M, 5 x 107 My 2’5 x 107 M) y proglumida a

concentraciones variables (entre 5 x 1072 M y 4x 107 M).

Se puede observar un desplazamiento a la izquierda de la curva de inhibicion
de proglumida por la accién de la melatonina, indicando una inhibicion mas
potente de la proliferacion celular con la combinacion de estos dos productos. Asi
con una concentracion fija de melatonina de 2 x 10 M, la ICs para proglumida
baja a 5 x 107> M. Cuando la concentracion de melatonina es de 1 x 107 M, esta
ICso pasaa 1.3 x 107 M, que es de 6.2 x 10~ M en presencia de melatonina 5 x
10~* M, que no difiere significativamente de su valor en ausencia de melatonina

(6.5 x 107 M).
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3.3 Efectos de la co-incubacion de lorglumida o devazepide (antagonistas

del receptor CCK-A) y melatonina.

a) EFECTO DE LA LORGLUMIDA SOBRE LA CURVA DE INHIBICION

DE LA MELATONINA.

Exponemos, en primer lugar, los resultados obtenidos tras la incubacién de
las células HT-29 con melatonina a dosis entre 6’25 x 10° My 4 x 107 M, en

presencia de una concentracion fija de lorglumida de 75 x 107° M.

En este caso, se observa una sumacion de los efectos de ambos compuestos,
disminuyendo la ICs, para la melatonina, que desciende a 1°2 x 10~ M (figura

21).
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Figura 21: Curva de inhibicion de melatonina en presencia de lorglumida 75

x 1070 M (ICsy).

b) EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CURVA DE INHIBICION

DE LA LORGUMIDA.

Al igual que en el caso de la proglumida, se hicieron una serie de
experimentos en los cuales se estudi6 el efecto de dosis fijas de melatonina sobre

la curva de inhibicion de la lorgumida.
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Figura 22: Curva de inhibicion de lorglumida en presencia de diferentes

concentraciones de melatonina.
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La figura 22 muestra el resultado de tratar las células HT-29 con lorglumida a
dosis entre 1 x 10° My 5 x 10~ M en presencia de concentraciones fijas de
melatonina de 2 x 10° M, I x 10° M, 5 x 10°* My 2’5 x 10~* M. Se produce un
significativo desplazamiento a la izquierda de la curva de inhibicion de la
lorglumida, indicando un descenso de su ICsy. Asi, a una concentracion de
melatonina de 2 x 10~ M, la ICs para la lorglumida desciende a 1°2 x 1077 M,
mientras que a una concentracion de melatonina de 1 x 10~ M, le corresponde
una ICs de la lorglumida de 6.5 x 107® M. En presencia de 5 x 107 M de
melatonina, la ICs de la lorglumida es 3’3 x 107> M. Finalmente, con melatonina
2'5%x 107 M, la ICsg de lorglumida no difiere significativamente de la de la

lorglumida sola (69 x 107 M).

¢) EFECTO DEL DEVAZEPIDE SOBRE LA CURVA DE INHIBICION DE

LA MELATONINA.

El devazepide y la melatonina producen una inhibicién del crecimiento celular
basal de HT-29 de forma individual. Al incubar dichas células con melatonina a
distintas dosis (625 x 10~ M - 4 x 10~ M), en presencia de una concentracion
fija de devazepide de 7 x 107° M (préxima a su ICs), se observa una mayor

inhibicion del crecimiento celular por parte de la melatonina.
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Figura 23: Curva de inhibicion de melatonina en presencia de devazepide 7

x10° M.
Asi, en este caso, la ICsy de la melatonina pasa a ser de 9°7 x 107 M.

d) EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA CURVA DE INHIBICION

DEL DEVAZEPIDE.

La figura 24 corresponde al tratamiento de la linea celular con devazepide a
concentraciones variables entre 1 x 10~ My 2 x 107> M, en presencia de
melatonina a concentraciones fijas de 2 x 10° M, 1 x 10° M, 5 x 10* My 2°5 x
10" M. Se puede observar que, al igual que en casos anteriores, la curva de
inhibicion del devazepide se desplaza a la izquierda con concentraciones
crecientes de melatonina, indicando una disminucidn significativa de los valores
de ICs( para esta ultima. Asi con una concentracion fija de melatonina de 2 x 107

M, la ICsy para devazepide es de 1°7 x 10~ M. Cuando la concentracién de
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melatonina es de 1 x 10~ M, esta ICsp pasa a un valor de 2°3 x 107 M. A una
concentracién de melatonina de 5 x 107 M, la ICsg para el devazepide es de 1’8 x

107° M, todavia significativamente diferente de la del devazepide s6lo (5.1 07°M).
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Figura 24: Curva de inhibicion de devazepide en presencia de diferentes

concentraciones de melatonina.

4. Resumen de los datos de ICs, obtenidos en los experimentos anteriores.

En las tablas siguientes se representan los valores de las medias =+ errores
estandar de las ICsp obtenidas en todos los experimentos descritos anteriormente,
asi como el grado de significacion estadistica de acuerdo con las distintas dosis

empleadas.
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Agonista Antagonista
CCK-A CCK-B CCK-A/CCK-B CCK-A CCK-B
CCK-8 () - — — —
Gastrina-17 -—-- 0 — — ——-
Proglumida -— —— 65+02 x10°M — —-
Lorglumida 69+0.1x10°M
Devazepide 51+02x10%°M
L.365,260 -—-- — — — 0
PD135,158 -—-- —-- — —— 0

(*): estimula la proliferacion celular

Tabla XXIII: Valores de las ICsy (M) para cada uno de los distintos compuestos

empleados en el tratamiento de las células HT-29

Tabla XX1V: Valores de las ICsy para la melatonina.

Compuesto

ICso

Melatonina

Melatonina + Gastrina 400 pM
Melatonina + Gastrina 4000 pM
Melatonina + Proglumida 10 mM
Melatonina + Lorglumida 75 pM

Melatonina + Devazepide 7 uM

1.7+£0.04x 10° M

1.7+£0.04x 10° M

1.7+£0.04x 10° M
43+0.06 x 10° M**
1.2+ 0.02 x 107 M**

9.7 +0.03 x 10° M**

**P<(0.0001 vs melatonina
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Tabla XXV: Valores de las ICsy de las curvas de inhibicion de los antagonistas

CCK-A y/o CCK-B en presencia de melatonina

Compuesto

ICso

Proglumida
Proglumida + Melatonina 0.5 mM
Proglumida + Melatonina 1 mM

Proglumida + Melatonina 2 mM

Lorglumida
Lorglumida + Melatonina 0.5 mM
Lorglumida + Melatonina 1 mM

Lorglumida + Melatonina 2 mM

Devazepide
Devazepide + Melatonina 0.5 mM
Devazepide + Melatonina 1 mM

Devazepide + Melatonina 2 mM

65+£02x10°M
6.2+0.03x10° M
13£0.02x10°M

5+0.04 x 107 M**

6.9+0.07+0.1x10°M
33+0.05x10°M
6.5+ 0.03 x 107 M**

1.2+0.06 x 107 M**

51+£008+02x10°M
1.8+0.05x 10° M*
2.3+£0.05x 107 M**

1.7£0.1 x 107 M**

* P< 0.001 vs devazepide; **P<0.0001 vs proglumida, lorglumida o

devazepide
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Valores ICs de los distintos productos combinados con melatonina en el
tratamiento de HT-29. En la columna correspondiente a melatonina se refleja el
valor al que desciende la ICsy para ésta al tratar la linea celular con la ICsg del
producto combinado con ella. Por el contrario, en la casilla correspondiente a cada
producto en concreto, se representa el valor al que desciende la ICsy del mismo al

combinarlo con la ICsy de melatonina.

DETERMINACION DE NITRITOS.
En este apartado, exponemos el efecto de la administracion de distintas dosis
de lorglumida y L364,718 sobre los niveles de nitritos en el sobrenadante del

cultivo celular HT-29 tratado con estos productos.

