EN CANCER DE COLON Y RECTO

Cirugia D. José Manuel

Grado de Doctor

Facultad de Medicina

Universidad de Graiada

Julio 1990




UNIVERSIDAD DE GRANADA

ACTA DEL GRADO DE DOCTOR EN /.| L. ¥

) jf

Curso de 19 2'1 19 2L Folio /-~ ~

Nimero | . 7

o 4
. Reunido en el ¢j8 de la fecha el Tribunal nombrado para el Grado ce Doctor de D, h:: .’,'lu S

S e \_L,h i"‘-{'t%“&.t‘ . el aspirante leyo un discurso sonce el siguiente
tema, que hbremente habia elegido: ... L 1’[‘-(-U-LL - Ll\.} Wiu (g C&( L-,. Qitww..ﬂ(

\.%L.\-Lf)L’J e e @uc A (ol 4,L/ iSO T

Terminada la lectur‘a y contestadas la objecciones formuladas por los Jueces del Tribunal, este
le califico de "‘{\* ‘.;M\...M.....(.’Iﬁ.‘.'...‘...'L.‘,.‘ﬂ’.”.x.’fﬁM.-’m.aflc..:-w;k_
i | o)
Granada... s S T I R

EL PATSICENTE, El ‘Secretario del Tribunsl,

e g -..}
i ;‘-'l.i »
it '
.

EL VOCAL,

{lf L (,71)




Bioguimica v Biologia

Frofesor Titular de Biocquimica y

Facultad de Medicina de Granada
que presentan al superior juicio del
de Granada sobre el

Doctoral
tema

Universidad

aesigne
CTIVIDAD AMINOPEPTIDASA CN CANCER DE

A
(0

1zada bajo nuestra direccion durante

1988-80 v 1989-90, siendo expresieén

rsns academicos 1967-¢8,
spacidad técnica e interpretativa de su autor, e

ia ©a
que le hacen acreedor al Titulo de

&
1o considere el citado tribunal.

Doctor, slempre gue &s

je junio de mi]l novecientos noventa

Granaga a cuatre




4 la memoria de mi1s padres

A May




Guiero hacer mencion especiala lamemoria

de m1 querido maestro el Profesor Dr. D.

Manue] Sastre Gallego que tanto me enseno

y tanta ilusion le hubiese hecho ver

realizada esta Tesis.




nde este Lr baljo, as?

de Bioguimica vy Medicina

la ayuda de elios recibida.

quierc hacer mencion al Profesor
h ]

auimica y Biogquimica Molecular, aque

anos, ha greado las conciciones

jado 1a cportunidad de realizar




TNDITCE










IN rRODUCCT ON




MOKRES MALIGNOS DE COLON Y RECTO

recuencia en 1os ultimos
nivel soclio-economico

segunda causa de muerte por

pacientes que ilegan a la mesa de
inpvasion lo que supone un obstacuio para

paciente (Nilsson, E. et ¢ 1484 ).

proolema de la avanzada edad de los

irugia cneologica y los problemas de calidad

ie dicha cirugia, sino en miuchos

21

el rolon prmwnta la

intestino gruesu,

cuanto a Su l1agnost1co, de nresentar una sin-

comparacion con el recto, que es mas accesible

al, 1979, ‘dice que: "en cualquier

persona de cuarenta anos,

a1 posible origen maligno en intestino




NEOPLASIAS DE COLON Y RECTO
BENIGNAS







de colon

eI tian un

posibles

Jue 1a incidencia

onocemo

da, habiendose comprobado gue

descrito factores

sSe nan

gue pueuen dar lugar a un cancer de

1stiendo fibras de este material en mucosa

yor distintas razones.

814

sigmoidostomia (Sheldon, Ca

retero~si

n' satinales: colitis ulcerosa ©

|amatorias

v séptima década de la vida.

maxima incicencia entre
contrario gue en el rectec existe una clara
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casualmente que

disenteria amepiana, apendicec-

importantes en la genesis del cadncer de colon

este factor ha sido destacada por miltiples
habiéndose cbservadc gue son factores de riesgo el uso de habitos
1limenticios con dletas:
gran contenido proteica.
gran contenido daraso.
De gran contenido hidrocarbonado refinado.

Pobres en fibras veoetales.

Para dichos autores el factor mas impor-ante es el volumen de 1ss
cual disminuye a medida gue nos trasladamos desde los paises del
tercer mundc nacla 1ns occidentaies, al mismo tiempo Y simultaneamznie gue

aumen.a la incidencia del céancer de colon.

L]

las deposicinnes SOr de gran volumen y escasa consistencia, 1a
en cambio cuando las deposiciones sean de pequeno tamana

n=igtencia, la incidencia cara elevada.

esta directamente

Par utra parte la incidencia de cancer de colon

ralacionada con el tiempo dque tarda el alimento en pasar por el tubo

'Y




es gias en

EManas a 1as petsonas de

2aaq Vanzaqa.

n cambio en comunidades donde el cancer de colon es rarc, este

tiempo de transito suele estar alrededor de treinta horas.

Las probabiildades de padecer cancer de colon estan directamente

relacionadas con el pH de las heces y se comprueba que en poblaciones de mayor

14 este pH es elevado. Esto se puede demostrar experimentalmente
haciendo un cultivo de bacterias fecaies junto con colesteroi observando gue
con pH alcaiino se produce una mayor elaboracion de derivado carcinogenicos

del colesterol v de los acidos biliares,

La fibra vegetal del pan integral, por elemplo, 1umenta ocho veces

mas que el pan refinado la masa ae las heces disminuyendo el pH de las mismas;
8

siendo por lo tanto un factor nrotector del carcinoma colorectal.

Ademas la fibra vegef .l es ricaen lignina y pectina que inhiben

1 1 - e
la accidn de algunos carcinégenos captando 1as sales biliares o las sustancias

innibidoras de las proteasas sresentes en 1as semilias de soja.

1 J - P -~ B8 |
Los alimentos de gran contenido proteico v graso favorecen e

. " - : s
1o de flora anaerobia especialmente ciostrigdio y bacteroices y meno

gqesar

4140 149t i abolitos
1acto pbacilo, capaces ge producir aciao desoxicGlico, | itoco]ico y metab
lacto baci iy, Ldpalbs -~ )

ar eN0S ipo del
lesterol que actuan cOmo productos €arcinogenos., del tipo
O lesLe acl

470X imetano v de 1a nitrosoguanidina.
azox imetanc




mamente « - A A
bl e Na veniao dando mas imnort

ANC1a ai pape | }‘J‘%:'.“U('J nor

res en el desarrollo v or L .
‘ | desarrolio y crecimiento del cancer celo rectal. En

4n reciente estuaio de Summerton (19¢F
: ) de oummerton (1983) se pestula la existencia de rec
Lul =x1stenc receptores

especiticos para |10s acidos biliares

1 receptor parece ser de caracter protéico. La naturaieza de

et . ¢ a 2 A act s - - [ 9 . ¢
estas proteinas no esta determinada aun. Es posible qgue jos acidos biliares
interaccionen con dichas proteinas v gue este proceso ocurra por medio de

difusion 16nica y no ionica. También se cree que la presencia de dichos

receptores indicaria la potencial malignidad del adenoma que los presentase.

Se han implicado "factores inmunologicos” en el desarroilo del

cancer de colen, al igual que en otros tipos de canceres, ya que es conocido
el sistema inmunologico en la formacion y crecimiento de

los tumores. Asi se conoce que personas con deficiencia inmunitaria o las que
reciben terapeutica inmunosupresora cronica estan sujetas a un riesgo

incrementado de cancer colo=rectal,

Asi se puede decir que aunque no se conozca la secuencia exacta

de 1os hechos en a] céancer de colon, han sido demostradus numerosos factores

capaces de jugar un papel etinlégico y patogénico importante en este proceso,

siendo esto fundamental para 1ntentar una posible actuacion profilactica, ya

cpa con medidas higiéricas, alimenticias O de otro tipo.

i

ENFERMEDADES PREMAL IGNAS




una serie dae entfermedades aue frecuentemente se asocian
s 1mportante identificar a los pacientes y realizar un

t v

Sk ; ;
itamiento adecuado

t 3

pacientes que poseen un "alto riesgo

para -prevenir la aparicion de neoplasias en e8tos.
de padecer cancer de colon.
%,
POLIFOS COLONICOS AISLADOS.

No hay certeza de que los polipos de intestino grueso sean
lesiones premalignas o simplemente esten asociados al cancer. Se defiende la
secuencia adenoma-carcinoma’ desde un punto de vista clinico, histolégico,
epidemioldgico v experimental. En favor de esto estd la evidencia de que los
pdilipos v el cancer tienen una distribucion anatomica, geoarafica y unos

factores epidemioléagicos similares,

Habitualmente los pdlipos metaplasicos, inflamatorios y 1los
hamartomatosos no tienen potencial maligno, sin embargo Tlos pd1ipos

adenomatosos (neopldasicos) tienen posibilidad de malignizarse.

Los factores que hacen que un po6iino tenga posibilidades de

malignizarse son segun Morson:
4.~ Tamano del polipo: E]l riesgo de malignizacion es creciente a mayor
n61ipo. En 1479 pélipos de menos de 1 cm. el numerc de canceres fue

porcentaje de canceres fue del

En 430 pdlipos mayores de 2 cm. el

rino histolégico: Dentro de 10S polipos adenomatosos podemos
1P 1 5 LL GiL0. -
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108 adenomas vel loso tienen un potencial
) ot e F.

serie de Gonzalez Martinez (1982)., al

adenoma tubu

>1a celular: El potencial maligno aumenta cuanto mayor es ésta

1A

‘a 0 grave) estando a l'a ver relacionada con el tamaho del

g

2. SINDROMES DE POLIPOSIS COLONICA FAMILIAR

Es muy importante su diagnostico precoz, ya que 31 no se tretan,
desarrollan un cancer hasta en el 100% de los c2sos existiendo acuerdo general
sobre su naturaleza premaligna (Fernandez velazquez et al, 1982; Rozen, P and

Baratz, M., 1982

a.- Sindrome de Gardner: Caracterizado por presencia de poliposis
colénica y osteomas €n mandibula, maxilar o craneo, denticién anormal Yy

tumores desmoides.

\ - ~rOao "o 3
h.- Sindrome ae Turcot: Se asocian tumores cerebrales a © 1iposis

INDROMES HEREDITARIOS DE CANCER DE COLON NG ASOCIADOS -A

w4

w1 T « “Aaram1Y 10
Farcinoma gastrocoiicd wareditario.




ar en la herencia

 existan poliposis

sindrome oe Muir: Multiples tumores cutaneos y al mismn tiempo
tumoraciones beniapas que Tons laui :

@ nas e afectan a cualquier area del tracto
delgado y colon), tracto génito-urinario y en

=8 ) I"-!“! .[__"n\_'.t_“mﬁkﬁ;r‘)‘ 1-’”8",‘!",_'
otros casos afectacion tumoral de diversos organos, tales como: esdéfago
1 b

dlva, utero y mama,

faringe, vu

snocarcinamotosis hereditaria: Aparece de manera hereditaria

L

d.— Aug
~4ncer de colon y Gtero, aungue pueden aparecer tumores localizados en ovarig,

mama y otras areas.

Fetas enfermedades se transmiten en forma autosémica dominante,

en varias visceras, siendo su localizacién mas

aparecen en edades precoces,
Tienen alto riesqo de padecer cancer de colon

frecuente ei colon derecho.
5-26% de los canceres de calon frente al 1% de las neoplasias

(suponen del 1

por poliposis colonicas).

4. COLITIS ULCEROSA
jyega esta enfermedad en la

eptado el papel de riesqo Que
1984).

zacion de 1a misma (Castro Fernandez, M, et al,

‘-.?_."gj ma i 14n

factores gue aumentan el riesgo de que

£xisten una serie ae

yca la neorlaci




Luanto mas o= ol 0 [ a 5
anto mas precoz es la aparicidn, mas peligro existe

s et e -
mayor extension de las lesicnes, mayor peliaro

4

Tiempo de & ] ' ¢
2mpo de evolucion. Mas peligrosa con muchos ancs de evolucion. A

part;ir i0% 0SS € 3
p Je 05 diez anos existe aumento progresivo ue la incidencia de

maliunizacion.

4. Presencia de displasia en la mucosa colonica.

Loz canceres en la colitis ulcerosa suelen aparecer en personas

jovenes, ser proximales, ser infiltrativos y seguir un curso muy virulento,
LA ENFERMEDAD DE CROHN no es congiderada como premaiigna.
ANATOMIA PATOLOGICA

La localizacisn de los canceres de colon parece estar cambiando;
nace diez anos dos terceras partes de los cénceres de colon tenian lugar en
los 25 cm. distales del recto-sigma; mientras que en la actualidad esta
proporcién esta en al 50%. Son mas frecuentes ios canceres de colon derecho
en los casos de incidencia familiar y en loe de pacientes con enteropatias

inflamatorias (Stearns. IR at a1, 1918,

En un estudio realizado por Falterman, 1974, en el Hospital
tv de Nueva Orleans la localizacion mas frecuente es 1a del recto con

o] colon sigmoides, 24,33% Y ciego 10,38%.

sequida por




: Doctoral

h‘il‘i"' r e “ - Cz 1 { “ in - 3
icroscopicamente la forme mas frecuente es la de crecimiento

anu |

ar alrededor de! co ; i
iff dlreqedor ae; coion, Que origina una marcada estencsis; de forma menos

1; ~Tell " < - ' e ]
recuente se presenta como una masa polipoide y fungosa

En general, los canceres del colon izauierdo suelen adoptar 1a

primera de las forma-, mientras aue 1os del derecho adoptan la segurda.