1. Efecto de la lorglumida.

La lorglumida induce una disminucion dosis-dependiente de los niveles de

nitritos respecto del grupo control en las células HT-29.
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Figura 25: Efecto de la lorglumida sobre los niveles basales de nitritos en el
sobrenadante de cultivos HT-29.
Se realizaron experimentos con concentraciones crecientes de lorglumida
(entre 1 x 10° My 5 x 107*M). La figura 25 representa los cambios en el
porcentaje de nitritos, apreciandose un descenso evidente en sus niveles a partir de

una concentracion 1 x 107 M.

2. Efecto del devazepide.

La incubacion con devazepide produce una dimsinucion dosis-dependiente de
los niveles de nitritos en las células HT-29 respecto del grupo control. Se

realizaron experimentos con concentraciones crecientes de devazepide (entre 1 x

107 My2x 107 M).
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Figura 26: Efecto del devazepide sobre los niveles basales de nitritos en el

sobrenadante de cultivos HT-29.

La figura 26 representa el porcentaje de nitritos con cada concentracion de
devazepide respecto del grupo control. Se aprecia un descenso evidente en la

concentracién de nitritos a partir de una dosis de devazepide 1x 107° M.

DETERMINACION DE APOPTOSIS Y NECROSIS.

Las modificaciones de viabilidad celular cuando incubamos las células HT-29
en presencia de los distintos compuestos estudiados se analizaron mediante un kit
de deteccion de apoptosis, el Genzyme TACSTM Annexin V, que utiliza Anexina
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V conjugada para citometria de flujo con el fin de identificar los cambios que se

producen precozmente en la superficie celular durante los procesos de apoptosis.

En cambio, las células necréticas captan ioduro de propidio (Material y Métodos).

1. Grupo control.

La figura 27 muestra el porcentaje de células que presentan apoptosis (10’8

%) y necrosis (14’39 %) dentro del grupo control de células HT-29 incubadas

unicamente con medio con suero fetal al 10 % en las primeras 24 horas y con

medio con suero fetal al 2’5 % en las 18 horas restantes, segtin lo especificado en

el apartado “Material y Métodos”. Las células con apoptosis precoz son marcadas

por su union a la Anexina V, mientras que las que experimentan fenémenos de

necrosis, que en este caso son el 14°39 %, incorporan ioduro de propidio.
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Figura 27: Porcentaje de células apoptoticas (10°8 %) y necroticas (14’39 %)

determinadas en el grupo control de células HT-29.

2. Efecto de antagonistas CCK-A v CCK-B.

2.1 Proglumida.

Hemos empleado tres dosis en torno a la ICsy de proglumida obtenida en los
experimentos de incorporacion de [*H-Timidina], para comprobar el efecto de este
antagonista CCK-A y CCK-B sobre la linea HT-29. Para una concentracién de
proglumida 1 x 10~ M obtenemos un porcentaje de adhesion a Anexina V del
55’52 %, mientras que la incorporacion de ioduro de propidio es de 37’81 %. Con
proglumida 1 x 102 M el porcentaje de apoptosis obtenido es del 64’83 %, y el de

necrosis de 30°65 %.
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Figura 28: Porcentaje de apoptosis y necrosis en células HT-29 tratadas con proglumida

1 x10°My 1 x107° M.
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Figura 29: Porcentaje de apoptosis y necrosis en células HT-29 tratadas con

proglumida 2 x 107 M.

La maxima concentracion de proglumida empleada es 2 x 107> M, siendo el

porcentaje de apoptois resultante 72’08 %, y el de necrosis 20°86 %.

2.2 Lorglumida.

El tratamiento con lorglumida de HT-29 produce una inhibicion del
crecimiento celular basal a dosis crecientes como hemos observado anteriormente.
Cuando analizamos el papel que desempefia respecto a estos procesos de muerte
celular, encontramos que a concentraciones crecientes 25 x 10°° M, 75 x 10°M
y 15 x 10~ M no hay grandes variaciones en el porcentaje de células apoptoticas
detectadas, estando éste entre 60-73 %. También el porcentaje de células
necroticas se encuentra en un rango entre 26-38 % para todas las concentraciones.

Una concentracion 25 x 107° M induce apoptosis en el 60°97 % y necrosis en un
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32779 %. Lorglumida a una concentracion 75 x 10°° M (proxima a la 1Csg) induce
un porcentaje de apoptosis en nuestra linea celular de 7276 %, mientras que el de
necrosis es de 26°07 %. Lorglumida 15 x 107 M induce la adhesion de Anexina V

en un 69712 %, y la incorporacién de ioduro de propidio en un 37°8 %.
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Figura 30: Porcentaje de apoptosis y necrosis en células HT-29 tratadas con lorglumida
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Figura 31: Porcentaje de apoptosis y necrosis en células HT-29 tratadas con lorglumida

75 x10°My 15 x107 M.

2.3 Devazepide 6 1L.364,718.

Este antagonista del receptor CCK-A produce una inhibicion del crecimiento
basal de HT-29 a dosis crecientes, e induce apoptosis en un porcentaje que no
varia significativamente para ninguna de las tres dosis empleadas, siendo éste del
64 — 70 %. El porcentaje de necrosis identificada tampoco experimenta

variaciones, estando entre el 32 — 38 %.

Para una concentracion de devazepide 1x 107° M, se evidencia un porcentaje
de unién a Anexina V de 69°16 % y a ioduro de propidio de 32’18 %. El
tratamiento de esta linea celular con devazepide 7 x 107 M (proxima a la ICsy),
provoca un porcentaje de apoptosis de 64’35 % y de necrosis de 37’14 %. Tras el
tratamiento durante 18 horas de HT-29 con devazepide 1 x 10~ M, la union a

Anexina V se produce en un 65°04 y a ioduro de propidio en un 33°99 %.
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Figura 32: Porcentaje de apoptosis y necrosis en células HT-29 tratadas con

devazepide 1x 10° M.
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Figura 33: Porcentaje de apoptosis v necrosis en céldas HT-29 tratadas con

devazepide 7 x 10 My 1 x 107 M.

3. Efecto de melatonina.
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El tratamiento con melatonina de HT-29 a una concentracion 5 x 10~ M
inhibe el crecimiento celular basal de las mismas aproximadamente un 20 %
respecto del grupo control, pero no produce variaciones significativas en el
porcentaje de apoptosis (16’7 %) y necrosis (14’31 %) respecto del grupo control.
Con el tratamiento con melatonina a concentraciéon 1 x 10 M, el porcentaje de
adhesion a Anexina V pasa a ser de 24’43 %, mientras que la unién a ioduro de
propidio se produce en un 67°82 %. Para una concentracién de melatonina 2 x

107 M (proxima a ICs), el porcentaje de incorporacion de ioduro de propidio
apenas varia respecto al caso anterior, siendo de 61°28 %; en cambio, el

porcentaje de union a Anexina V aumenta practicamente al doble, siendo ahora de

40°04 %.
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El tratamiento de la linea celular durante 18 horas con melatonina 4 x 10~ M

proporciona un porcentaje de células necrdticas mucho menor (20°78 %), en

cambio el porcentaje de células apoptoticas aumenta al 50’7 %.

4. Efecto de melatonina + antagonistas CCK-A y CCK-B.

4.1 Melatonina + proglumida.

El efecto de proglumida y melatonina sobre el crecimiento celular basal de

HT-29 era complementario en los estudios de incorporacién de [*H-timidinal,

sumandose las acciones inhibitorias de ambos. Cuando empleamos una

concentracion de melatonina 2 x 10~ M junto con una de proglumida 1 x 107 M

durante 18 horas, el porcentaje de células que se unen a Anexina V es de 70’77 %.

En cambio, las células que incorporan ioduro de propidio son de 24’13 %.
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Figura 36: Porcentaje de apoptosis y necrosis en HT-29 tratadas con melatonina 2 x

107 My proglumida 1 x 107 M conjuntamente.
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Si la concentracién de melatonina es 1 x 107 M se administra junto con
proglumida 1 x 107> M el porcentaje de apoptosis que determinamos es 79°9 %, y

el de necrosis 19°44.
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Figura 37: Porcentaje de apoptosis y necrosis en HT-29 tratadas con melatonina 1 x
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Respecto al efecto sobre la muerte celular de HT-29 tras el tratamiento con

melatonina 1 x 107 M y proglumida 1 x 107> M, el porcentaje de células

apoptoticas aumenta 84’72 %, mientras que el de células necroticas desciende a

12°75 %.

4.2 Melatonina + lorglumida.

El efecto de lorglumida y melatonina sobre el crecimiento celular basal de

HT-29 era complementario en los estudios de incorporacion de [*H-timidina],

sumandose las acciones inhibitorias de ambos. Cuando empleamos una

concentracién de melatonina 2 x 10~ M junto con una de lorglumida 1 x 10° M

durante 18 horas, el porcentaje de células que se unen a Anexina V es 53’33 %.
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Figura 38: Porcentaje de necrosis y apoptosis en células HT-29 tratadas con melatonina

2 x 107 M conjuntamente con lorglumida 1 x 107 M.

En cambio, las células que incorporan ioduro de propidio son el 29°86 %. Si la

concentracion de melatonina es 1 x 10~ M y se administra junto con lorglumida 1

x 107 M, el porcentaje de apoptosis que determinamos es 57°21 %, y el de

necrosis 46’55 %.
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Figura 39: Porcentaje de necrosis y apoptosis en células HT-29 tratadas con melatonina
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1 x 107 M conjuntamente con lorglumida 1 x 107 M; y melatonina 1 x 107 M

conjuntamente con lorglumida 75 x 107° M

En cuanto al efecto sobre la muerte celular de HT-29 tras el tratamiento con
melatonina 1 x 107 M y lorglumida 75 x 10°° M, el porcentaje de células

apoptdticas aumenta a 65’36 %, mientras que el de células necréticas es de
30°72%.

4.3 Melatonina + devazepide.

El efecto de devazepide y melatonina sobre el crecimiento celular basal de
HT-29 era complementario, sumandose las acciones inhibitorias de ambos en los
experimentos de proliferacion celular. Cuando empleamos una concentracion de
melatonina 2 x 10~ M junto con una de devazepide 1 x 10”7 M durante 18 horas,
el porcentaje de células que se unen a Anexina V es 34°78%. En cambio, las
células que incorporan ioduro de propidio son el 35’53 %. Si la concentracion de
melatonina es 1 x 10~ M y se administra junto con devazepide 1 x 107° M, el

porcentaje de apoptosis que determinamos es 45’87 %, y el de necrosis 38’65 %.
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Figura 40: Porcentaje de apoptosis y necrosis en células HT-29 tratadas con melatonina

2 x 107 M junto con devazepide 1 x 107 M.

Tras el tratamiento con melatonina 1 x 10~ M y devazepide 7 x 10° M, el
porcentaje de células apoptoticas aumenta a 60°43 %, mientras que el de células

necroticas es de 29°54%.
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Figura 41: Porcentaje de apoptosis y necrosis en células HT-29 tratadas con melatonina

1 x 107 M junto con devazepide 1 x 107° M; y con melatonina 1 x 10~ M junto con

devazepide 7 x 107° M.

5. Resumen de los porcentajes de apoptosis vy necrosis obtenidos en los

experimentos anteriores.
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Tabla XXVI: Porcentajes de apoptosis y necrosis presentes en las células HT-29

cultivadas en presencia de los compuestos indicados

Compuesto Apoptosis (%) Necrosis /%)
Control 10.80 14.39
Proglumida 1 mM 55.52 37.81
Proglumida 10 mM 64.83 30.65
Proglumida 20 mM 72.08 20.86
Lorglumida 25 uM 60.97 32.79
Lorglumida 75 uM 72.60 26.07
Lorglumida 150 uM 69.12 37.80
Devazepide 1 uM 69.16 32.18
Devazepide 7 uM 64.35 37.14
Devazepide 10 uM 65.04 33.99

Tabla XXVII: Porcentajes de apoptosis y necrosis presentes en las células HT-29

cultivadas en presencia de los compuestos indicados
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Compuesto Apoptosis (%) Necrosis (%)
Control 10.80 14.39
Melatonina 0.5 mM 16.70 14.31
Melatonina 1 mM 24.43 67.82
Melatonina 2 mM 40.04 61.28
Melatonina 4 mM 50.70 20.78
Melatonina 1 mM +

Proglumida 10 mM 84.72 12.75
Melatonina 1 mM +

Proglumida 1mM 79.91 19.44
Melatonina 2 mM +

Proglumida 1mM 70.77 24.13
Melatonina 1 mM +

Lorglumida 10 uM 57.21 46.55
Melatonina 1 mM +

Lorglumida 75 uM 65.36 30.72
Melatonina 2 mM +

Lorglumida 1 uM 53.33 29.86
Melatonina 1 mM +

Devazepide 0.1 uM 45.87 38.65
Melatonina 1 mM +

Devazepide 7 uM 60.43 29.54
Melatonina 2 mM +

Devazepide 0.1 uM 34.78 35.53
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IV. DISCUSION

En este trabajo, hemos utilizado células HT-29 de cancer de colon humano
que expresan receptores CCK-B (Lebovitz y cols., 1994). Sembrando 15.000
células por pocillo en una placa de 96, con una concentraciéon en el medio de
cultivo de 2°5% de suero fetal, se investigé el efecto de estos compuestos sobre la
proliferacion celular mediante la determinacion de ['H] timidina. Se ha
comprobado, que las células eran confluentes tras las primeras 24 horas del
cultivo y que, en este caso, estaban sincronizadas fundamentalmente en fase Gj-
Gy antes de la adicion del producto investigado. Para determinar las condiciones
Optimas de cultivo, se realizaron experimentos preliminares variando el nimero de
células sembradas por pocillo, la concentracion de suero fetal en el medio de
cultivo y los dias de tratamiento con estos productos. En los estudios de
citotoxicidad es suficiente, para ver el efecto de una droga, un periodo de
incubacion de 36-48 horas con la sustancia tras un periodo de 24 horas para que se
dividan y alcancen la fase exponencial (Skenan, 1995). Estas condiciones fueron
empleadas en los experimentos realizados, que se llevaron a cabo por triplicado al
menos dos veces.

El tratamiento durante 48 horas de estos cultivos celulares en pases tempranos
con gastrina-17 a concentraciones entre 4 x 10° M y4x 10" M, no ha supuesto
ninguna alteracién en la proliferaciéon de los mismos respecto a los controles.
Estas concentraciones de gastrina incluyen el rango fisiologico de las
concentraciones de gastrina sérica en el hombre (Kusyk CJ y cols., 1986; Palmer

Smith y cols., 1989; Mauss y cols., 1994). En cambio, tras la administracion, en
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las mismas condiciones, de CCK-8 a dosis entre 1 x 10° M yS5x 107 M, si se
aprecié un aumento significativo, aunque leve en la proliferacion celular.

Ademas, hemos estudiado el efecto sobre la proliferacion celular en la linea
HT-29 de antagonistas no selectivos y selectivos de los receptores CCK-A y
CCK-B, determinando la incorporacién de timidina marcada con tritio radiactivo
durante el proceso de sintesis del ADN. Hemos observado que estos antagonistas
de los receptores CCK-A y CCK-B como proglumida y otros especificos del
receptor CCK-A como lorglumida y L364,718, inhiben la proliferacion de estas
células.

Muchos estudios descritos en la literatura establecen que la gastrina estimula
el crecimiento de algunas lineas celulares de cancer de colon (Kusyk CJ y cols.,
1986; Watson y cols., 1988; Smith y Solomon, 1988; Watson y cols., 1989; Guo y
cols, 1990; Hossein y cols., 1990; Mauss y cols., 1994; Bold y cols., 1994). No
obstante, todavia no se conocen con exactitud los sistemas a través de los cuales
ejerce esta influencia sobre la proliferacion celular. Este fendmeno puede indicar
que algunas lineas celulares tengan sitios de union especificos para gastrina,
mientras otras no (Singh y cols., 1985; Mauss y cols., 1994). Asi, Mauss y
colaboradores (1994) encontraron que la gastrina-17 puede estimular el
crecimiento en la linea celular HT-29, que presenta sitios especificos de union
para este compuesto, mientras que otras lineas celulares que no los poseen no se
afectaban (T84, HCT116).