Al principio se presenta como una masa poco elevada que 5@
extiende ocupando toda la pared, Cuando el carcinoma se origina en el seno de
un pélipo adenomatoso aparece una infiltracion del pedinculo y de la base de
implantacidn, de tal manera que el tumor aparece como un botén fijado a la
pared intestipal; mas adeiante la porcion central se desintegra, dejando una
Glcera necrética de bordes elevados. La base queda fija a la capa muscular,

1a cual es alcanzaua por la ulceracion progresiva en un estadio posterior.

La diseminacion a traves de los linfaticos de la sub-mucosa y de

1a sub-serosa también tiene Jugar, de manera que el tumor rodea de forma

gradual la pared intestinal. Se considera que sé necesitan de uno a dcs anos

para que la rodee totalmente.
Yl

En un reciente estudio de Bolin, 1983, realizado obre 27

carcinomas de colon y recto, sSe 11egd a 1as siguientes conclusiones: la media

G

, St o ‘o
lineal de incremento de la masa tumoral es de 0,083 mm./dia; €. tiempn medi

de doblar el d‘tro del tumor es de 130 dias. También se puede afirmar que




ex1ste una estrech cion e a |
1 estrecha relagién entre la rapidez de crecimiento y ia pobre

diteranciacion de ifas celulas tumorales

Existe una tuerte evidencia que la mavoria de los carcinomas se

desarrollan a partir de adenomas. E

+
L

ta secuencia Adenoma-carcipoma’lleva uii

S

tiempo larao; probableinente mas ce 5 anes vy algun adenoma no se transforma en

malj ano nunca.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

En jos enfermos con adenomas y carcinomas de colon hay unas

ajteraciones de la mucosa bien definidas. En los sujetos normaies, la zona de

sintesis de DNA y proliferacién celular en los sujetos normales se encuentra
en la base de las criptas colonicas, mientras que en los enfermos que
presentan adenomas o carcinomas las células de la mucosa siguien prolifernado
hasta el vértice de las nriptas. Esta anomalia de la proliferacion Yy
maduracion celular se presenta también en los enfermos pertenecientes a

familias con alta incidencia de cancer de coion.

La mayoria de l1os canceres de colon (95%) son adenocarcinomas; el

resto de los tumores malignos COFFESDOFldEﬂ a sarcomas como: leiomiosarcomas,

‘ 3 ... {(Garcia Fidalgo
fibrosarcomas, hemangiosarcomas, jinfosarcomas, melanomas (G :

S
G. et al, 1982).




Tesis Doctoral

Los linfomas s sobre t {
S intomas son sobre todo de tipo histiocitico difusc. Se
> v L ! i e L WY

presentan habijtuali : . i g g1
o] ntan habituaimente en ia region cecal o rectal y s1 son polipoideos
i 81 S i g, a

veces resulta imposible dist

stinguirios, a simple vista de los adenocarcinomas.

También pueden infiltrar difusamente #@ndo lugar a una pared

intestinal engrosada, nodular y ulcerada,
Los sarcomas, aungue son menos frecuentes, también pueden

oresentarse en el colon, pareciéndose en sus manifestaciones a los del

estémago e intestino delgado.

En cuanto a 1os criterios de Broders de diferanciacion histolégica
del tumor. la forma mas frecuente es la del adenocarcinoma bien diferenciado
secretor de una escasa cantidad de mucina; en un 10-15% de los casos pueden
producir grandes cantidades, originando un carcinoma mucoide y de forma

infrecuente se trata de carcinomas indiferenciados.

-~

Las formas coloides se pueden presentar como una varidad bien

diferenciada, con células que contienen gran cantidad de mucina o una forma
constituida en su mayor parte por celuias en anillo de sello; forma que tiene

yna gran malignidad, presentandose en zonas de baja incidencia de cancer de

calon o en personas jéveneas.

E] término de carcinoma indiferenciado se utiliza para aquellas

v & 3 1
formas que no se diferencian para formar tubulos. Estos tumores s€ diferencian

] i { mitosis
de los anaplasicos por 1a falta de pleomorfismo Y de figuras de
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argirofilas,
PRONOSTICO DEL CANCER DE COLON

El prondstico del cancer de colon estd intimamente relacionado con
los hallazgos patologicos. Existe una cierta correlacion entre localizacion
y pronéstico; asi los tumores localizados en el c¢iego, suelen ser de una
capacidad invasiva menor, asi como una capacidad de producir metastatis

gangiionares tambien menor.

En general, cuanto maycr es el tamafio de un tumor, peor es su
sronostico: salvo en las formas microscopicas muy indiferenciadas, gue poscen
una gran capacidad de propagacion. Aungue en general, el grado de diferen-
ciacién histolégica en otros tumores +iene una importancia relativa, en el
cdncer de colon existe una buena correlacion entre el rado de diferenciacion
histolégica y el pronéstico. Estos crecimientos se clasifican en tres grados
de malignidad: alta, media y baja, segun su diferenciacién histologica. El
los cinco anos es del 70-80% en los de baja

-

50-60% en los de grado medio Yy del 20-25 los de alta

porcentaje de sypervivencia a
maliagnidad; del

malignidad (Niisun, E. et al, 1984).

pared es uno de los factores mas

£1 grado de infiltracion de 1a

importantes para definir o] prondstico. E1 hecho de gue no existan linfaticos

en la mucosa del colon por encima de 1a muscularis-mucosae, hace gue cualguier

reaimiento localizado en ja lamina propia, por anapidasico gue sea,




C10RA0 O ot i ;
GAR0 G merLast: por tanto su extirps

La clasificacion de DUKES, 1ntroducida por este autor en 1928, es

actualmente aceptada universalmente para definir la extensiéon de la

infiltracion del cancer de colon.

Propuso tres estadios:
ESTADIO A: E1 tumor esta limitado a 1a pared del ¢colon, sin extensidn
extracolica ni metastasis linfatica. Con un tratamiento adecuado Ja

supervivencia de estos enfermos es superior al 95% a los cinco anos.

ESTADIO B: Ademas de estar inTiltrada toda ia pared,'esté infiltrada 1la
grasa pericélica, perosin metdstasis linfaticas. La supervivencia a 10s cinco

anos es del 78%.

ESTADIO C: Existen metistasis gangliovnares y la supervisencia a lus

cinco anos es del 32%.

' ; ‘ & " nen
Desgraciadamente mas de la mitad de los enfermos se encuentra

el Estadio C cuando son operados (Ni:son, 1984: Lopez Bejarano, M.C. et al,

.

1982 ).

La invasion vascular ¥ per1neura1 son $igno aqe enfermedad muy

venas intramurales infiltrada

s tienen udéa importancia para el

avanzada. Las




Nnvasion venoss o i ¢ iral r ¢ -
vasion venosa extramural reduce el indice de superviven-

Y imadamente,

El prondstico varia sequn el numero de ganolios infiltrados.

Si
hay un ganglio invadido, &l pronostico es del 60%; si hay entre dos y cinco

ganglics, es gel 35%: 81 nhay &t o mas ganalios, s0lo un 20% de los pacientes

vivira a los cinco anos.

Esta clasificacién, que en un principio fué admitida para el
cdncer de recto se aplicd después para el cancer de colon y se realizaron

yvarias modificaciones.

En 1949, KIRKLIN et al modifico la clasificacion de Dukes,

distinguiendo dos sub-d4ripos en el estadic B:

ESTADIO B,: Cuando afectaba 1a muscularis-mucosae pero sin alcanzar la
muscular propia vy

ESTADIO B,: Cuando ei tumor afecta a toda 1a inuscular propia de 1a pared

cHlica.

ppsteriormente Astler y Ccoller, 1954, afadieron dos sub-grupos al

Estadio C:

( Afeccion de la ‘muscular, pero sin sobrepasarla, con

g -

nalionares reqgionales Y




ESTADIO C.: Cuando acems f
TR e g 1 icemas de la afect AC10N gang
a afectacioén ganglionar regional, est
\ar regional, estaba

afectada toda la pared muscu
aga toaa |a pared muscular del colon o recto por el tumor

n 196 i : o S
En 1967 Turnbull et al afadidé otra categoria: E1 ESTADIO 0:

ncl ando Y CAS : ; i
incluyendo los casns con gran invasisn de 6rganos vecinos diseminacian

peritoneal del tumor y metastasis a distancia

Existe otra clasificacion menos utilizada clinicamente que es la
pronuesta per ia Union Internacional Central del Cancer (U.I.C.C.) creada por
Denoix: es la clasificacion T.N.M.

T = Tumor Primario
To = Tumor no demos.iable clinicamente.
T, = Céncer in situ.
Confinado a mucosa o submucosa. _
.
Incluye a la pared muscular o a la serosa, pero no mas alla.
Extension a estructuras y/o 6raanos adyacentes, ﬁo presenta fistulas.
presenta fistula y soio afecta a 1o anterior.

T, 0 T, con extension mas alla de los organes adyacentes.

profundidad de penetracion no especificada

N = GAnglios invadides

No hay g9éng!10s invadidos.

Ganglios invadidos.

Invasi6n ganglionar r.%%e’?"f‘-‘ﬁda-




~an matictan s
e Metadblasls a a1stanci

QR meras

Mediante ast claci1¥icari %
ante esta ¢! icacion se pueder. establecer una sert'e de

lo-rectal:

Cualguier T, cualquier

CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS
crecimiento lento tienden de manera especial a
crecimiento €n forma de gervilletero vy

completa del intestino.

ntestinal proximal a 1a obstruccion experimenta una

pared se vuelve hipertrofica. El

nes enorme y Su

producir un compromiso de ia

ralumina: puede

nudiendo producirse, €n algunos casos, una




juemica en la zona mas ce,;cana al tumor, presentangose a veces

10N pseugaomembranosa.

En otros cascs »vrece una franca ulceracion. en especial en el

'a denominada ulceracion estercoracez, que puede producir perforacion

Y peritonitays.,

Los canceres fungosos forman una gran masa que se proyecta y
ulcera, produciéndose casi siempre obstruccion. Existe evidencia que el tamano
del tumor no influye en 1 pronostico ni en la frecuencia de las metdstasis.
Ademis la extensian intramural del tumor a nivel microscopico suele ser menor
de 2 cm. vy muy infrecuentemente mayor ce 4 cm; por esto el margen de coion
extirpado desde la linea de reseccion d4istal hasta el tumor debe ser de unos

4-5 cm. La invasién linfatica regional empeora el pronostico, pero ademas el

nimero de génglios afectados, cOmo ya g13imos.

4t ro factor importante es la posible existencia de metdstas.s

sutcres que, en muje! es post -menonnaus1cas, recomiendan

noforectomia bilateratl sjstematica.

SMOS DE DISEMINACION DEL. CANCER DE COLON

MECANT

de diseminacion del cancer de colon son:

‘ ~aral de 1os ganglios
1infAtica. LA tnvasiol tumora de :

3 ] rge! anatomico
progresivamente gealin un © den ana

. AAe lirps. La invasion
acompanan a 10S vasos colicos. La




arectacion

en 2| momentc de la

sanguinea.- La

Invasion microscopica de 10s vasos

el tumor, tiene un mal prondstico y se

nvasion linfatica. E1 drenaje venoso del colon

realiza por via portal, por lo cual el higado es un

letastasis

nor contiquidad directa a otros drganos.- Esta
forma de diseminacidén es relativamente frecuente y puece provocar fistulas del
tumor con 3raanos vecinos . acas intestinales, vejiga, vagina, etc. Esta

ma de diseminacién puede hacer que el tumor sea irresecable y empeora

notapblemente el pronéstico del mismo.

hra peritoneal.- En ocasiones, nay una siembra muitiple de

rodo el peritonec, aue nace aue el tumor sea incurable,

Nicaminacitn a través de 'a uz intestinal.- Mediante 1a

o gk il 13 af 4
de células tumorales en otras zonas Qe intestino.

METASTASIS N EL CANCER COLO-RECTAI




comparacion con

ia enfermedad

Los tumores del colon derecho tienen metastasis locales v a

distancia en ei 90% de los pacientes y metastasis a distancia solamente en el

10% de ios cas

e}
o
wn

welch, J.P, et al, 1979, han recogido su experiencia y la de otros
autores en enfermos con cancer de colon y recto a los que se les habia
practicado ja autopsia. Las localizaciones mas frecuentes de metastasis
fueron: higado (40-80%), ganglios linfaticos (30-60%), pelvis (25-38%),

neritoneo (20-35%), suprarenales (5-20%), hueso, tiroides, pancreas y ovario

(3-18%) v cerebrc (1-8%)

DIAGNOSTICO

la historia clinica puede ser

~yanto al diagnéstico clinico,

.mastiva o no del proceso. En el primer caso hay dos sintomas capitales que

deben hacer pensar en el cancer ade colon: cualguier cambio en los hab"tos

intestinales de toda persona mayor de cuarenta afios, mantenido durante cierto

tiempo v no expliceble por otras causas vy la expulsion de sangre Y moco por
L | 2 ' - i ol o

i Ademas existen una serie de sintomas Y otra serie de trastornos
el recto. Ademas exicten Ulle 2

J Spep 1 CO 1af !. - 1 £ & Vi ) Ll.d 0 qu e 3 L ] en u e
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de estos pacientes, tanto general como

na

atalogica, dependiendo del estadio evolutivo

ignidad nistologica. A veces, pacientes sintomaticos mucho

n una exploracicn anodina, en

tanto que otros con una historia
lore gener impertante y signos clinicos de propagacion
1onar, hepatica o peritoneal. La palpacion de una ‘mMasa

abdominal suele presentarse en las neoplasias de colocn derecho, ya que
Mayores problemas opresenta la palpacion de 108

n izquierdo, ya que son acintados y pueden confundirse con una

cuerda c6lica, asi mismo la paipacion de una masa a ese nivel puede s6lo

corresponder a acumuios ae escibalos por encima del tumor.