Guo y colaboradores (1990), sefialan que algunas lineas celulares de cancer
colorrectal como MC-26 (raton) 6 L,V, (humana), pueden presentar receptores
para gastrina en los primeros pases del cultivo. Sin embargo, a medida que los

pases aumentan se pueden perder los receptores y disminuir o desaparecer el
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efecto de la gastrina sobre los mismos. También apuntan la posibilidad de que las
células de cancer de colon con muchos pases produzcan sus propios factores
autocrinos de crecimiento, de forma que muestran menor respuesta a la adicion
exodgena de hormonas y factores de crecimiento. En cambio, al usar anticuerpos Ig
G frente a gastrina no se inhibe el crecimiento de células MC-26, lo que sugiere
que estas células no expresan un péptido similar a gastrina que pueda ser
reconocido por estos anticuerpos. Asi, aunque obtienen efectos significativos en el
descenso del crecimiento celular con dosis altas de antagonistas de los receptores
CCK-A y CCK-B como proglumida y benzotrip (antagonista CCK-B, derivado
del triptofano), postulan que puede deberse a efectos no especificos de los
mismos.

Bold y colaboradores (1994), encontraron que la gastrina-17 I estimulaba el
crecimiento de células L,V, de cancer de colon humano, pero este efecto tréfico
no era abolido por antagonistas del receptor CCK-A ni del CCK-B. Asimismo, la
gastrina estimulaba la produccion de AMPc en esas células. Concluyeron que
probablemente, la gastrina interactua con un receptor distinto del CCK-A 6 CCK-
B, que es responsable de la regulacion del crecimiento celular.

Ishizuka y colaboradores (1992) evidenciaron que la gastrina estimula el
crecimiento de células de cancer de estomago a través de un mecanismo que
requiere el incremento de los niveles intracelulares de calcio. Sin embargo, las
vias especificas de traduccién de la sefal por las que la gastrina regula el
crecimiento de células de cancer de colon puede cambiar y podria ser importante
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en pacientes con cancer de
colon. Ishizuka y colaboradores (1994), observaron que la gastrina-17 estimulaba

la produccion de AMPc en células de cancer de colon humanas como las L,V,,
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COLO320 y HCT116 (presenta un efecto estimulador del crecimiento en las dos
primeras e inhibidor en la ultima), mientras que estimulaba la hidrolisis de
fosfatidil-inositol y la movilizacién del calcio intracelulares en células HT-29.
Dedujeron que la gastrina-17 parece regular el crecimiento de células de cancer de
colon humano a través de receptores ligados a vias de traduccion de la sefial que
son especificas para cada tipo celular.

Algunos investigadores han verificado un papel importante de algunos
intermediarios del procesamiento de progastrina en el crecimiento del cancer de
colon (Ciccotosto y cols., 1995). Incluso algunos laboratorios han demostrado
experimentalmente que la gastrina 17 glicino-terminal (G-Gly), tiene efectos
biologicos y ejerce acciones mitdogenas en células de cancer de colon (Seva y
cols., 1994; Singh y cols., 1994; Singh y cols., 1995), identificando incluso
receptores en algunas lineas celulares de cancer de colon que median el efecto
estimulador del crecimiento de la G-Gly y que son distintos del receptor para la
hormona madura (Singh y cols., 1995; Stepan y cols., 1996). Todo esto, junto al
hecho de que la G-Gly se puede encontrar en altas concentraciones durante el
desarrollo de tumores intestinales, permite sugerir un posible papel de estos
péptidos intermedios en la diferenciacion y el crecimiento intestinal.

Un estudio encuentra ciertos tipos de tumores humanos que expresan
receptores CCK-B (carcinomas medulares de tiroides, canceres de pulmén de
células pequenas, astrocitomas y canceres de ovario) y, en menos ocasiones,
receptores CCK-A (meningiomas, neuroblastomas y, sobre todo, tumores
gastroenteropancreaticos); no encontraron estos receptores en los canceres
colorrectales investigados aunque se sabia que sintetizaban progastrina (Reubi y

cols., 1997).

-203 -



En algunas lineas celulares de cancer de colon se ha demostrado inicamente
la presencia de proteinas de unién de gastrina de aproximadamente 33-40 kDa
(Chicione y cols., 1989), a pesar de la existencia de multiples formas moleculares
de estos receptores en tejidos diana normales. Estas células de mucosa colonica
responden a los efectos de la gastrina sobre el crecimiento celular in vitro (Sirinek
y cols., 1985). Narayan y colaboradores (1992) demostraron la existencia de un
nimero significativo de lugares de alta afinidad (Kd < InM) para la
gastrina/péptidos CCK en membranas de mucosa colonica de cerdo, la mayoria de
los cuales estdn presentes en una banda de aproximadamente 45 kDa. Es posible
que estas proteinas de unidn estén presentes en células que controlan la respuesta
al crecimiento, mientras otras formas de este receptor se expresen en otras
poblaciones celulares de la mucosa coldnica. También encontraron bastantes
receptores de baja afinidad (Kd ~ 1-3 puM) para la union de gastrina,
denominandose estos receptores respectivamente Tipo I y Tipo II. Ambos son
aparentemente especificos para la union de péptidos tipo gastrina/CCK, pudiendo
asi explicar los efectos biologicos de estas hormonas en células de la mucosa

colonica.

Imdahl y colaboradores (1995), investigaron un posible efecto proliferativo
autocrino de gastrina en carcinomas de colon, asi como el receptor responsable de
este hecho. Comprobaron la presencia de fragmentos de progastrina en
carcinomas colorrectales, lo que se podria explicar por este efecto proliferativo
autocrino de los mismos. Ademas, encontraron que la proteina de unién implicada
en esta accion era mas similar al receptor de baja afinidad gastrina/CCK-C que al
gastrina/CCK-B. También Biagini y colaboradores (1997), estudiaron células de

tejido colonico normal y tumoral asi como muestras de metastasis hepaticas
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encontrando que el ARNm de gastrina se expresaba en el 86’5% de los tumores
investigados y que el receptor envuelto en esta hipotética accion proliferativa
autocrina era probablemente el CCK-C, ya que su ARNm se expresaba tan
frecuentemente como el de gastrina en estos tumores coldnicos. Otros autores,
han encontrado receptores para gastrina glicino-terminal que median este efecto
trofico en lineas celulares de cancer de colon humano (L,V, y HT-29), pudiendo
ser los responsables del crecimiento en el cancer de colon (Stepan y cols., 1999).

Los receptores CCK-A y CCK-B muestran una alta afinidad por el agonista
endogeno colecistoquinina octapéptido COOH-terminal (CCK-8s), pero se pueden
distinguir por la hormona peptidica endégena selectiva para el receptor CCK-B,
gastrina-17. Ademas, el receptor CCK-A presenta una afinidad de 500 a 1000
veces mayor por los analogos sulfatados, sobre todo el octapéptido sulfatado de
colecistoquinina (CCK-8s). En nuestro estudio, el tratamiento con CCK-8s
ocasiond un incremento en la proliferacion de HT-29 de aproximadamente un
40% para una concentracion alta de este agonista (5 x 10° M), no afectandose el
crecimiento celular con concentraciones inferiores a 1 x 10° M.

La proglumida, un derivado del acido glutaramico (Rovati, 1976; Makovec y
cols., 1985), es un antagonista de los efectos secretorios (Magous y Bali, 1983) y
troficos de la gastrina en células gastrointestinales normales (Johnson y Guthrie,
1984; Makovec y cols., 1985) y en carcinomas colorrectales (Beuchamp y cols.,
1985; Smith y Solomon, 1988; Mauss y cols., 1994). Es un inhibidor competitivo
especifico tanto de gastrina (Magous y Bali, 1983) como de colecistoquinina
(Williams y cols., 1983; Jensen y cols., 1985). Inhibe la accion de ambas
aparentemente por inhibicion de la union de estas dos hormonas a sus respectivos

receptores celulares de membrana (Magous y Bali, 1983; Williams y cols., 1983).
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Estudios previos han demostrado que la proglumida puede inhibir el crecimiento
basal de lineas celulares de carcinoma de colon (Smith y Solomon, 1988; Hossein
y cols., 1990; Mauss y cols.,, 1994). En ratones xenotransplantados, este
antagonista inhibe el crecimiento basal tumoral en ausencia de estimulacion
exdgena (Johnson, 1977), aumentando ademds la supervivencia en ratones con
cancer de colon MC-26 (Beauchamp y cols., 1985). Sin embargo, para Smith y
Solomon (1988) so6lo inhibe el crecimiento tumoral estimulado por pentagastrina.