-16n cuidadosa de cualquier paciente debe incluir el
razon aguil, sienao una E’*."_‘-l‘)ra'f'!Oﬂ m‘rhqada en estos
terer en cuenta que el 75% de los canceres rectales o sea,

lo-rectales se encuentran al alcance del dedo

sl grado de posible invasion
te la evaluacion del estado

nara la posible interven—

mayoria de las veces.




LCO INMUNOLOGICO: MARCADORES TUMORALES

1 - 10T ¢ i - 3o v, 1 4 e . 1 1
8NTLOS Mi ambiciosos ge los ultimos 1K afns his S_}O y
LAOS Fo anne A (

annnect ;
INost icar neoplasias de o

0% distintos o6rganos por medio de la

1t 1 denoe R SR
antigenos oncofetales que pudieran ser especificos de cada

cstos marcadores inmunologicos estarian ligados a la sintesis y

aumentadas de proteinas fetales per el tej 14 '
u de proteir Lales per el tejido neopiasico, estando

ibida en el tejido aaulto normal.

Una de estas sustancias seria el ANTIGENO CARCINO EMBRIONARIO

fue descubierto por Gold y Freedman en 1965, en tejido canceroso

humano y estudios clinicos iniciales, sugirieron que la valoracion
~yantitativa de! CEA por métodos de radio-inmuno-ensayo o inmuno-enzimatico,
nodria tener la especificidad vy sensi1biiidad suficiente para el diagnéstico

e incluso la determinacién precoz de este tipo de tumor.

tumorales, que determinados mediante tests
nresencia de cancer mucho antes gue 1o hagan los
signos clinicos de la enfermedad; pueden ser aé dos tipos:
Producidos por la céluia o el estroma tumoral

_ producidos por otros tejidos 2n respuesta a la presencia del tumor.

marcado! rumoral 1ideal tendria aque tener jas siguientes

. e el SR A sancia mor
tinto de un orqano © tejido, o de la presencia de un tu




010 en pacientes con

U TItUIo retieje ia actividad de la enfermedad

Asi desde un punto de vista tedricc, al menos
menos,

las rieterminacicnes
serilagnas de un marcador que reuna estas condiciones, deben ser utiles para
establiecer un sistema de monitorizacion bioquimica de la enfermedad gue
permita:

Establecer un prondstico.

Determinar 1a totaliidad o no, de la reseccion guirurgica.

Detectar una recidiva.

Monitorizar el tratamiento adyuvante.

Si racemos un repaso a la lista de los antigenos més importantes
que se describieron relacionados de alguna manera con el cancer colo-rectal
v analizamos cual ha sido su utilidad, vemos que la experiencia de los
inmundagenos es que la especificidad del antigeno, disminuye a medida que
aumentamos la sensibilicad de] test de deteccion y hasta ahora, excepto el

de los demas antigenos ha mostrado ser 10 suficientemente eficaz
uytilizado como control de una me itorizacion clinica.

g especula con OLros dos ant.igenos onco fetales: el Tennessee

in embargo el primero aun no estd comercializado v el segundo no

suficientemente. El marcador mas estudiado en la actuaiicad

ensayadado

una glico proteina de membrana periférica, no una

y
CEA, el cual es

taina de membrana integral, localizada en el glicocalix y gue es 1iberada




nte en \los - 1doe 9 a1 ¥ f e
08 tluldos tisularas vecinos v en la circulacion, donde

puege aeterminarse pot radio- LAMUNO-ensayo

Es, por lo tanto, una sustancia indigena de la céluia tumoral y
SuU caida a niveles indetectables a 1os pocos dias de ser extirpado el tumor
productor de CEA, suglere que su cataboiismo es rapido, siendo el higado,

quizas, el lugar mas importante de este proceso.

Analizando los hechos més importantes relacionados con este
antigeno v el cancer colo-rectal vemos que:

CEA esta elevado en alrrededor del 70-80% de tudos los pacientes
con carcinoma colo-rectal (Lagarriga, D. et al, 1982). Estando relacionado

este hecho con la extenson de la enfermedad, asi: un valor marcadamente

!
alevado, estad frecuentemente asociado a metastasis, sobre todo en el higado,

- Se sabe que valiores preoperatorios altos de CEA estan asociados con
uyn mayor riesgo de reclaiva €n pacientes a los que aparentemente se les

realizé una reseccion curativa.

- Otra cuastion es, S loe tumores con un titulo alto de CEA son

nistologicamente diferentes de los queé tienen un titulo bajo. En general puede

~firmarse. que los valores del CEA se correlacionan mas con 1a profundidad de

la penetracion de 1a enfermedad que con el grado de diferenciacion, aunque

i ' [ EA
rece ser gue los Lumores coloides muestran tendencia a tener vaiores de CE
parece o gue 1Uo B B o

nferiores a | resto.




Farece sequro aue n o ta en=re ¢ ]
iUrQ que nNo ex1ste correlacion entre el CEA v el sexo 1a
S e

O T trar CHrE A S 34 %
eMmpo transcurrido nasta el diagnostico, el aspecto macroscépico del

1nmuno giobulinag v el

numero de linfocitos en sangre periférica.

A [ ! ‘. o -
Ltogavia no se ha comprobado que el CEA sea inmundgenc

embargo se ha comorobado que existen receptores linfocitarios
gue existe, al menos, uno de Jlos factores con actividad
suero de lcs pacientes con carcinomas colo-rectales

pudiendose especular que interfiere con un receptor antigeno de las

(Gonzalez CAlvin, et al, 1982).

En cuarto a la utilidad de la determinacion seriada del CEA para
gtilizarlo comn control de la enfermedad, se ha demosirado que una caida

incompleta de sus valores, tras la reseccion, significa un mal pronostico.

Asi se puede afirmar, gue una elevacion rapida y con valores
post-operatoric proporciona una certeza de recidiva metastasica

superior al 90%, pero c<plo una tercera parte de los enfermos que se reoperan
de CEA, tienen Tumor reseceole., Ademas tiene un valar

relativo en la deteccion ae la recidiva local, ya que solo un 50% de los

nresentan, tienen titulos elevados, siendo este gruno de

cientes que la

los que mas se beneficiarian de un diagnostico precoz.

=

Respacto al mejor método ae seqguimiento en enfermos operados de

je l1as | ¢ gel CEA, el mas
ectal, en cuanto 2] tiempo ge 1as determinaciones u

idénec parece ser:

_ Mensual: durante los dos primeros anos.




i Doctoral
104 40s meses: en los tres anos slauientes
= Lada sel1s meses: en los dos afos siguientes.

= Una vez %i ano: “”G@ﬁ!ﬂddmente,

Pero esto seria excesivamente costoso en tiempo v dinero para ser
realizado en forma 1indiscriminada, en todos los pacientes intervenidos de
carcinoma colo-rectal; por ello hay que limitarlo a los pacientes con mayores

orobabilidades de recidiva,

La radio-inmunodeteccion de los focos tumoraies con anticuerpo
anti-CEA es una técnica que puede tener un gran valor, aunque se necesitan
estudios méas amplios parz establecer definitivamente su utilidad. En este
sentido estan las invest ocaciones de Kim, 1980, Koprowski, 1981 y Chatal,
1983. con recpectoc a la utilizacion de anticuerpos monoclonales para la

deteccion escintigrafica de canceres colo-rectales humanos.

Utilizando dos #anticuerpos monoclonales: el 17-1A vy el 19-9

especificos de canceres 4atiro intestinales aue son marcados con yodo 131. Con

anticuerpos se nan obtenido imagenes escintigraficas, ciendo las mas

los dos

~rtractadas las que '« obtuvieron 4 6 5 dias después de la inveccién. El

estudio mediante esta tecnica rasulto positivo en el 60% de 27 canceres colo-

rectales demostrados por colonoscopia. Ademas en un caso, splo la escin-

: ~yr i 2 : " rec :
t iarafia pudo demos’rar ia existencia de una recurrencia de un cancer re tal




) deue sSer aemosirado por estudios posteriores

otras tecnicas; para que en un futuro, la escintigrafia

iCiuida en la rutina clinica.

Antes hemos mencionado a un grupo de marcadores tumorales
producicdes por el huesped en respuesta a la presencia del tumor. Este es el
caso re las 'proteinas reactantes de fase aguda’ (P.R.F.A.) que Synder y
Ashwell, a principios de los 60, demostraron que se encontraban ejevadas en
pacientes con cancer; después han sido muchos los estudios que han confirmado

este hecho.

Las P.R.F.A. (transferrina, alfa-1-glicoproteina écida y alfa-
fantitripsina) son sintetizadas por el higado y cambian sus niveles en
respuesta al trauma: infecciones agudas v cronicas, enfermedades d._znerative
v cancer. Consideradas individualmente, como mediciones esporadicas, no tienen
valor diagnostico ni pronostico, dado el caréacter inespecifico de la
respuesta. Sin embargo cuando se determinan varias simuiténeamente y se
examina su perfil, los patrones de respuesta tienden a compensar esa falta

de especificidad.

i ol o i gy i
En amplios estudios realizados sobre 1as alfa-1 y alfa-2

fases de la evolucion de cancer colo-rectal, se 11egd 2

y1obulinas en varias

las globulinas estaban

~i6n que los nivelies medios totales aoe

4 - G - \ 4 5 n
iae en todos los grupos, pero las maximas alteraciones Se presentaron e

; almente ¢ a afectaba al
tes con mayoi diseminacion Y pspeciaimente ta areclau




sten tambie Lras pre : ]
amoten otras proteinas, como ia alfa-1 glicoproteina
e !

ﬁ]Tﬁ" o Framne1n: 2
I antitripsina y la transferrina, gue también se alteran en
paciantes con « g ol Bl colo=rac ! i :

0N carcinoma colo-rectat, estando asiy mismo rejacionadas con la

nvasion del tumor, el grado de aiteracion de sus niveles

Otros posibles marcadores tumoraies son 108 enzimas, ya que estos
son un fiel reflejo del metabolismo del organismo. En un paciente con céncer,
cabe pensar que el tejido tumoral, al igual gue el tejido normal, estan
contribuyendo al "pool” de enzimas plasmaticcs, por 1o que seria de gran
importancia el distinguir los isoenzimas plasmaticos de los gue no lo son.

s

Aunaue en el momento actual no existe un patron enzimatico anormal
especifico de las metastasis hepéticas, en estudios Jongitudinales, se
encontré aue, en la evolucion de las mismas, generalmente la Guai es la primera
que se eleva, seguida de |é 5'nuclectidasa, fosfatasa alcalina, lactico

deshidrogenasa, leucii aminopeptidasa y- 184S transaminasas (Carda Abella,

10

mp 1108 estudios se ha comporbado en fin que, aunque valores

normales d stos enzimas, no excluye la existencla de metastasis hepaticas

o pulmonares, la alteracién franca ae uno de #1los o simnlemente ade mas de

pueda existir una enfermedad diseminada. El

v gyaestivo que
e al higado:; como el peritoneo,

t ios diferentes

ofrecer un patron enzimatico carac-

1amativas que 1as metastasis nhepaticas.




Finaimente
1ain L n .4 . ;
gamostrar si la reactividad
, 140

i

1nthune

trincac re % r aF:
secamente reilacionads riesgo ae recidiva, S2 ha podido

demostrar | wanepo, I, at al, 1980

ta puede estar deprimida, incluso en

pacientes en estagio A de Duke 1ot

AIREDS X1ST1endo una

depresion lineal a medida que
aumenta el graago de extension de la enfermedad., pero solo los pa ntes con

nrermagal vanzaoda moctrraro ¢ g - T s ,
enfermedad avanzada mostraro elacion de la respuesta inmune con la

supervi/encia.

Asi mismo se ha comprobado que los valores de IgA se encuentran
disminuidos v los de IgM elevados en «lgunos pacientes, implicando este hecho

un peor pronostico y quizas es peor si amhes alteraciones se encuentran en un

mismo enfermo simultéaneamente. De cualaguier forma, la relacién entre el titulo

de anticuerpos y la inmunovigilancia en jos enfermos con céancer, todavia no

ha sido plenamente esclarecida.

Mientras no se disponga de UR marcador especifico, la forma mas

L

anropiada de valorar la extension y masa tumoraies y diferenclar i0s estadios

de evolucion métodos Mstadisti1cos multivariables. Fue

analisis discriminante multifactorial

Aronesen, 3710, quien sSugirio que un

hasa en , hilirrubina, puede alcanzar
DASS ao e

ca en el 93% de los casos. Desde
un a1agnos i

ste tipo, que ge una manera casl

smaticos; reflejo de la

PREA. de las que la alfa-

*




/ 1a naptoglobina son posiblemente las de

con estas combinaciones se lograra conocer la presencia de

metastasas la existercia d ~igdiva i i
etastasis o la existencia de recidiva loco-reaional, supondria un gran paso
va que como senald Dukes en 1936 nos permitiria conocer:

- Cual es la forma mas adecuada del primer tratamiento.

Cuales son las probabilidades de recidiva.

De esta manera podriamos:

Individualizar el tratamiento.

Diferenciar aquellas personas que probablemente tienen la enfermedad,
que probablemente no 1a tienen.

- Establecer la frecuencia de las recidivas de una manera l6gica y de

acuerdo con un rieso individual de recidiva.
- Nos permitirija comparar el perfil pre-operatorio con e] post-

de un mismo paciente lo que nos daria la’ poasibilidad dg

gperatorio

monitorizar a cada paciente de manera individual, estableciendo las bases de

una actuacion precoz en cada momento.

_ Einpalmente nos permitiria reducir el numerc de explioraciones, naciendo

ase de todos los medios diagndsticos, cuando algunas de estas sefiales de

alarma bioquimica nos alerte.

.