En nuestra linea celular, proglumida inhibe el crecimiento basal celular de
forma significativa y dosis dependiente (Mauss y cols., 1994). Apreciamos una
disminucion en la proliferacion de aproximadamente el 90% con una dosis de 2 x
10 M, y obtenemos una ICsy entre 6’5 x 10° M y 7x 10> M. No se aprecian
cambios en la curva de incorporacion de timidina con concentraciones inferiores a
1 x 10° M. Se necesitan por tanto dosis altas de este compuesto para obtener esta
respuesta. La accion de este antagonista, al menos a estas concentraciones
correspondientes a la ICsy, no puede ser atribuido a un efecto toxico celular
irreversible, lo que se confirma mediante tincién con azul tripan.

La lorglumida es un derivado del acido 5-(dipentilamino)-5-oxo-pentanoico
que actia como un potente antagonista no peptidico de la colecistoquinina
(Makovek y cols., 1987; Scarpignato y cols., 1989). Es un antagonista
competitivo, especifico, reversible y potente para CCK-8 en varios modelos “in
vitro” e “in vivo”. Su efecto sobre los receptores CCK-A es mucho mayor que el
de proglumida (Makovec y cols., 1986). En algunos estudios se ha demostrado
que bloquea el crecimiento estimulado por gastrina de células humanas
pancreaticas ARJ42J (Seva y cols., 1990) y el crecimiento basal de células

gastricas humanas MKN45G (Watson y cols., 1992). Esto indicaria que este
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antagonista puede inhibir el crecimiento tumoral estimulado por gastrina de
tumores gastrointestinales de una forma endocrina y otra paracrina, lo que seria
clinicamente beneficioso para el tratamiento de tumores gastrointestinales que
responden a gastrina. Ademas, por su relativa baja toxicidad y porque es activo
también tras ser administrado oralmente, lorglumida es un buen candidato para su
uso terapéutico en el hombre.

Sperti y colaboradores (1994) investigaron el efecto de la caeruleina (analogo
de CCK) y de la lorglumida en la carcinogénesis pancreatica inducida por 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA). La incidencia de céancer pancreatico se
incrementaba significativamente cuando se administraba caeruleina tras el
DMBA. En cambio, la lorglumida inhibia significativamente los efectos de la
caeruleina y reducia el crecimiento tumoral cuando era inyectada tras la
exposicion al carcindgeno. En otros estudios, se ha evidenciado que la lorglumida
inhibe el efecto estimulador de la CCK sobre tumores pancreaticos en ratas
(Meijers y cols., 1992). Asi mismo, disminuye el crecimiento de la linea G401
correspondiente a un tumor renal humano de Wilms, y presenta también un efecto
inhibitorio similar en células de adenocarcinoma colénico humano HCT-116
(Blackmore y cols., 1994).

En nuestro ensayo, la lorglumida inhibe el crecimiento basal de células HT29
de forma significativa y dosis dependiente. Obtenemos una ICso de 69 x 10° M -
75 x 10°® M y una inhibicién del crecimiento proxima al 100% con una
concentracion aproximadamente 1 x 10™* M, son necesarias por tanto dosis mucho
mas bajas de este compuesto que de proglumida para obtener esta respuesta. La

accion de este antagonista a estas concentraciones, tampoco puede ser atribuido a
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un efecto toxico celular irreversible, como se confirma mediante tinciéon con azul
tripan.

Otra clase de potentes antagonistas de los receptores de colecistoquinina y
gastrina han sido desarrollados a partir de un andlogo benzodiazepinico aislado
del Aspergillus alliaceus, la aspercilina (Chang y cols., 1985). En esta familia,
L364,718 ha sido el mas potente antagonista del receptor CCK® pancreatico
encontrado hasta ahora, con la misma afinidad que el péptido sintético CCKg.
Usado a concentraciones micromolares, puede inhibir la unién de gastrina y
antagonizar eventos biologicos inducidos por péptidos gastrinicos como
contracciones musculares gastricas suaves (Huang y cols.,, 1989). Es un
extremadamente potente, competititivo y especifico antagonista de los receptores
CCK periféricos. Su potencia, actividad oral y larga duracion de acciéon en
estudios in vivo, favorecen su potencial aplicacion desde el punto de vista
terapéutico como antagonista de la colecistoquinina (Chang y Lotti, 1986). Seva y
colaboradores (1990), estudiaron y confirmaron la implicacion del receptor CCK-
B en la respuesta proliferativa de células AR42J a la gastrina. Encontraron que
mientras la lorglumida inhibia esta accion de la gastrina, el compuesto L364,718,
a una concentracion que ocupaba totalmente los receptores CCK-A, no afectaba a
los CCK-B ni ejercia esta accion. Thumwood y colaboradores (1991),
investigaron el efecto sobre la proliferacion celular de varias lineas celulares del
L364,718, evidenciando una inhibiciéon de la misma en algunas lineas. Se ha
observado que el devazepide inhibe el crecimiento del cancer pancratico humano
SW-1990 (Smith y cols., 1990). El tratamiento de nuestras células HT-29 con

L.364,718 provoca una inhibicion significativa de la proliferacion celular basal con
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una dosis ICso de entre 5 x 10°M-55x%x10° M, es decir con una concentracion
mas baja que los anteriores antagonistas investigados.

Otro compuesto de este tipo es el L365,260 que parece ser un potente
antagonista del receptor CCK-B/gastrina. Exhibe una afinidad 1000 veces menor
que su homodlogo, L364,718, por los receptores CCK-A, por lo que ambas
sustancias son la base experimental para la distincion entre los receptores CCK-A
y CCK-B/gastrina (Lotti y Chang, 1989; Roche y cols., 1991 [II]). Algunos
autores encuentran que L.365,260 inhibe el crecimiento estimulado por gastrina de
HT-29, aunque no influye en el crecimiento basal celular en ausencia de gastrina
(Mauss y cols., 1994). En cambio, en nuestro experimento, el compuesto
L.365,260, empleado a las mismas concentraciones que el devazepide, no afecta el
crecimiento basal de estas células, permaneciendo éste inalterado respecto del
grupo control.

Por otra parte, hemos valorado el efecto de otro compuesto que también actia
como antagonista de los receptores CCK-B/gastrina, aunque posee cierto efecto
agonista CCK-A que se traduce en una estimulacion de la secrecion pancreatica al
ser administrado via oral, el dipeptoide PD 135,158 6 CAM-1028. Con las
concentraciones empleadas de esta sustancia, tampoco se ha producido ninguna
alteracion en la proliferacion celular basal de HT-29, no variando la curva de
incorporacién de timidina respecto del grupo control.

Todos estos experimentos nos conducen a valorar la posible presencia de
receptores de colecistoquinina en nuestra linea celular HT-29, que serian del tipo
CCK-A y no del CCK-B, puesto que se produce una respuesta estimuladora del
crecimiento basal de las mismas tras el tratamiento con CCK-8s, mientras que no

se altera con gastrina-17. Este hecho se ve corroborado tras el empleo de
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antagonistas comunes y selectivos de estos receptores. Apreciamos que
proglumida (antagonista CCK-A y CCK-B) inhibe dicha proliferacion basal,
aunque de forma no muy potente. En cambio, los antagonistas mas selectivos del
receptor CCK-A, lorglumida y L.364,718, ejercen este efecto de forma mucho mas
enérgica, no aprecidndose ninguna respuesta tras el tratamiento con antagonistas
selectivos CCK-B como 1.365,260 y PD 135-158. Ademas, la accién de estos
antagonistas sobre el crecimiento basal, no estimulado por gastrina, nos llevan a
pensar que la proliferacion de estas células de cancer de colon humano esté
regulado por la secrecion autocrina de un péptido similar a colecistoquinina. Por
otra parte, parece que los receptores CCK-A presentan mayor afinidad por el
octapéptido sulfatado de colecistoquinina (CCK-8s), y los receptores CCK-
B/gastrina la muestran fundamentalmente por gastrina, el tetrapéptido CCK-4 y el
octapéptido CCK-8 (Innis y Snyder, 1980; Moran y cols., 1986; Ballaz y cols.,
1997). Sin embargo, en estudios en ratas y perros con agonistas de estos
receptores, como gastrina y CCK-8, y antagonistas de los mismos como 1.364,718
y L365,260, se han evidenciado receptores tanto CCK-A como CCK-B con
distintos tipos de afinidad para CCK-8: alta, baja y muy baja afinindad. Parece
que esta cualidad es una propiedad intrinseca de la molécula del receptor CCK
(Huang y cols., 1994), y podria explicar el hecho de que en nuestro estudio
necesitemos usar concentraciones altas de CCK-8s para obtener una respuesta
proliferativa.