: i | oo i incer colo-rectal,
se ha ensayado también el diagnostico del cancer colo

nde 1a inhibicion de’la adherencia Jeucocitaria. Se encuentra un
inac la r SR RS L8




lene gmediante 1a

ta de acgherencia en un

de celulas control

indice ce no-adherencia en 10s casos

e| caso de cancer de colon.

DIAGNOSTICO PRECOZ

para ia deteccién de neoplasia de colon
age caracteristicas para que su
sista clinico: ser de aplicacion

diad de falsos negativos como positivos Yy

sangre oculta en heces.—

nediante métodos cualitativos y cuantitativos:

iiante hematies marcados con Cr-51. Se

iza me

; posteriormente se determinag ia radioactividad

e pero engorrosa y utilizable sGlo en

agrandes masas de poblazion.

de per-oxidacion; el peréx1do

hemoalobinica, miogiobini=

gaca




0O guayacos (Hemoccult

sensibilidad, de modo aque
sensible que el guavaco. -1 exceso de
positivos, por 1o que en la ectualidad

cady, con una sensibilidad adecuada.

son inferiores al 10% v suelen deberss a
enlon. por lo que excluida la iesion colonica, deben
digestivos altos, en busca de lesiones potencialmente
municads faisos negativos en proporciones variables (8-

que podrian explicarse por ja insensibilidad del test

eran sangrantes.

si todas las lesiones se situaban en el recto y

tuviesen poco contacto con o] Area sangrante. Por

] Je autores propugnan complementar el hemoccult con el tacto rectal
a1 quno LUTOres ropugnatl . J 1€

istemat 1Co.

en un total de 20.525

analis cp phservo un resultado

lne cuales eran portadores de enfermedan

, A dz Dukes, 2 en el




poblaciones de alto
e una rentabilidad del 90%

los palipos benignos

tado positivo del test se recoge

HEMOCCULT POSYTIVOD

- B NSRS LSS

[ i e ;
=4 TACTO RECTAL Y SIGMOIDOSCOPIA ===

it
1
POSITIVO |
|
i
| Rx y/o colonoscopia para
| investigar lesiones
L

asociadas

= T L
| Negativo | | v | Negativo ! ‘ Positivo|
‘ i i | ARSI D S i s

|kx gastro intestinal| |{Biopsia y |
|y/0 gastroscopia i |Tratamiento |
i o | i
T st
Al G s e
Fositivo |

Negativo |

[ : 1
| Tratdm1ento!
SIS e el

mademente el bb% ae 105 enfermos con cancer de coion aparece
prox imademente e de 108 €

que abarca el sigmoidoscopio s1asico. La falta de

noblacion general de este wet‘nﬂ‘ue despistale

por par e ae




Tesis Doctoral

gmo1aoscopia Tibroptica tiene un gran potencial de futuro
7 " v L]

~ant ag no g | et s
icebtada por el paciente y siendo un método més eficaz en cuanto

ylcance del mismo, Sobre todo

se ha demostrado eficaz en el seguimiento de

agenomas y pacientes con enfermedades 1inflamatorias del intestino. Ademas

permite lavado para citologia v un gran numero de biopsias para determinar la

existencia ge yispiasia,
30, Enema de Bario.
Puede poseer gran valor en arupos de enfermos de alto riesgo,
cuando se realiza conjuntamente cocn la colonoscopia, siendo sobre todo util

en las neopiasias del colon ascendente en aquellcs pacientes en los que no se

ha podido visualizar con el colonoscoplo.

40, Colionoscopia.

Los pacientes con un riesqo alto. no pueden sar considerados
completamente estudiados hasta que ne havan sido explorados con el colonos-
copio largo. Esta tecnica €s +ambién Util parza el seguimiento de los enfermos,
viailancia de las anastomosis, mediante biopsius ¥ cepillado, de los pacientes

nte per cancer.

aumenta la eficacta de la

sados con raspado, a los de




geteccion de una posible displasia en

lene ademas ut)iidad para la determinacidn

iesiones wospechosas. POlipos aue parecen

SomeL1dos a excision en vez de ser biopsiados, ya que

d veces gescoricer 85 ¥y pasarse por alto lesiones que en

>1a N[O Son invasivas.

70 Marcadores tumorales.

Como yva nemos 1ndicado, 1a busqueda de un marcador idoéneo pare el

diagnostico del canceir de colon a3 sido decepcionante hasta ahora. Por lo

tanto se puede concluir que el CEA no sirve como método de Screening para e!

diagnostice cancer de colon.

qrupos de pacientes en cuanto a la

Se pueden Qistingulr varios

aminada al diaanostico precoZ:

sintomat

izar todas las técnicas a nuestro

diaanéstico preciso, inciuyendo: sigmoidescopia,

agire vy a colonoscopia con biopsia Yy

iesgo estandar.-

ubrimiento de sangre oculta en heces,

ada 2 0 5 afios puede dar




e bace, tal como ia colitis

pecientes con una his*oria

etc. kn general todos estos pacientes dehen ser

copio anualmente, ademas de examenes periodicos con

para citoioaia e incluso bidpsia en el caso de que

hasa dudar de su benignidad. En los pacientes con poliposis
acer cirugia lo antes posible, ya que en este caso

sy gran malianidad, es la actitud mas sensata.

TRATAMIENTO

TRATAMIENTO QUIRURGICD

tratamiento quirurgizo constituye la tinica posibilidad de

enfermos que padecen un carcinoma colo-rectal. E1 éxito de la

(R

sumento coincidiendo con una mejor prepracion coldnica
operatoria. Las mejores técnicas
de las lesivnes pre-malignas Y el uso

t ratamiento, abren un futuro esperaii-




W SR SEe o g e
‘ ieraies para €! tratamiento aquirurgico electivo

La supervivencla esta directamente relacionada con el estadio de 1a

enfermedad en el momento de la intervencion.

La diseminacion a los linfatico: mesentericos

0 mesocolicos

advacentes se corresponde regionalmente con los troncos arteriales del

segmento intestinal afectado, por lo que la reseccion curativa incluiré tales
vias de diseminzcion regional y la longitud de intestino correspondiente a la
linfadenectomia y ligadura vascular realizadas.

Otros factores de indudable infiuencia en la supervivencia a largo

s6lo pueden ser apreciados en la pieza operatoria y no clinicamente.
4. En ja elecci6n de la teécnica adecuada se debe tener en cuenta la

de lesiones pre-maiignas.

rasa de resecabilidad esta, sequn las diferentes estadisticas,

(Lopez Bejarano, 1982).

{as principales intervenciones Que normalmente se realizan segun

localizaciones del cancer en el colon o recto son:

A - Hemicolectomia derecna. para tumores situades en el ciego ¥

~ante.

_ Hemicolectomia derecha ampliaca a colon transverso para

¥

.dos en el angulo hepatico del coion O en el tercio derecha del




ira un tumor situado en

S5 1Mo 1 Ged omia (He 3 [ o
z ,LU‘ 11a (Hemicolectomia ‘:u‘i‘e'ﬂ} I‘JI O 811 d
- . M 1Tuaao en

- Hemico lectomié railrards 14
olectomia izquierda amplia para un tumor situado en colon

rerl — mey [
ecto-siomoidea y tercio izquierdo del colon

F.- Reseccitn anterior de recto para tumores situados en tercio

medio de recto.

G.- Ampuiacion abdominoperineal para tumores sjtuados en ano Yy

cio inferior ae recto.

“olectomia Total. La colectomia total simple o ampliada al
ada, sobre todo, en tres sjtuaciones:
muititopico.

son una poii1posis r esto-calica.

ulcerosa.

y la colectomia tota] profilactica en los

(1t imamente se acon 38 ]

aln sin la asociacion de cancer, dada la

frecuencia de malignizacion de dicha enfer medad.




RATAMIENICG ADYUVANTE OC LA CIRUGIA

Co Nanla dea ftrat an + o oy
e habla de tratamento agyuvante a lacirugia en el cancer

200emos consider

rat dos metodos: la radioterapia y la

Quimioterapia,

fa radioterapia ha siago utilizada con la esperanza de que fuera
tan eficaz

CAZ como e ytros tipos de tumores, como el tumor de Wilms, rab-
domiosarcoma infantil, tumores 0seos, cancer de mama, etc.

Mznejando cifras aproximadas, tenemos que <on cirugia sola,
curamos el 50% de los pacientes, de este 50% que nc guedan curados, 30% van

a hacer una recidiva y 20% una metastasis a distancia.

Con la radioterapia no vamos a meijorar al 50% que cura con
cirugia, ni al 20% que presentan metastasis a distancia: quedan sélo el 30%

de pacientes que podran mejorar dgracias & ia radioterapia.

La mayoria de tratados con radicterapia se encuentran en los

astadios B y C principaimente.

. ; : « indicado para sometar al
Eyiste discusion cobre € momento mas indicado para ometer o

A ¢ AP ~raf n el e-
1dc 1ente & tra amientc radioterapico. AL guno JULores J'9+ lere el pr

! g TR et -operato
aneratori 4 realizarlo; otros proponen Nace

razones para uno u




vOiumen tumorail,

* Aumento de 14 resecabi}idad

idioterapia post-operatoria;

£ R A N :
ermite una mejor seleccion de ios casos, dado gque pueden

rse criterios patologicos para decidir si la radioterapia esta indicada

s aplicable en el colon extraperitoneal y en el recto.

nunto de vista del radioterapeuta, existe una mejor

definicion del campo de radiacion.
%+ Permite excluir aguellos pacientes aue presentan metastasis

hep&ticas y aquellos que no muesira propagacion a través de la pared

intestinal y tienen gangl:

Es importante tener en cuenta varios hechos en el tratamiento

los resultados de las diferentes series parecen

dpico, vya que

no varian tanto si nos atenemcs a 10s resultados

o es importante el factor dosis, sino también el tiempo

volumen de la zona

dicha dosis; Otro ademas, seria el

un principio: a grandes voiumenes Dequeﬁas




amiento radioteranic

primero se E?’T‘DEZO
ae exiensos canceres

inoperanies, haciendo gque, en algunos

operables canceres que no lo eran

La ragiacion preoperatoria se intentd después aplicar como medida

adyuvante a 1a cirugia. 281 en las primeras series se administraron dosis de

radiacion moderadas (2.000 a 2.500 rads) como en la realizada por la Veterans

Administration que efectud un estudic entre muchos centros hospitalaries. En
un principio se demostro un aumento de 1a supervivencia a los cinco anos y una

disminucion de la tasa de fracasos locales.

Estas esperanzas se vieron despues frustradas por sucesivos
estudios. Se comuricaron buenos resuitados por primera vez cuando en la
Jniversidad de Oregon se aplicaron unas dosis de radianion enérgica de 5.000
a 6.000 rads oreoperatoriamente. Se vié que reducia consicerapliemente las
tasas de fracasos locales, suqiriéndose gque era capaz de reducir la

implantacion de celulas rumorales viables.

Sin embargo, para que a] tratamiento produjera un efecto maximo,

era preciso ipstaurar un plazo de espera de un mes a seis semanas antes de

, s e a ¢ ici
realizar el tratamiento quirurgico. Esto constituia un peligro ce aparic én

icas pyvistas hart la irradiacion nrecperatoria
de metastasis hepaticas imprevistas. Aparte, la 1rraailac

L Piaiants clcatrizRcion da 18 MISNG.
hacia peligrosa la anastomosis DOf la deficiente cicatrizacion d

.omendar la radioterapia
. de las razones Qque Se gxpone para recomendar 14 radioterapta
g ao i neo o -

te en que se pueae realizar un detenido examen de la




fujetos a mayor

0 una perforacion

realizados en la Veterans Administration la recidivas

antre e; 15 v el 45% en funcion del estudio microscopico:

Recidiva Local
(Micrescopico)
(Macraoscopico!
{Microscopico)

{Macroscopico)

73 nvasion ge ta pared.
NO = Ausencia de metastasis ganalionares.

N-1 = Presencia de melzstasis ganalionares.

Se puede establecer entonces esias nosibilidades de recidivas Yy

del paciente, para establecer un posible tratamiento

i ipla pre- ~atoria es | se
Otra de las ventajas ae 1a radicterapia pre operatoria es qu

3 { _——y - i3 | - .) ade
- ~ampo it4s apropiado al radioterapeuta en el cast
puede ionar un campo #as aproplaao a #

manteniendo el intestino deigado

tumor se encuentre alojado en 14 pelvis;
ra e] emplec de uha holsa de Mickulicz grande, que
1 megianie © M 10 1 &

vez que €7 intestino e adhiera a un nive
una vez Que s




tact
Lestine de ldgado no puede resi1si

recto u otros segmentos del colon o ja

na ventala teorica ce la radioterapia pre-operatoria es la
reducir la 1mplantacion de celuias necplasicas viables en el
campo operatorio. No obstante, aun no se ha podidn establecer la dosis

necesaria para eliminar este riesgo.

En base a este ultimo hecho, muchos atores utiiizan dosis de

radiacién moderada para conseguir este fin.

3e ha 1nvestigado asi la combir.aCiOn de tenicas pre Y post-

speratorias con el nombre de ténicas “sandwich". Esta consiste en la

»

aplicacién de una @o0s1s de 500 rads una o dos veces antes de ia intervencion.

radiacion post-operatoria dependiendo de las

ccmo ya se ha expuesto.

forma de radioterapia que esta aun en estado

Radioterapia Intraoperatoria. 81 bien pudria emplearse con

8 S
2 1 menos pnotencialmente, existen probiemas logist 1COS

ha eripleado esta tecnica er el tratamiento del cancer

gitua directamente sobre el

ya mediante un cono gué S3

1 Q < 1 a. aunoue
No existen resyltados a 1argo este sistemd

R E e ~ t n
‘it MUy F[—!v'urnfli!;‘fm dado que se Aa 1ca Da“1e”"es £0

avanzado.




error.,

fue
Veterans Administration,

el momentc de

i en dosis mielosupresi-

E o4l
e

mpoco sianificativo el beneficio

o

de RCG al F.U., demostrandose

astidios solo se ytiiizaron

randomizados en los que Se compara 'a

iclotosfamida Y matotrexate con una combinacion

~ N.U. es reemplazado por metotrexate.




rarmaco ha

arcinogenests

enfermos que habian

muy buenos y con un

respuestas coumpletas,

¢ con estudious

ble tratamignto

interferon parcialmente

dimet1i-hidracina.




COLON

manera

0gicos de

parameLros y aunaue

mas del 50% de los

que una buena modalidad de

arteria

mayor parte ae 1as




,“E I',"‘ “][‘d

ares para




uha serie ue

4 merastasis,

cuales ias posibill-

peploraciones serian

~as de sequimiente aconsejadas







1 idrolisis
sinonimo a
ulitimo

péptidos como substrato,

proteinas de mayoir peso

dicicnaimente en: endopep-

zan enlaces peptidlcos

cadena polipeptidica,

2 residucs) & 1os

y endopepriaasas

guna manera, esta

reciente-

|igera

ST

xanpel—




terentes significados
ha tenide diferentes
ja actua'idad un grupo
comunes,

aminopeptidasas resultan de dificil

‘apacidad funcional.

catalogados en funcion de

ombragos vy

ubstrato artificial utilizado para su

determinades inhibidores O ia

LAS EXOPEPTIDASAS

an de las exopept dasas no se

grago de la visién camcilante e

icidad de 1as exopept1c1asas.,

incrementado obtensibiemente el

s i B
nroteasas: logue na centado una Dase

nomenc latuira basada en un




L5 == 0=~ 0~
Serina proteinasas
M {isteina proteinasas
ept ! : el A8AS
Aspartico proteinasas
* * Metalo proteinasas
¥ al~1akd 1 o 4 ﬂ
?I
+ Otras proteinasas
- A4l |
‘ (=) < T ;.3 1
Al I ti1da
"&\ [ . -
i que se agifican ge acuerao
T 1 [ |
t ZepArt ico v metaloproteasas),
Y i necit idad e substrato,
I s
¢ s Aa 31 ‘:‘if.,!’-awe v e T,Fl!'f‘»'-\ﬁﬂ del




eprLigonidro
noacliaonigaroliasas.
ail !l aipeptidonigdrolasas

4W;H“J€Ut'Ude5' &L

minopeptidasas .,

IOMENCLATURA Dt LA EXUPEPT LDASAS

En funcion de la especificidad de substrato.

ectablecidos por Mc Donald vy Barret (1986)
rarmine proteasa como un término general
ue o aplica igualmente a las excpeptidasas
el términc "proteinasa’ se aplica

ot 1yidal ~ndopeptidasa, reservandose

»¢ gue solo tienen actividad

aara gesignar una nueva clase de

ig definicién clasica gada para

ha Adoptado

clase (3.4.19) de




Tales enlaces se refieren

=0

comparacion, las exope

enzimas que hidrolizan uniones

idos o ftripeptidos de “ermina 23

. 1 Y o -
ptigasas <

alfa-peptidos,

0 (por ejempio

relacionado con un

oono {por eljempio el QJ'UDO

el

arupo epsilon-amino de

como enlaces

1sopépt 1dos.
iasicas quedan restringidas
iiberando

aminoacidos,

amino o carboxilos no sustituidos.

4 muchas de las aminopeptidasas se wasan en ia

'-\-';_*,1" :_lrer YA 0

smino4cido N-terminal. win empargo,

1eten de estos enzimas, Su

an valores de ymax 0 Km. AS1, un nombre

ular

que esctos

nomenc latura

aLe

enzimas tienen para un particuiar

debido a los pocos datos cinéticos que

~o puede basarse en la actualidad

rafleie la preferencia del enzima

«p pbasa generalmente en la proporcion

optimas, usango una

ondiciones

e los valores de Km. Por elemplo

de hidrélisis en un eniace alanil

alanina amincpeptidasal

00

acept ado nominar las

para

letra para evitar con-

aminodcido cuya primera




I previamente designado (Por ejemplo la

tidasa es RAP),

e la misma torma, para nombrar a las carboxipeptidasas que

iheran amincAcicos simples se usa el nombre del aminodcido o residuo C-
terminal. Asi ur enzima que libera arainina del extremo carboxilo mas
rapidamente que cuaiquier otro aminodcido se nombra como arginina carboxipep-
tidasa (no arainil carboxipeptidasa). No obstante 1o expresado hasta ahora,
existen enzimas que se nombran como arginina aminopeptidasa o arginil
carboxipeptidasa vy Jue evidentemente tienen un signitficado distinto a 1as

nreyiamente mencionadas.

Arginil aminopeptidasa Arginina carboxipeptidasa

H NuA,Q_W-P#ﬁ~ﬁwn—ﬁmﬂ~ﬂ+D—O‘Q~O*U“0‘W‘Arq COOH
N-Arg-0-0-0-0-0-0-0-U

Araginina aminopept 1Qas




ria f1ipgrango un amipoac:do en el extremo amino-

pOT un enlace peptiqico con la arginina. Igual siagnificado
tendria ia nomenclatura usada para las carboxipeptidasas,

en ia misma ftiaura.

Iquaies criterios se apiican a la nomenclatura de 1as dipep-

sirviendo como elemplo el recoaido <n la figura anterioir, donde se

!d;‘!‘:‘-‘“_‘:.
observa ladiferencia entre 1a proiina dipeptidasa (tambien 1lamada prolidasa)

0111 dipeptidasa (también :(iamada prolinasa).

En la siguierie figura se muestra un ejemplo de las diferencias

tartes er la nomenclatura de las dipeptidil peptidasas y las peptidil

exl

or aminopeptidasas y carbexipeptidasas respectivamente que

dipepticasas gque sO

la l1iberacién secuencial de dipéptidos de los oligopéeptidos.

peptidil dipeptidasa A ( PDPA)

- 0~0-0~=0-0-0-0-0-0-0-H1is~Leu-COOH

previamente COmMO

romanns para identificaria

oo Alimaroes
898 numero

ao en al caso ae 1as Deptﬂiﬁﬁi dipep-

smbars

o ha recomendado usar letras mayusculas

varios embros de este grupo.




4% T0rman i
Lransrteren 1A
ie actividad dipeptidil

gistintas gel ua entre

no protonizables.

1] de la peptidil dipep-
anagiotensina) siendo esta ia razon

nombre de este enzima “dipeptidil

tienen una especifticidad

nombres que las distinguen en

se las nombra incluyendo

nsomal .




CentriTugac

exopepricasas

casos se ha

en los distintos tejidos se

Asi, por ejemplo se nan

con especificidad
: icidad

1 los 1isosomas

con




netaloproteinas con
2 300,000, Se encuentran
tela estructura, difiriendo
Jna estructura melecular mas

dificiles de preparar

gdasas a menude comparte una alto

Parece ser gue la especificidad

smo proteclitico para una eficiente

tales como lisina, arginina, leucina

las proteinas de la dieta v de las proteinas

como parte de un proceso dindmico dei recamb’

primeras proteasas dque se

sechmidt-Leitz, 1931 Mc Donald and

er detectaron en estractos de mucosa

dipeptidasa. Estos estractos, que fueron

ntestinal de erepsina fueron la fuente

s probandose que estas preparaciones contenian




tamith ang

gespues de pubiicarse |08

Se reconncio gue ia actividad dipeptidasa
Lribuibie a mas de un enzima (Linaerstrom-
Linderstrom-Lang descubrid una

dipeptidasza v de la amino polipeptidasa

anzima, que €| primer autor denomindé como

riormente conucida como aminopeptidasa, el primer

carminal (Smith and Bergmann, 1944).

and Fuir descubrieron en el pancreas de
rampia  los aminoAacidos C-terminaies de péptidos

<ta enzima carboxi-poliipeptidasa para distinguirio de

de origen intestinai, Ocho anos mas tarde (Anson. 1937)

enzima carpoxi pept idasa si1enao esta la primera proteasa que se

na. siendo nombrada durante mucho tiempo como el

a .,

tarde (Waldschmidt-Leitz et al, 1931) describieron la

je oricen pancreatica que liperaba arginina de

ias pero no de esteres de protanaina.

neo A0S mas tarde (Folk 1GE6 Y mostro que la actividad

r'\uﬁ\-p a una C;-e\l_;;!':j_}i {:P{-”‘[‘E\'_!D‘—_‘,""r7(1«*5(1 QUR F‘Om[)f'f) como

especificidad casi apsoluta para

debido a 3sU

gligina y arginina. A esta proteasa se le




R R |

nomprandose

Arpoxipeptidasa-A,

Ambas carboxipep-
gasas acrivaples por Lripsina.

crenento

estudio de otros tejidos

strointestinal, en

i0s que se investigd la
exopeptidasas, estableciendose su  localizaciéon in-

remos en este parcado como: exopeptidasas del

rana , lisosomales’' y ‘omegapeptidasas’.

ExNPEPTIDASAS DEL CITOSOL

{a primera aminopeptidasa citos6lica que se caracterizo fue la

Linderstrom-Lang {weuﬁﬁ} am1HODEDt1dasa);

indose mas tarce como una fuente importante de la actividad de este

riRén de cerdo (Spackman et al, 1955}, en el cristalino de ouey

19651 v en ia pu\nod de!tH} i.f)(;.ylwabea “969)'

cn 1064 se descubri¢ en extractos de nigado de rata (Hopsu et ai,
nonent idasa que se denomind aminoneptidasa B a causa de su

liperando residuos N-terminales de argininay l1isina pareciendo

. contrapartida N-terminal de la carbox peptidasa B. En 1966

-ibieron una alanina aminopeptigasa (alanil aminopeptidasa
s jendo este enzima dependiente de halto Vv
resicuo gue nreferentemente

A irh ] - 10 3G 8
Aungue ta At1an 1a £ £

mbarac puede [iberar otros muchos resiauos 2
1 em S g :




5e na igen-

19 and Cusnman, 1971%)

residuos N-

Jutamico; debido a que 1d proporcion de la ruptura del

roximadamente tres veces mayor que la de! giutéamico el

como aspartato aminopeptidasa (aspartil aminopeptidasa).

ind Nuenke, 1967, caracierizaron upa dipeptidil-arilamidasa

ria de buey que mas tarde se nombrd como

inopeptidasa IIl (dipepdil peptidasa III) (Mc Donald st al,

£1 primer etemplo de una tripeptidil aminopeptiaasa (tripeptidil

de corigen citosdlico se publicd en 1083 por Balow et al, el

SRZIMa puriticaco

de higado ts cataliza la liberacion consecutiva de

ripéptidos del extremo N -mi.al. de oligopéptidcs derivadus del &nzima
e J 2 L% - ~ - ~

pDirdvato guindas=a.

tripeptido amin

1

nN1Qroxi1p

una e>opeptidasa conocigda como tripeptidasa

~tidaca) (Chenoweth et al, 1973) que actua solamente sobre

: contienen sin modif.car los extremos amino Y carboxilo-
tripéptidos qu2 contienel ol modair..C

ipéptidos que contienen en la posicion central prolina 0

tacan por el enzima.

]

o ha nublicado la existencia de un enzima prolina

=

ifion de cerdo @ jimina
“i-ﬂn1ﬁunwntidnaal aiclada del rinon ae cerdo que e




(NOordwig and

e o < Arno
Respecto a las carboxipeptidasas de origen citesdlico no se han
S D NO se he

aungue en conlraste con esta situacion algunas de las

aipeptidasis me’ior conocidas tienen este origen, tales como la prolil

1bent A5 A rasemann b &G39 i g 1 T
pepticasa (Grassmann et ai, 1532), prolina dipeptidasa (Bergmann and Fruton,

cii=glicina dipeptidasa (Josephson and von Euler, 1926:; Smith,

giicil-leucina dipeptidasa (Smith, 1948,) B-alanil-histidina

dipeptidasa (Hanson and Smith, 1949) -homoalanil histidina dipeptidasa (Lenny

et al, 1977), cisteinil-alicina dipeptidasa (Binkly and Nakamura, 1948).

EXOPEPT1DASAS UNIDAS A MEMBRANA

han encontrado exopeptiqasas unidas a membrana de practicamente

apareciendo normaimente en la fraccion microsomal habiéndose

durante los Ultimos treinta afos cuatro exopeptidas unidas a

membrana obtenigas de extractos de rinén.

La aminopeptidasa A (alutamil aminopeptidasa) (Glenner et al,
se activa por ca*t v que es relativamente especificz en 1a
liberacion de aminoacidos dicarboxi11C0s N-terminales. La aminopeptidasa M
(microsomal alariil aminopeptidasa) (Pfleiderer and celliers, 1963) que 1ibera
- neutros del extremo N-terminal, siendo una metaloproteina gue

aminoac 1dos




ing Glenner descubrieron otro enzima renal

berar restos glicina-prolin:
= 8 1cina-proiing v que por este morivo se dencming
tid1 i aminopeptidasa 1V (aip
A iwopeptidasa LV (aipeptidil peptidasa IV). MAas tarce (Dehm and

1970) se establecid la exis f ‘
25Llal o & a exisven a e un 3 X =] 1A% e 1id (&1
tencla de una exopeptidasa renal Lproiina

talizar la ruptura de un enlace entre un aminoacido

el penultimo aminoaciao protina

La unica dipeptidasa unida a membrana cue ha sido bien carac-
terizaca fue descubierta por Robinson et al, 1953 (microsomal dipeptidasa) que
catalirza la ruptura alanina-glicina mas rapidamente que el dipéptido glicina-
glicina; en contraste con la giicii-glicina dipeptidasa de origen citosé6lico,
que como va hemos mencionado, era activada por Co** v solamente hidroliza el

enlace glicina-glicina, la dipeptidasa unica a membrana es activada po- Zn*',

Se ccnocen dos pepridasas C-terminal unidas a membrana habiendo
sido ambas bien caracterizadas. La primera de ellas en ser descubierta fue el
enzima ‘convertidor de la angiotensina” (peptidil dipeptidasa A) (Skeggs et
1956). reconociendose hoy dia que ia especificidad de esta in**-metalo

carboxipeptidasa es ma: amplia de lo gue en principio se supuso.

seaunco enzima fTue carboxipeptidasa B (microsoma]—proi11

carboxipeptidasal. Este enzima fue aislado por primera vez en rifon de cerdo

1970) vy cataliza ia liberacion ae aminoacidos neutros de

(Denm and Nordwid,

+4
i6n C-terminal, sjendn activada por Mn"".