En relacion a los mecanismos de inhibicion, hemos determinado también, la
modificacion en la produccion de nitritos en células HT-29 tras el tratamiento de
las mismas con los dos antagonistas especificos del receptor CCK-A (lorglumida

y devazepide). Para determinar la concentracion de nitritos en el medio tras 48
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horas de cultivo con cada una de estas sustancias, hemos empleado el método
estandar de Griess adaptado a una placa de 96 pocillos (Chang y cols., 1996),
expresando finalmente los resultados en picomoles por milléon de células. Para
comprobar el efecto de lorglumida sobre los niveles basales de nitritos en el
sobrenadante del cultivo, se realizaron experimentos con concentraciones
crecientes de este compuesto entre 1 x 10° M y 5 x 10®* M. Apreciamos un
descenso significativo en la cantidad de nitritos respecto del grupo control a partir
de una concentracion de lorglumida 1 x 10 M, siendo la ICso 2°4 X 10 M (240
uM). En cuanto al devazepide, lo empleamos a concentraciones entre 1 x 107 My
2 x 10” M, y observamos que este descenso significativo de nitritos se muestra a
partir de una dosis 1 x 10 M, con una ICs9 2°09 X 10°°M (2°09 uM). Por tanto,
lorglumida y devazepide producen una disminucién en la produccion de nitritos
por parte de las células HT-29. En el aparato digestivo el 6xido nitrico estd muy
extendido. Se relaciona con mecanismos de proteccion de la mucosa,
circulatorios, inmunoldgicos, en la funcion hepatica y en el peristaltismo,
relajando la fibra muscular lisa (Vanderwinden, 1994). Parece que el 6xido nitrico
ejerce un papel pro y antitumoral, dependiendo de la concentracion local de la
molécula. Aumenta la expresion del gen supresor p53 y del gen regulador del
ciclo celular p21/WAF,/CIF; en células que poseen el gen p53 salvaje (HO y
cols., 1996), lo que puede inducir apoptosis. Ademds la produccion excesiva de
oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) o tipo 2 (NOS2) puede contribuir a la
progresion del cancer de colon y a la transicion de adenoma a carcinoma (Ambs y
cols., 1996). Recientemente se sugiere que la expresion excesiva del ARNm de la
INOS o NOS2 y la produccion de 6xido nitrico en tejido de cancer de colon

humano, pueden influir en la inmunosupresion relacionada con el tumor (Kojima
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y cols., 1999). Ademas, la inhibicion de la biosintesis del 6xido nitrico en células
de cancer de colon por el 5-fluoruracilo parece que puede ser la causa, al menos
en parte, de la eficacia de este agente antitumoral. (Jin y cols., 1996). Todo esto
indica que estos dos antagonistas de los receptores CCK-A puedan mediar parte
de sus efectos antiproliferativos en las células HT-29 a través de su interaccion
con el sistema de la NOS.

Diferentes estudios han demostrado la accidon oncostatica de la melatonina “in
vitro” e “in vivo” en diversos tumores (Hill y Blask, 1988; Karasek y cols., 1998;
Cini y cols., 1998; Papazisis y cols., 1998; Baldwin y cols., 1999; Farriol y cols,
2000). Todavia no se conoce con exactitud como ejerce esta influencia sobre la
proliferacion celular. Los mecanismos propuestos para explicar estos efectos son
la influencia sobre el sistema neuroendocrino (Gupta, 1988), regulacion del
sistema inmune (Maestroni y cols., 1987; Lisoni y cols., 1993; Garcia-Maurifo y
cols., 1997) y una actividad antitumoral directa (Hill y Blask, 1988). Muchos de
los datos que sustentan este efecto oncostatico directo de la melatonina han
surgido a partir de estudios en cadncer de mama. En la linea celular de cancer de
mama MCF-7, parece que concentraciones fisiologicas de melatonina tienen
efecto inhibidor del crecimiento (Hill y Blask, 1988; Cos y Sanchez-Barcelo,
1994), ademas de que regula los receptores estrogénicos que expresan estas
células (Danfort y cols., 1983). Por otra parte, la melatonina inhibe la
proliferacion de las células MCF-7 estimulada por estradiol (Blask y Hill, 1986;
Garcia Rato, 1998) y prolactina (Lemus-Wilson y cols., 1995) ¢ inhibe la
capacidad de diseminacion de las células MCF-7 (Cos y cols., 1998). También se
ha evidenciado un efecto inhibidor de la melatonina en células linfoides

(Persengiev y Kyurkchiev, 1993), en células de melanoma humano (Ying y cols.,
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1993), de cancer de cérvix (Chen y cols., 1995; Papazisis y cols., 1998), de
neuroblastoma (Cos y cols., 1996), de prostata (Gilad y cols.,, 1996), de
hepatocarcinoma (Cini y cols., 1998), de coriocarcinoma (Shiu y cols., 1999), de
cancer de ovario (Petranka y cols., 1999) y de adenocarcinoma de colon
(Papazisis y cols., 1998; Karasek y cols., 1998; Farriol y cols., 2000). La
melatonina también inhibe el desarrollo y crecimiento de tumores intestinales
inducidos por 1,2-dimetil-hidrazina (Anisimov y cols., 1997). Poon vy
colaboradores (1996), han identificado sitios de union de alta afinidad para la 2
[1251] iodomelatonina en la mucosa/submucosa coldnica de pacientes chinos con
cancer colorrectal.

En nuestro estudio, se confirma el efecto antiproliferativo de la melatonina
“in vitro” en la linea celular HT 29 de adenocarcinoma de colon humano. Para
determinar las condiciones Optimas de cultivo, se realizaron como en los casos
anteriores, experimentos preliminares variando el nimero de células sembradas
por pocillo, la concentracion de suero fetal en el medio de cultivo y los dias de
tratamiento con la melatonina. En esta linea celular, sembrando 15.000 células por
pocillo con una concentracion en el medio de cultivo de 2°5% de suero fetal, se
comprobd que tras 48 horas de incubacién con melatonina se producia una
disminucién significativa de la proliferaciéon celular con concentraciones 1x 107
M (25°8% de inhibicién), 2 x 10° M (56°4%) y 4 x 10~ M (94°6%), siendo la ICs
1’6 x 107 - 1’8 x 107 M ; con concentraciones inferiores a éstas, llegando hasta
el rango nanomolar, no se hallé ninguna modificacion del crecimiento celular ni
aumentando el periodo de incubacién a cinco dias. Una observacion similar fue la
obtenida por Chen y cols. (1995) en células ME-180 de carcinoma humano de

cuello uterino. Mdas tarde han sido publicados hallazgos similares en lineas
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celulares de cancer de mama humano no hormonodependiente (T47D), de cancer
de ovario humano (OAW-42), cancer de cuello uterino humano (HelLa) y HT-29
tras incubacion de las células con concentraciones comprendidas entre 1 y 6 mM
(Papazisis y cols., 1998). Farriol y colaboradores (2000), observaron un descenso
moderado pero significativo en la sintesis de ADN en células CT-26 de carcinoma
de colon de raton, con concentraciones de 1 mM, 2mM y 3 mM. Otros trabajos
publicados muestran el efecto oncostatico de la melatonina con concentraciones
mas bajas (10° M, 10™'%) (Hill y Blask, 1988; Karasek y cols., 1998; Shiu y cols.,
1999). Estas discrepancias pueden deberse a varios factores como la diferente
estirpe celular, las condiciones del ensayo (nuestros experimentos, a diferencia de
la mayoria de los sefialados, fueron realizados en microplacas de 96 pocillos), la
duracién de la incubacion y el hecho de agregar los productos a estudiar tras las
primeras 24 horas, recambiando el medio (cuando las células se hallan en fase de
crecimiento exponencial). Ademas, nosotros afiadimos el isotopo radiactivo al
cultivo al mismo tiempo que la sustancia a estudiar, con lo cual es posible apreciar
las modificaciones en la proliferacion desde el momento inicial (casi todos los
autores lo afiaden al final del periodo de incubacion y tras 8-18 horas cuantifican
su incorporacion en el proceso de sintesis del ADN).

Por otra parte, hemos realizado distintos experimentos tratando la linea celular
en las mismas condiciones con melatonina y gastrina, y melatonina y los
antagonistas  del receptor CCK que provocan una inhibicion basal en la
proliferacion celular de HT-29, para comprobar si este efecto se complementaba.
Hemos verificado que concentraciones fijas de gastrina empleadas con distintas
concentraciones de melatonina no varian la ICsy esta ultima ni afectan el

porcentaje de incorporacion de timidina al ADN que se produce con cada dosis de

214 -



melatonina, por tanto la gastrina no altera el mecanismo de accion de melatonina
sobre estas células.

La administraciéon al cultivo HT-29 de dosis fijas de proglumida con
melatonina a distintas concentraciones ocasiona una inhibicion de la proliferacion
basal de estas células mucho mas acusada que si se emplean por separado,
uniéndose sus efectos y descendiendo la ICsy para melatonina a 43 x 10° M. Lo
mismo ocurre al emplear concentraciones fijas de melatonina con distintas
concentraciones de proglumida, de tal modo que la ICsy de ambas empleada
conjuntamente produce una inhibicion del crecimiento basal proxima al 100%.
Esto indica que ambos productos actuan por distintos mecanismos, sumando su
accion sobre estos cultivos.

Como hemos visto anteriormente, lorglumida es un antagonista CCK-A mas
selectivo y potente que proglumida. El tratamiento de nuestra linea celular de
cancer de colon con lorglumida 75 x 10° M vy distintas concentraciones de
melatonina conjuntamente, provoca un descenso del crecimiento celular basal
mucho mas intenso que usando ambas por separado, descendiendo la ICsy para
melatonina a 12 x 10° M. Si empleamos lorglumida a concentraciones variables
junto con melatonina a concentraciones fijas obtenemos el mismo resultado,
apreciando que la ICsy de ambas empleada conjuntamente produce una inhibicion
de la proliferacién celular basal proxima al 100%. Una vez mas, comprobamos
que los efectos de ambas sustancias son independientes y se suman al utilizarlas
simultdneamente.

En cuanto al devazepide, es el antagonista CCK-A que ha llevado a cabo su
accion de forma mas potente en nuestros experimentos anteriores. Utilizado a una

concentracion fija junto con concentraciones variables de melatonina desciende el
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porcentaje de incorporacion de timidina al ADN de forma intensa, pasando a ser
la ICsp para melatonina 97 x 10° M. Dosis variables de este compuesto
benzodiacepinico con concentraciones fijas de melatonina provocan una
inhibicién del crecimiento celular basal el doble de intensa que con cada producto
por separado, observando que la ICsy de ambas empleada conjuntamente produce
una inhibicioén de la proliferacion celular basal proxima al 100%. Todos estos
resultados pueden apoyar la hipdtesis de que los farmacos antagonistas de los
receptores CCK-A actlien sobre la proliferacion de las células HT-29 uniéndose a
este receptor, y que la melatonina desempefie su accion por mecanismos distintos
que no afectan al comportamiento de esta proteina de union, bien por un receptor
de membrana o nuclear distinto, o ejerciendo un papel antioxidante menos
especifico.

Aunque la apoptosis se conoce desde hace relativamente poco tiempo, parece
que constituye la forma mas frecuente de muerte de células en los organismos
vivos. La diferencia entre este proceso y la necrosis no es sélo bioquimica y
morfoldgica, sino también conceptual. En la necrosis, la célula muere por el efecto
nocivo directo de un agente externo quimico (por ejemplo, anoxia, alteraciones
del equilibrio hidroelectrolitico del medio, etc.) o fisico (hipertermia intensa, etc.),
que ocasiona una alteracion en su homeostasis y la ruptura de la membrana
celular. Por el contrario, en la apoptosis la célula muere a consecuencia de una
orden que parte de si misma; asi, si en la necrosis podriamos decir que la célula
muere "asesinada", en la apoptosis se "suicida". La necrosis es siempre un proceso
imprevisto e indeseable para la célula y el sistema donde se halla y provoca una
reaccion inflamatoria. En cambio, cuando una célula muere por apoptosis lo hace

porque, al menos en principio, este acto supondra un beneficio para el correcto
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desarrollo y funcionamiento del 6rgano y del sistema donde se encuentra. La
apoptosis es, por ejemplo, responsable del “furn-over” (recambio) celular que
experimentan células como los neutréfilos o las células embrionarias y de la
eliminacion de células potencialmente nocivas como las células T que reaccionan
contra antigenos propios. Ademas de las importantes variaciones entre distintas
estirpes celulares, el que una célula entre o no en apoptosis depende de numerosos
factores, extracelulares e intracelulares, algunos de ellos con efecto estimulador y
otros con efecto inhibidor sobre la apoptosis (Vivancos y cols., 1995).

El mantenimiento del nimero normal de un tipo celular requiere un balance
entre el nivel de division y de muerte celular. El crecimiento incontrolado en las
neoplasias puede explicarse, pues, por una excesiva proliferaciéon, por una
reducida muerte celular o por ambas.

Los principales hallazgos a este respecto son los que se han obtenido del
estudio de algunos genes implicados en la apoptosis. De hecho, los genes que, de
forma fisioldgica, bloquean la apoptosis y, por tanto, favorecen la proliferacion,
como el bcl-2, entran en la categoria de protoongenes, mientras que los que la
estimulan, como el p53, se denominan antioncogenes. Cuando un protooncogen se
expresa excesivamente o un antioncogen defectuosamente, en general a causa de
mutaciones, se transforman en oncogenes.

Para Meterissian (1997), es especialmente importante el aspecto de la
progresion tumoral de los adenocarcinomas gastricos y sobre todo colorrectales, y
su relacion con el nimero de apoptosis en las células tumorales, cuya
determinacion por métodos, ya al alcance de laboratorios clinicos, puede incluso
servir para la clasificacion y el seguimiento clinico postquirirgico de estos

tumores en un futuro inmediato. En este aspecto de la progresion tumoral es
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también conveniente considerar que uno de los mecanismos implicados en la
apoptosis de las células neopldsicas son las células citotoxicas del sistema
inmunolégico, como las células "natural-killer" (NK), las "killer" (K) o algunas de
las células T citotoxicas. Pero quiza, por su aplicacion clinica, resulta todavia mas
interesante el aspecto de que tanto la quimio como la radioterapia pueden tener su
maxima eficacia antineoplasica en la capacidad que tengan de producir apoptosis
en las células neoplasicas y no en el resto de las células del organismo; sin
embargo, tanto las acciones de la quimioterapia como de la radioterapia son
estimuladas o inhibidas por una serie de oncogenes presentes o ausentes en las
células neoplasicas. Por otra parte, es muy interesante la posibilidad de que un pH
acido en el interior de la célula pueda desencadenar la apoptosis, lo que pondria de
manifiesto la importancia de un mecanismo 4acido-bésico intracelular que
generaria la energia necesaria para que se produjera el suicidio celular y
justificaria que diversas sustancias (como levastatin, edelfosina, etc.) ejercieran su
efecto antineoplasico a través de una inhibicion del mecanismo de membrana
antiportador Na>"/H"™ que da lugar a la acidificacion de la célula (Harguindey y
cols., 1997). Asi pues, estos aspectos de la apoptosis, en el campo de la oncologia,
ponen de manifiesto para el cirujano clinico la importancia de este mecanismo
como un marcador pronostico y, sobre todo, para prever las posibilidades de éxito
de una determinada quimio o radioterapia en cada caso (Meterissian, 1997,
Harguindey y cols., 1997). De acuerdo con Meterissian (1997), dentro de pocos
afios, cuando se quiera conocer la agresividad de un tumor, nos preguntaremos no
solo por el porcentaje de células que se hallan en fase S sino también el grado de