19
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EXOPEPTIDASAS Dt ORIGEN LISOSOMAL




Ha mas ge b 5 8 101
aLe Mas ae bU anos se sabia (Willstatter and Bamann, 1929)

e extractos e 1508 ten ; :
] CLOS atuosos obtenidos de tejidos animales eran capaces de digerir

‘[_‘; nrotal LS A LN b ( ]
1as proteinas a un pH acido denominandose al enzima responsable de este

renomeno  Katepsina (del grieqo: digerir)

Anos mas tarde (Fruton et al, 1941) detectaron &1 menos cuatro

activicades distintas en la preparacion de la catepsina. En 1952 sa reviso la

nomenclatura de ia catepsina, Tallan et al, conociendose como Catepsina A, B

a la contrapartida intracelular de |la pepsina, tripsina y guimotripsina
respectivamente. Debido a que Jas catepsinas, por definicion comprenden
proteasas de origen ceiular que exiben una actividad optima a pH acido, no fue
sorprendente gue todes ectos enzimas s€ encontraran eventualmente Tocalizados

lisosomas. oraanulos intracelulares donde se demostro gpor primera ver
{de Duve et ar, 1955) que contenian el grueso de las hidrolasas 4cidas de 1a

célula.

recientemente se ha demostrado que algunas de jas catepsinas
no endopeptidasas. Mc Donald et al, 1966, identificaron

~e de pituitaria de buey que catalizaba a pH Acido

» serina-tirosina ae su conjugado s-paftilamida. Se nombro como

arilamidasa siendo mas tarae nombrada COmMO dipeptidil

£ «a de su extensa especificiqad sobre un rango de

P ALl
inopepticasa 1 d causa

Donald et ail, 1971) representando s primers en W

nolipéptidos (M

L - { ntidtl-
4 nueva clase de exopeptidasas hoy conocidas como d1peptid '

E i
| jemostiacion que la catepsina \ de bazo de Duey
o WeiinJgo Ll L | | JUS V&




anteriormante
catepsina € (Mc
[radador del alucagon (Mc Donald et al

noy desicnada como

investigaciones realizadas con la
dipeptiai! peptidasa I se dascubrié ntra clase de dipeptidil peptidasa,
tambien de origen lisosomal, de la pituitaria de buey (Mc Donaid et al, 1968)
aunque su especificidad fue muy diferente y de alauna manera complementaria
2 la de Ja dipeptidil peptidasa I. La dipeptidii peptidasa II no requiere
activador, habiendose demostrado recientemente que rompe enlaces de prolina,
sierdo un ejemplo relativamente raro de una serin-proteasa lisosomal (Mc

Donaia and Schwate,

1078 Doebber et al. descubrieron una proteasa en la pituitaria

liberaba tripéptidos dei extremo N-terminal de la hormona de

crecimiento de buey. Esta tripeptidil aminopeptidasa {tripeptidil peptidasa

f e anzima con propiedacdes similares fue localizada mas tarde en ovario

L7 9 un
18K )

cerdo (Mc Denald et al, 19069).

iisosomal cataliza 1a depolimerizacion

s tn—=proteasad

ENno no*1wqisc1ha"prmizna—aaanwna,

tiempn sSe tuvieron pocas evidencias de 12

purante mucno

v« de una amino-&cil aminopeptidasa iisosomal. En 1941 se describio




leucina-

NH, vy letucina-

il1cina-giicina (Fruton et al, 1941). Este
genominoe catepsina II1 fue virtualmente olvidade durante los
En 1968, Syiven and Sneliman emplearon leucina-2-naftilamida

) de la catepsina B, aunque Mc Donald et al, 1970, mostraron que
Lividades en las preparaciones de catepsina B que hidrolizan leucina—
¢-naftiiamida y 1isina-Z2-naftilamida eran distintas, pudiendo separarse en una

olumna de DEAE-celulosa. En 1977, Kirschke et al usaron una técnica similar
nara separar tales actividades de una preparacion de catepsina B de 1isosomas
de higado de raia, mostrando que ei enzima purificado denominado catepsina H
era una cisteina-proteinasa que hidroliza tanto proteiras como amino-acil
ariiamida. siendo por esta razon descrita como una endoaminopeptidasa. Por lo
tanto parece gue la catepsina H es la proteasa Tisosomal responsable de las

primeras actividades encontradas de una aminopeptidasa l11iscsomal sulfidril

dependiente y cuya actividad se midio usando leucina-2-naftilamida.

ataepsina A es otro enzima iisosomal detectado originalmente

W

en bazo de buey (Fruton and geramann, 1$29) scbre ia base e su capacidad para

ido Z-alutamico-tirosina. E]l enzima nc reguiere activador,

una actividad tipo pepsina.

arde (Iodice, 1967) se publicd que una catepsina A

de bazo de buey mostrapa actividad carboxipeptidasa sCi0

ra Se conoce gue es parecida a la

anon: su especificidad aho




‘tepsina A sea

sChwabe, 1977).

0 en tazo de buey una sequnda actividad carboxipep-

Bergmann, 1939) que hidroiiza también a pH 5,6 ¥ Lo

pero gue se distingue de la catepsina A por sus

juerimientos de arupos sultidritos (Fruton et al, 1941), A causa de que

nto el cuarto componente proteolitico del compliejo catepsina se nombré

como cateps

£n 1962 Greenbaum and Sherman publicaron gque ia mejor preparacion
disponib'z de catepsina B de buey contenia una ‘cateplic carboxipeptidasa’

activada por grupos sulfidrilos que era activa tanto sobre Bz—giwcina—arg1n1na

como I-glutdmico-tirosina a pH 4. Afios mas tarde cuando Mc Donald et ai, 1970,

"o

usando una preparacion de bazo de buey para obtener catepsina B’ (B1) v B (B2)

de acuerdo con el procedimiento de Otto, 1967, se cbservé que en la catepsina

rboxipeptidasa sulfidril dependiente ensaysable

ina-arginina a pH 5. No tuvieron éxito los intentos para separar

ividades B_-arginina-NH, v B_.-glicina-arginina (Mc Donald and Schwabe,

luv que estas actividaces eran atribuibles a un

boxipeptidaca B lisosomal. Una preparacion

carboxipeptidasa B iisosomal ique contienen

r Mc Donald and E111s, 1475, para caracterizar

1S84ua Po

sox ipept idasa.




purit ila Je |isosomas de higado
coritenta una actividad carboxipep-
raspoensapie

ge la actividad histona

ONLrado en sus preparaciones de catepsina

Be (Delumen

posible demostrar una actividad endopep-
{Mc Donald and Ellis, 1975: Ninjoor et al, 1974) no
apropiado clasificar a este enzima como catepsina. El uso del termino

jaio paso a favor del término carboxipeptidasa B lisosomal y el

spsina B1 solo necesita ser referido como catepsina B.

carpoxipeptidasa lisosomal muy diferente a las hasta

cubrid en rindn de cerdo en el afo 1968 por Yang et al.
nqitensinasa ( (en sangre se han descrito previamente
anaiotensinasa A y Bl. Un enzima similar se ha descrito,

(s rata (Matsunaga, 1971) denominandose como angiotensionasa
aunaue mas tarde Mc Donald et al, 1974, dgemostraron gue la

a responsable de la mayor parte de la actividad

higado de rata. Yang and Erdns. 1971, renombraron mis tarde

v idaca para refliejar mejor su capacidad mas general

¢ : : ik e
rolina en pentitima posicién, 1iperando aminoac1dos ae!

acterizaron una exopeptidasa similar que

1912, CaATl

eparaciones de dipeptidil peptidasa I obtenida de




ibuicas al mismo enzima

<1peptidasa i1isosomal,

hecho notar, la maycria de las dipeptidasas se

a un pH alcalino. Sin embargo una

dependiente se detecto en lisosomas de higado de ratz (Mc

signdo capaz de romper un amplio rango de dipeptidos a pH

iendo que lo¢ extremos N vy C terminales esten libres. El enzima gse
ovisiongimente serina-metionina-dipeptidasa’ y mas tarde fue

om0 dipeptidasa I lisnsomal (Mc Donald and Schwabe, 1977).

OMEGA PEPTIDASAS

1timo grupo de que consideraremos son las cmeya

enzimas gue se rres localizaciones celulares.

gamma-glutami |

transpeptidasa es uina omega peptidasa unida a

amnliamente esiudiaca, nabiendo sido descubierta vy
cAthis 1 1 Gl e e

coma 1a

o 1462, que cataiiza tanto la hidroi1sis,

aarma~-glutami] N-terminal. E1 glutation sirve como

g . > strato
3 te enzima, aungue mucho mas conveniente fue el subst
de este €N ik aunague

i 5 po qu
utamil-p-nitroanilida) desarrollado al mismo tiempo que
(gamma—¢giutaii i troanii

cromogent




2NZ1ima omega pectidasa bien conociao, el

grupos a-amino libres

rogiutamil peptidasal.

tue descublertc primerzments en pseudomonas fluores-
cens (Doolitt'a and Armentrout, 1368) siendc mas tarde encontrado en higado

ge rata (Armerntrout,

Esta peptidasa requiere una activacion sulfidriiica y es capaz de

liberar res duos de piroglutamico del extremo N-terminal de polipéptidos a pH

Una omega pepficasa que libera residuos de yamma-glutdmico del

extremo C-terminal se encuentra nresente en la mucosa intestinal. Durante

muck tiempo Se CoONEc1o  COMmo folato conjugasa reconociendose que era
nucho C1empo 3 - ¥

: coni S los
responcable de la liperacion de Tformas no conijugadas de folato de

(Heffbranc ters. 1969) que el enzima que
\ w1 1 R Gl e i

2 e
como gamma-3lutaril carboxipeptidasa (nombre Qqu

1 ‘ < M { a cos
~do) ce concentri en los  1isosomas 08 mucosa
Apropi1add AT e

a L5 p ( 1e 4 ‘ ( 1e ]j se ,I ] ‘ a
( ava ac 1 14 1 un D L1mo - g Wy co QCIEsIL - JY
0Daya, ; 1




irerentes

~

4ado de rata gue cataliza
de peptidos vy
1ctividad

acil peptidasa)

Pl e St e R e
gepengiendo de 1a naturaieza del grupo acilo N~terminal

Hna omega peptidasa presente en tejidos de mamiferos se identificod
originaimente en vejiga de sapo por Campbell et al, 1965, Esta carboxamido
(peptidi] aminoacil amidasa) libera aminodcidos sustituidos en el
scida por su capacidad de catalizar la

de giicina-NH, C-terminal de 1a vasopresina.
' a G1tima omega peptidasa que incluimos en este grupo y de 1a cual
limitada informacion, es !4a 3-aspartil peptidasa, que libera

acpartico N-terminal de péntidos unidos en B-conexion (Haley, 1970).

MODIFICACIONES DE LAS EXOPEPTIDASAS EN DISTINTOS PPOCESOS PATOLOGICCS

proximadamente yeinte anos, na aparecido en 14

trabajos que demuestran la existencia de alteraciones de

z - o F1 18
¢ peptidasas, tanto a nivel tisular como piasmdtico u otros TIU100s
cag exOpepl iddod=, anta a ii 3] LS




runiagamenta imente en aguel |0s gue

na merecido una atencion especial, los
de las proteasas en los tumorales,

apartce.

1oy existentes, a cerca de la @
transpeptidasa (gamra-all), gue claramente muestran
plasmatica de ios niveles de este enzima en 10s
hepdtica; existen una gran variedad de
entre otras manifestaciones, se producen
/+, actividad de diversas exopeptidasas,

expondremos ios siguientes:
trabajos referente a alteraciones de erxopeptidasas
licado en 1967 por Parry, en donde se refiere la

inoe niveles plasmaticos de la R-alaniihistidina

_enfermedad que se asocia con un retardo mental

.arboxipeptidasa B, se conoce que existe un descenso

< hepatica (Oshima et al, 1978) y i 8; S CrEhE de

vemo. familiar (Streeten et al- 1972} ¥ Nl aumento en la

vadakin. mientras gue ro s< nan encontrado alteraciones

P i ] 5),
en enfermedades pancreaticas {Oshima et at, 1975




minopeptidasa se encuentr !
Jasa se encuentra elevado en el suero

ie enfermos

TILIS 1Inteaccinsa Flaguet et D7
Lis irecciosa (Flaquet et al, 1973). Igualmente. se

ncuentra |evan . ' 3 m - { '
encuentra elevado el enzima dipeptidil peptidasa I

, @n la distrofia muscular

polimiositis (Ké and Peara 178 '
[ IL1S  (Kar ana rFearson, 1978: vy la dipepitidii peptidasa IV en

nepato—D: ! 18! 65,

iabiendose encuntrado igualmenie, un descenso

niveies piasmaticos de este enzima, en céncer gastrico (Hino et el
- b

taet al, 1977), artritis reumatoide y lupus eritematoso

diseminado (Fujita et al, 1478).

valores piasmaticos ancormalimente elevados, del enzima peptidil
dipeptidasa A s han encontrado en sarcoidosis pulmonar (Lieberman et al,
1979), diabetes mellitus con retinopatia severa y en ia enfermedad fe Gaucher

{(Lieberman and Yastre, 198C).

ha detectado una excrecion urinaria elevada del enzima prolina
dipeptidasa en la hiperimido dipeptiduria, sindrome gimilar al latirismo,
sugerente de un defecto del calageno {(Isemura et al, 1979). En cerebro, se ha

observado la existencla de una deficiencia usi enzima gamma-homoa}an11his-

tidina dipeptidasa, en 1a nomocarnosinosis (§jaastad et al, 1971%).