apoptosis que presentan.
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Se ha comprobado que algunas sustancias como el sulindac (antiinflamatorio
no esteroideo parecido a aspirina) inhibe la progresion del ciclo celular e induce la
muerte celular por apoptosis, mostrando un efecto antiproliferativo en células HT-
29 de cancer de colon humano. En nuestro estudio, hemos determinado el grado
de apoptosis / necrosis que presentan las células HT-29 tras cultivarlas durante 18
horas en las condiciones ya expuestas con cada uno de los productos ensayados.
Para ello, comprobamos su unién a Anexina V mediante citometria de flujo, lo
que nos permite identificar los cambios que se producen precozmente en la
superficie celular durante los procesos de apoptosis. En el grupo control,
obtuvimos un porcentaje de células apoptoticas del 10°8%, frente a un 14°39% de
células necroticas.

El mecanismo por el cual la melatonina inhibie el crecimiento tumoral atin no
es conocido. Una posibilidad es que la hormona tiene actividad antimitotica.
Concentraciones fisioldgicas y farmacoldgicas de melatonina inhiben la
proliferacion de lineas celulares de cancer de mama (particularmente MCF-7)
(Hill y Blask, 1988) y lineas celulares de melanoma maligno (M-6) de forma dosis
dependiente (Ying y cols., 1993). Este efecto puede ser el resultado de la
regulacion intranuclear disminuyendo la expresion de un gen o inhibiendo la
liberacion y actividad de factores estimuladores del crecimiento. La melatonina
puede también modular la actividad de varios receptores de células tumorales. Por
ejemplo, disminuye significativamente tanto la union estrogénica como la
expresion de receptores estrogénicos de forma dosis dependiente y tiempo
dependiente en células de cancer de mama MCF-7 (Molis y cols., 1994). También
se ha apreciado que en esta linea celular de cancer de mama, la melatonina

aumenta el porcentaje de células apoptoticas, luego parece que activa los
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mecanismos que inducen apoptosis (Eck y cols., 1998). Melen-Mucha y
colaboradores (1998), examinaron el efecto de la melatonina sobre la apoptosis en
el cancer de colon 38 transplantable de murino, encontrando una disminucion
significativa de la proliferacion celular y un aumento en el indice de apoptosis.
Anisimov y colaboradores (2000), observaron que la exposicién de ratas a 1,2-
dimetilhidrazina provocaba cancer de colon descendente en el 100 % de los
casos, apareciendo éste tan s6lo en un 65 % cuando se exponen conjuntamente a
esta sustancia mas melatonina. Esta actuacion de la melatonina se correlacionaba
con el efecto inhibitorio de ésta en el indice mitdtico y con su accion estimuladora
en el namero relativo de células apoptoticas en tumores de colon.

En nuestra linea celular HT-29, el tratamiento con melatonina 5 x 10 M
inhibe levemente la proliferaciéon basal celular (aproximadamente un 10%
respecto del grupo control), pero no produce variaciones significativas de
apoptosis  (16°7%) y necrosis (14°31%). En cambio al incrementar la
concentracion de melatonina (I x 10° M y 2 x 10° M), aumenta
considerablemente el porcentaje de células necréticas situandose entre el 60-70%;
el porcentaje de células apoptdticas aumenta de forma dosis dependiente, siendo
24°43% y 40°04% respectivamente. Para melatonina 4 x 10° M, el porcentaje de
necrosis es de 20°78% y el de apoptosis de 50°7%.

Hemos comprobado también el papel que ejercen los antagonistas del receptor
CCK-A estudiados sobre los procesos de muerte celular en estas células. Tras el
tratamiento con proglumida (dosis 1x 10° M, 1 x 102> M y 2 x 10> M) el
porcentaje de necrosis se sitia entre el 38%-20% y el de apoptosis aumenta,

siendo 55°52%, 30°65% y 72°08% respectivamente.
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Con lorglumida (concentraciones 25 x 10° M, 75 x 10° M y 15 x 10 M) el
porcentaje de células HT-29 necroéticas se mantiene entre el 26% y el 38%, siendo
el de apoptoticas del 60%-70%.

El tratamiento con devazepide a concentraciones 1 x 10° M, 7x 10°M y 1 x
10° M, da lugar a un porcentaje de necrosis entre el 32% y 38%, mientras que el
de apoptosis se mantiene entre el 64% -70%.

La combinacion de melatonina con proglumida aumenta el grado de apoptosis
situandolo entre el 70% y el 85% y reduce el de necrosis situandolo en torno al
12%-25%. En cambio el uso de melatonina con lorglumida no altera
significativamente el indice de necrosis (29%-47%) ni el de apoptosis (53%-66%).
El tratamiento con melatonina y devazepide tampoco cambia estos indices en gran
medida, siendo el porcentaje de necrosis en torno a 29%-39% y el de apoptosis
34%-61%.

Los efectos proapoptodticos de la melatonina pueden deberse a una accion de la
indolamina sobre la mitocondria. Actualmente, se reconoce que la mayoria de las
sefales para inducir apoptosis provienen de la mitocondria cuando ésta se
encuentra sometida a estrés oxidativo. La melatonina actia como regulador de la
homeostasis mitocondrial (Martin y cols., 2000 [I]; Martin y cols., 2000 [II]), lo
que sugiere la participacion de esta organela en los efectos observados sobre la

proliferacion celular aqui descritos.
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V. CONCLUSIONES

1.- Tras el tratamiento de la linea celular HT-29 de céncer de colon humano
con gastrina-17, no se aprecia ninguna alteracion en la proliferacion celular. Sin
embargo, el cultivo de las mismas células con CCK-8 ocasiona un incremento
significativo de la proliferacion celular. El mecanismo de este efecto trofico puede
deberse, por tanto, a que estas células expresan receptores de tipo CCK-A
principalmente.

2.- El estudio del efecto de los antagonistas de los receptores CCK-A y CCK-
B sobre las células HT-29, nos indica que se produce una inhibicion significativa
del crecimiento celular con antagonistas especificos del receptor CCK-A
(devazepide y lorglumida) y con antagonistas CCK-A/CCK-B (proglumida), pero
no con los antagonistas CCK-B (L.365,260 y PD138,156), lo que confirma que el
mecanismo de accion antiproliferativo depende del receptor CCK-A.

3.- Los antagonistas especificos del receptor CCK-A, lorglumida y
devazepide, disminuyen la produccion de nitritos por células HT-29, lo que
sugiere la participacion del 6xido nitrico en la proliferacion celular.

4.- El efecto oncostatico de la melatonina en otros tipos de cancer también ha
sido demostrado en nuestros resultados, encontrando una inhibiciéon de la
proliferacion celular. Cuando se incuban las células HT-29 conjuntamente con
melatonina y antagonistas de los receptores CCK-A y CCK-A/CCK-B, se observa
una importante potenciacion del efecto antiproliferativo de cada compuesto por

separado.
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5.- Los antagonistas especificos del receptor CCK-A y CCK-A/CCK-B
inhiben la proliferacion celular induciendo apoptosis y, en menor grado, necrosis
de las células HT-29. La melatonina aumenta también ambos procesos de muerte
celular (apoptosis y necrosis), y el tratamiento conjunto de melatonina y los
antagonistas de los receptores CCK-A (lorglumida y devazepide) y CCK-A/CCK-
B (proglumida) aumenta el porcentaje de apoptosis.

6.- En definitiva, la inhibicion de la proliferacion celular se debe a una

estimulacion de la apoptosis y, en menor grado, de la necrosis celular.
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