Se ha demostrado ta existencia de una actividad arginina

aminopeptidasa clorure dependiente, en exudados de varios procesos 1n-

Flamatorios (Knuuttila et al, 1978). En 1980 Makinen et al., mostraron gue

1os nive [ ATiC0S ste
en la artritis reuymatoide, no se afectan 4o nivales njasmaticos de es

enzima: sin embargo, ia enfarmedad se asocio con niveles elevados del enzima




relacion de este

INT 1amatorios.

'3 esclerosis multiple, se ha encontrado una elevada actividad

proteas

Lo B

ien la meiina, sugdiriendo que este enzima pueda estar relacionado en

la patogenesis de las enfermedades que cursan con desmielinizacién (Sato et

1984 ),

sando 1inhibidores de aminopeptidasas, se ha demostrado la
participacion de ias mismas en la patogénesis de ciertas enfermedades; asi:
el tratamiento con bestatina, un inhibidor de aminopeptidasas, produje una
supresion significativa del desarrolio de hipertension arterial en ratas
espontaneamente hipertensas (Aoyagil et al, 1986), produciendo igualmente, la
curacién de., al menos ia mitad de las ratas tratadas con este inhibidor y que

padecian distrofia muscular genetica (Tsuji and Matsushita, 1986).

Finalmente relatar que: existen datos, que muestan 1a existencia
de niveles elevados de alanina aminopeptidasa, en pacientes con retinopatia

diabética (Shimojo ot al. 1987 ).

B, PR

’ ia de una cic st1vidad
ias bases sobre i2 existencia dae una relacion entre la activica

| 4 74 3 es ' forma
aminopeptidasa y Procesos neopldsicos, empezaron a establecerse de for
cli (W I8l-4 98 LI Y S L0E

{ 1irac : . 1 - S
clara, a partir de los anos cincuenta, Usando tecnicas histoguimicas, Burstone
.1ara., partci - g anos Gl

‘e

1 G demostré ‘la existencia de una actividad aminopepticasa




ESLroma agyacente a una serie de tumores, tales

MOMA anildermmic T 7 5
ofia epidermoide, adenocarcinoma de higado, recto y paratiroides

ue en tejidos normales. Tres akos mas 1 i |
s {o nales. Tres anos mas tarde. (Wrilighagen and Planteydt
b

1‘}'\_\_'; \

se confirmo la existencia de una mavor actividad aminuuep"ﬁdaqa ot

nadiiloe 1infariene Gt aotded s o
NRAUOS 1INTAticos metastasicos y en carcinomas gastricos y de vias biliares

Con el desarrcllo de nuevas tacnelogias, gue permit.eron medir mas
precisamente 'a actividad de lazs proteasas, se ha incrementado recientemente

el numero de pubiicacicnes en rejacion con esta problematica.

£n ol cancer de mama humano, se na encontrado que se secreta un
erizima. que puede ser 2] precursor de la catepsina B 11sosomal (Recklies et
19821 v en macrofagos metastasicos de tumores mamarios de ratén se

encuentran niveies elevados de leucina aminopeptidasa (Mahoney et al, 1985).

Diferentes enzimas proteliticos, se han implicado en la invasion
y metastasis tumorales, habiendo cobrado particular 1interes el enzima
catepsina B, ya Qque Su actividad se ha correlacionado claramente con la

malignidad y el potencial metastasico de tumores humanos VY animales (Sloane

and Honn, 1984).

ia catepsina B es consideraaa normalmente como una cisteina

proteinasa lisosomal; sin embargo, S€ ha medido y detectado una actividac

By 1 i 4 z 0"
<imilar a la catepsina B en células tumoraies (Sioane et al, 1982), en el

4 ari 8 1981) y en
1iquido ascitico de mujeres con carcinoma de ovario (Mort et al, .

Yz a . F Ca he inlicaco que
extensiones de alandilia mamaria (Recklies et al, 1g85), Se ha put




la B8Cctivicdad

membrana plasmatica (Sloane et aj

3

mas |isosomaies se procesan y se transportan a los

via receptor dependiente de ia manosa-6-fosfato (Siy and Fischer,

Este proceso intracelular se ha estudiado ampliamente en fibroblastos,

para diversos enzimas lisosomales que no incliuyen la catepsina B. Se han
getectado defectos en este sistema de transporte de fibroblastos en pacientes

con enfermedades lisosomales (Reitman et ai, 1981) y en algunas lineas

celulares de tumores murina (Mainferme et al, 1985).

En tres melanomas murina se ha encontrado una asociacion de la
catepsina B y de la B-hexosaminidasa con ja membrana piasmatica, co-
rrelaciondndose con el incremento del potencial metastasico (Sloane et al,
1986), 1o que sugiere que estos enzimas pueden participar en la disclucion de

la matriz extracelular durante e] estado invasive de la cascada metastasica.

s dos enzimas trabajando concertedamente, pueden conducir a

olucibn similar a 1a que se ha observado por digestisn con tripsina

Of

basal de la aorta, sibsecuente a un tratamiento con B-

(Jensen and Ledet, 1986).

-2 8

i ~dos jet i
Recientemente se han realizado estudios encaminados a determinar

wucion subceluiar de la catepsina B, a-hexosaminidasa, asi como oLras
distribuci10oh supce i d r ae a caveps

i

m 1 1Les mele STLAS S e > | anoma
jasas 18080 ales en diferentes variantes metast =1C0S del elano
higroiasns .t el 3 {25 Bl e




ia presencia de

€ una proteinasa tipo

rticila de © \
! 1 e 1as celudlas tumora i85 metastasic as
il WOl L B I

risioiogico v en presencia de

Rigores exiracelulares de proteinasas 10 que

puede contriouir a la

la matriz extraceluiar observada en los sitios de contacto

COn ia ceiluta tumorai invasora

ante, existen datos contradictorios que indican gue la

catepsina B, posibliemente no juegue un papel en la colonizacion del puimén de

raton por el melanoma amelandtico B 16, aunque de estos trabajos no se puede

eliminar el papel que la catepsina B, tipu cisteina, pueda tener en los pascs

del proceso metastdsico (Ostrowski et al, 1986).

La accibn citotéxica del factor de necrosis tumoral, parece que
esta relacionada con la actividad de una proteasa (Ruggiero et al, 1987).
Diferentes lineas celulare de raton C3H 10T1/2 infectadas con H-ras, que
yarian en su potencial m
niveles de expresitn de las cisteina proteinasa, catepsina L, en-
contrandose que existe una correlaciéon positiva entre la extensi6n de la
expresion ras, potencial metastasico Yy la cantidad secretada de proteasa.
iguaimente se observo que existia un incremento del mRNA de esta proteina en
las células gue manifestaban un incremento de la expresion ras, sugiriendo que

este gen esta bajo control ras (Denhardt et al, 1987).

Durante los ultimos afios se han apiicado diversas técnicas para

s 1 diagnostico Y ~lasificacion de las leucemias, entre jas que hoy, hay Qqueé
{'- \d —‘-j A - N NS v A - 1 ot 1A




nopeptigasas

Ciertas prc

i (

teasas se han 1nvolucrado también en i2 carcinogénesis

proparcionando nuevos conocimientos sobre el mecanismo celular de

gste proceso. As1, se na demostirado que &n i1a transformacién experimental de
nepatomas, se proguce un descenso drastico en la membrana
plasmatica del epzima dipeptidil peptigasa 1V, simultdaneamente con un
incremento de la activigag de este enzima en el suero, sugiriendo este hecho
la posibilidad de que el enzima se transtiera desde ia membrana ai suerc, como
resultado de ciertas alteraciones estructurales (Hanski et al, 1986).
Recientemente (Enomoto et al, 1987) se ha detectad> una nueva proteasa
dependiente de Ca'*, cuya actividad es significativamente mas alta en nédulos

niperpiasicos y carcinoma hepatocelular inducidos por el método de Solt and

Farper, 1976.

Madidas de la activicad vy concentracidn del enzima N-acetilalanina

aminopeptidasa en diferente células tumoraies, especialmente de carcinoma

1 \ 4 ro e existian uncs altos l]j\fﬁies de EIC‘T.WV‘dad de este
oulmonar, mostrarcn gue existiian UK |

morales. no encontrandose actividad alguna de este

ey

(Schoenberger et al, 1986).

hasta anhora recogidcs en este apartaco, solo sirven a

gatos,

] ~s gue ho ia se tienen
1iystira sppre 108 r:r»;u)r:rmiem.q. gue noy Qla S

acesos neoplasicos, ya que existe un
aminopeptidasas y procesos neoplasicos, ¥

s £ &
e documentan este fenémeno; asi por ejemplo,
AE WUk liudll

l1caciones




carcinoma gastrico

B, catepsina (B +

COLON ¥ RECTO

a caguexta qua se produce en el cancer., se caracteriza por una

a menudo, aungue no siempre, acompafada de
anoreria (Costa, 1963). Muchos pacientes manifestan una pérdida de peso
stani1ficativa, como primer sintoma de una neopl “1a {Robbins, 1974) cuando el
tumor es ain tan peguefio como el 0.01% del peso corporal total (Nathanson and

1o tanto. improbable que el tumor simpiemente compita con

disponiblies.

aropueste (Theologides, 1976) que ciertos péptidos,

otros metabolitos producidos por 1as células cancerosas,

alreraciones metabdélicas del organismo. Existen

de a5

que asignan un pape! a ciertos factores circulatorios en

igencias

cancer/anorexia/caquexia. uUna preparacion obtenida de un

1 t
e i

~ata del cual no hubc evidencias de metastasis m funcion

alLa,

¢ 6n | de
ninistré pruebas de la existencia de la transmision humoral
SUMiInNas 0 1 i as

2 anorexia/caquexia (Norton et al, 1985). Se ha aislado,

e 1nauc

€ > . > | e 5 & ! n Ima es
( m . S Ccomo B U £ nun R es =~ Da_.._ te- Y a
ALT ¢ LOS LUumora es ¢ d““ | {}“ ora (j 3 ( e - 1 ]
1 / N . .
syetancié n o p Z ~A ”V-; i i :.I TO r M
ut | sUstanc a (.a.iD'_. ie mc zat D 105 { X0 o} nona } { 4asu 18]




en el ventriculo lat eral de ratas

Allva supresion de ja ingesta de agua v alimentos (Masuno

Ca e g PR
Se Nhan encontrando mas evigencias de la existencia de este
a.10r de la o an e L g :

e f1 drasa al detectarse en el suero de ratones

portadores 9E( ' '
1980), aunque este factor no se ha

caractierizado.

Fnocelulas de melanoma B 16 se produce una sustancia que tiene una
reaccion inmunoguimica cruzada con la insulina y que se correlaciona con el
descenso producido en la concentracion de glucosa piasmaticay con una elevada

concentracion de hormona del crecimiento (vuk-Pavlovic et al, 1986).

Recientemente se ha sugerido, que una sustancia produzida en
macrofagos, la caquectina, que inhibe la actividad iipoproteinlipesa en
teiidos periféricos, esta relacionada con ios complejos campios metabdlicos
que conducen a la caguexia {(Beut .er 2t al, 1985).

raneplantes de adenocarcinoma de colon MAC 16 en ratones NMR 1,

3

ieron una gran pérdida de peso corporal para tamancs del tumor dei 1% del

neso corporal, indicanao que sea improbable que l1a pérdida de peso de produzca

simpiemente por una competricion con el tumor, de los nutrientes disponibles

(Bibby et al, 1987).

pacinntemente se ha estudiado la oosibiiidad que la produccion de

actores catabdlicos DOf el tumor, sea la responsable de esta caguexia
TACLOT 5 carapii iLus 3

i = iiie factorae 1ipolitico
pxperimental habiendose encontrado que & rumor produce factores 1ipoliticos




Claco con el tumor sp
Ly 1 Sl =

no es dializable v se destruye por el calor

e

I d-hidroxibutirato suprimen la activicdad
extracto tumorai. k! tumor MAC 15 tamnién contiene una sorin

actividad se innibe completamente po- la insulina y el 3-

(Beck and Tisdale, 1987),

Recientemente se ha ailslado y caracterizado parciaimente, un
inhibidor de proteinascas en adenocarcinomas colo-rectal. Aunque sus funcicnes
no son conocidas, si es que tiene aiguna, la existencia de este inhibidor en
cancer colo-rectal y no en la mucosa normal, hace pensar que pueda contribuir
a la aparentemente menor actividad fibrinolitica, comparado con los tejidos

normales (Cheung and Lau, 1986).

Se ha demostrado 1a existencia de un incremento ae la actividad
colagenasa en tumores colo-rectales (Tighe et al, 1981). La coiagenolisis en
condiciones normales, es un proceso que se realiza en dos etapas: ruptura

icial por enzimas extracelulares, seguica por fagocitosis de 108 fragmentos

~1a

vy digestion | spsomal intracelular.

antecedentes, se ha medido la actividad de dos

estos

cae pxtracelulares: la colagenasa, fa colagenasa tipo peptidasa, y dos

: 1 2 1n B |
enzim iotracelulares lisosomales: la catepsiia H y la catepsina B, €n
wydmas - fatracelulares 1150SUNG RS

4 : trado un
1 norma les /  tumora ies de recto Y Cﬂ-‘,Oﬂ, haD'leﬂqUSe demost oy v
taiidos normales y tumofaies -~ gk




L, ColagenaLa tipo

compearada con 1o observado en tejido

ta catepsina B parece que se

{Durdey ot al, 1985,
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igiendo On al imento 16 2
i i n el aumento del nivel socio-econdmico, se ha

TN

ren T i = Tall] P o ' - o
.emente la frecuencia del cancer cclo-rectal constituvendo

id Sequnaa causa dae muerte por cancer.

Ademas de la diseminacion linfatica, sanguinea v a través de la

cancer coio-rectal presenta una diseminacion por
contiguidac directa a través de la propia pared intestinal y con Organos
vecinos, tales como asas intestinales, veéjiga, vagina, etc. Esta forma de

diseminacion es relativamente frecuente, haciendo que el tumor sea irresecable

y consecuentemente empecrando el pronostico.

Car otra parte, se conoce que ciertos enzimas proteoliticos juegan
ur importante papel! en diversos aspectos del crecimiento tumoral y de la

formacion de metastasis.

En las fases iniciales de ia ‘invasion, las células tumorales se
separan del tumor primitivo Yy comienzan a emigrar hacia Jos tejidos

advacentes presumibliemente guiadas por factores quimiotécticos.

En 1a mavoria de los €asos, 1as células invasoras alcanzan los

vasos 1infaticos y sanguineos desde donde se difunden a traves del cuerpo, se

v se inicia la metastasis.

£ d 1 stAsico es
Desde un punte de vista clinico, €l nroceso metastas )

je - . 1a causa principal de fatalidad en
serio del céncer, va gque es i causa princip




deteccion precoz de las
tta un foco prioritario de

establecer los mecanismos

moleculares

proceso de metastasis es un fenomeno extremadamente compiejo

rormado per una varledad e acontecimientos, uno de los cuales es 1la

gestruccion de la matriz extraceiuiar oue permite la expansion d= la célula

tumoral.

Hoy dia se concce gue la destruccidon de la matriz extracelular,
durante la invasion tumoral, ocurre mediada por la intervencion de una
variedad de enzimas degradativos producidos por la célula tumoral, poniendo

en evidencia la importancia que estos enzimas tienen en éste proceso.

Hasta la actualidad, se ha estudiado en cancer colo-rectal la
actividad de enzim como la catepsina B y H, que son carboxipeptidasas, asi

como la actividad colagenasa.

Por otra parte, se na considerado 1a mucosa adyacente al céncer

Vet 3

1ta riesgo de malignizacion. Esta hipodtesis “premaligna’,

como una zona de a

' elati a cambios o sulfatadas,
v ene apoyada por ua:}azmos relativos a cambios en mucinas no Su Tata

por técnicas histoguimicas. Trabalos muy racientes, pasados en

determinadas

los cambios ae actividad enzimatica de esta Zona {ornitina decarboxilasa,

timidina guinds foefatasa alcalina y lact 1Co deshidroginasa) asi como por
Cimiginag quiliasa, 1 aita

nietplogicos, suglered que aun existiendc ceamblos morfometricos de

estudio:




der sugerir

0 de cambios

valicad en relacion con los
cancer coto-rectal, hacen

ductdos en la actividad de

mar parte de ugna cascada
a participacion de muchos otros

uccion ce ia matriz extraceiular,

presente trabajo estudiar los
sa. medida con trece substratos
en la fraccion de membrana,

sy comparacién con los

procedente de la porcion

yyacente al tumor puede

realizaremos iguaimente

accion sotublic Y ae
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MATERIAL




MATERIAL BIOLOGIZO

Se han obtenido tras procedentes de once

de adenocarcinoma de coion o recte. A cada pacisnte se
1A intervencion radical con vaciamiento ganglionar, consistente
tomia derecha, hemicolectomia i1zquierda ¢ reseccion anterior de
sequn 1a localilzacion ge dicna tumoracion fuese: coion ascendente,
gescendente © sigma v recto. Todes los tumores se trataron de

adenccarcinomas de moderado grado de diferenciacion y pertenecientes al

patoléaicos de cada paciente se detaliaran en la

uno de ellos.

Inmediatamente despues Qe la reseccion, se tomaron muestiras del

tumor (Tejido tumorati). qe la mucosa colonica 0 rectal distante 2 cm. del

croscopico del tumor (Tejido periférico) v mucoysa colonica o rectal

porage ma

distante 10 cm, gel Dorce macroscopico del tumor (Tejido sano). Las muestras

e yjucuén salina normal procediendose a 1a determinacion de la
1 3 ¢ CA } d nd i -4 [ 7

ninopeptidasa.

objeccitn alguna para el uso

- o 4 5
Vinguno de los pacientes manifesto

ajido #n est "abajo.
as muestras de tejl {o &n este Lrapaj




-a4s aistintas muestras de tejido intestinal se han distribuido
ool 10U1Q0,

da este trabajo, enumeradas e once casos.

NQ 1
E.R.P,
Sexo: Varén
Edad: 58 anos
Patologia/intervencion: Tumoracion estencsante de recto situada a trece
cent.imeiros del ano. Reseccion anterior de recio.
Di1agndstico anatomopatologico: Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, que
infiltra 1a serosa v ocasiona perforacion intestinal con formacién de plastron
perirectal {reaccion granulomatosa de cuerpo extrano).

Garnalios linfaticos: Linfadenitis reactiva en las adenopatias aisladas.

atologia/intervencion: rumoracion estenosante en sarvilletero, en colon
rauiQ v a 1H1ILE il 1Y 3 JI €

ocho centimetros del ano. Hemicolectomia jzguierda.

sigmoideo a diez

- i far ‘ filtra
S el AR CAT ien diferenciade gque 1nT1l
Diagnostico anatomopato16gico: Adenocarcinoma bien dif

serosa.

¢ce afecta por el tumor una ae las diez y ocho adencpatias

Ganalios linfaticos:

aisiadas.




Sexo:

tdad: [ anos

Patologia/intervencicn: Tumoracion vegetante colon ascendente. Hemicolectomia

derecna.

Diagnést.ico anatomopatoiogico: Adenocarcinoma mucosecretor moderadamente
diferneciado.

Ganglios linfaticos: Se encuentran metastasis en seis de 1as ventiuna

agenopatias aisladas,

a ,;V:I’_‘J(-

patoliogira/inte fumoracion en siama a rreinta centimetros del anc.

oiectomia

anatomopato 1041co: Adenocarcinoma Di1en t:ifereﬂ(fFﬁ(jO-

-res de las ventitres adenopatias

infaticos: Se el




1a/1ntervencion: Tumoracion vegetante a diez v nueve centimetros del
1ia izquierda.
Diagnostico anatomopatologico: Adenocarcinoma bien diferenciado.
Ganglios linfaticos: Linfadenitis cronica reactiva en las venticuatro

adenopatias aisladas.

Sexo: Varon

61 ancs

racion estenbsante en sigma a treinta v cinco

patologia/intervencion: Tumo

entimetros del Hemicolectomia izquierda.

Diagnostico anatomopatonlégico: Aaenocarcinoma bien diferenciado.

..nglios linfaticos: Metastasis en a4os ge jas siete adenopatias aisiadas.




/intervencion: Neoformacion veaentan
- =defiilanie en sigma a treinta y cinco

ta 1uz intestinal con efecto de valvula

anatomopatoiogico: Adenocarci: moderadamente diferenciado

Lres ge las sietle adenopatias aisladas.

Sexo: Varon

lad: 59 anos
Patologia/intervencion: Neoformacion ocluyente en sigma a treinta Yy dos
~entimetros de ano que provoca obstruccién intestinal. Hemicolectomia
jzguierda,
Diagnostico anatomopatoiogico: Adenocarcinoma bien diferenciado.
Ganglios linfaticos: Metastasis en coce Ge las veinte adenopatias aisladas.

Higado: Metastasisc de adenocarcinoma bien diferenciado.

1 . P, 1 d
Tumoracion pstenosante CO 10N transverso en Droximiaac

i-auierda ampliada con extirpacion 0% Bl

y asplénico Hemicolectomia

1 ametamoidostomia.,
nasta sigma, eos1gmo ik

¢t rancverse y descenaente




NatLomopal 11¢ . g o g : "
i )31C0: Adenocarcinoma bien diferenciado

Lihtagenitis cronica en las treinta v unas adencpatias
» i c

CASO NO 10
e
Sexo: Hembra

Edad: 50 anos

Patologia/intervencion: Neoformacion estencsante de colon sigmeideo a treinta

centimetros del ano. Hemicolectomia izquierda.
Diagnostico anatomupatologico: Adenocarcinoma moderadamente diferenciado.

Ganglios linfaticos: Linfadenitis crénica en todos los ganglios aislados

Sex0: Hempra

ogia/intervencion: Tumoracion estenosante de colon 1zquierco a treinta

ent imetros del ano. Hemicolectomia zquieraa.
anatomopatologico: Adenocarcinoma bien diferenciado.
Al 1l LAWATE 1 ’ L -

MatAstasis de adenocarcinomas en una de las nueve

nraticos.

APARATOS




(Bausch and Lomb).

f \:‘.p:—) I_ r‘_\J\ &

pAN0 de Tncubacion

.

Balanza August Sauter KG. Ebingen tipo 414,

Baianza de precision i{Metteler ME 30).
phmetro (Crison).
Ultracentrifuga: TGA-65 ultracentrifuge’ (Kontron).

homogenizador sorvall.

PRODUCTOS QUIMICOS

Acetato So6dico (Merckl.
Acido Acético glacial (Merck).
cido orto-fosférico 85% (Merck).
. Albumina bovina. Fraccion V (Sigma Chem. Comp. ).
Clorurc Sodico (Merck}.
coomasie Brilliant Blue G-250 (Sigma Chem. Comp. ).
DL-Dithiothreitol (DTT) (Sigma Chem. Comp. ).
Etanol absoluto (Merck).
Fosfato Sodico monopasico (Merck).
Fosfato Sédico dibasico {Merck).
Propilen-Giicol (Panreac).

gylfato de Magneslo (Merck).

salino fisiolégico 9 3. - 1000 ml. (Ibys).

Suerc

Base’ (Sigma Chem. Comp. ).




S 1ama ( hem. Ct mp. )

vesexicolato SOdico (bioMerieux),

Bio-Beads SM-2 (Cog 1o Esféric
BAC < \Lopolimero Esferico Macroreticular de Estireno~Divinil

benzeno) 20-50 mesh (Bio-Rad).
B-Naftilamina (Sigma Chem. Comp.).
L-Leucti-B-Naftilamida (Sigma Chem. Comp.).
L-=Arginii-B-Naftilamida (Sigma Chem. Comp. ).
L-Alanii-B-Naftilamida (Sigma Chem. Comp. ).
L-Cistinil-R-Naftilamida (Sigma Chem. Comp. ).
L-Prolii-B-Nafiitamida (Sigma Chem. Comg. )
L-Piroglutamil-B-Naft:lamida (Sigma Chem.Comp.).
{-Aspartil-f-Naftilamida (Sigma Chem. Comp.)
L-gamma-Glutamii-B-Naftilamida (Sigma Chem. Comp. ).
L-Glicii~Arginii-B-Naftiiamida (Sigma Chem. Comp.).
L-Lisil-Alanil-B-Naftilamida (Sioma Chem. Comp.).
L-Arginil-Arginil-B-Naftilamida (Sigma Chem. Comp.).
L-G1icil-Prolil-B-Naftilamida (Sigma Chem. Comp.)

L-a-Glutamil-B-Naftilamida (Sigma Chem. Comp.).

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS

.2 M. pH 7.4

Para la preparacion de 1000 mi1., se toman 54 .22 g, de TRIZMA BASE

(Tris [hidroximetil} aminometanc), disolviérdolos en agua desti lada, ajustando

il | ) Aqus jada has tumen. Esta solucion
el pH deseado con C1H v anadiendo agua destijada hasta volume




e _.LLI S omo < 1UC N ma [,L ( ““‘ w2 B8 o = { ] p“ .4
! W ¢ Q iare Ai'a 1§ ene B L I '|, 3 1
;|

| ml. de soiucién madre le anaaimos 19 ml. de agua).

= Buffer Fosfato, 0.1 M. poH 7.4

= Solucion A:- 0.3

M de Fosfato Sodico monobasico (27.6 g. de PO‘H2 Na.

H.O en 1000 mi. de H,0).

- Solucion B: 0.2 M de Fosfato Sédico dibdsico (71.7 g. de PO, H Na,.

,0 en 1000 mi, de agua).
Para 200 mi. se toman 19 mil. de soiucion A y 81 ml. de solucion

i1levandose a volumen con agua destilada.

- Buffer Acetatoc, 0.1 M. pH 4.2,
- Solucién 1: 11.55 mi. de Acido Acético se Tlevan a 1000 m]l. con agua
destilada.
- Solucion 2: 16.4 g. de Acetato Sodico se disueiven en 1000 m}. de agua
dastilada.
Para 1 litro se toman 368 ml. de csolucion i y 132 ml, de la

solucidn 2, llevandose a voiumen con agua destilada.

- : 2 i ik 2301 E
Extraccion de la fraccion solubie y de mombiana

| as muestras de teiido (de 3 a 5 g.), despues de lavarsa con SQETS

fisiologico, se lavan con buffer fosfato 0.1 M, pH 7.4.

S P i . tr‘]S C;l"}, 1{.’ FFIM, DH
£1 tejido se homogeniza con 10 volumenes de

¢ ‘ culas en
DTT. Se homogeniza hasta que no queaden stk

1

(que contiene




ISpension vy  se a 1T UC 10,00
[ € uitracentrifuga a 100.0060 g. durai 35 minutos a una

temperatura ge 49

vel sobrenadante se toma la muestra necesaria para la deter-

minacion de ias amincpeptidasas y de las proteinas solubles.

Para la determinacion de aminopeptidasas unidas a membrana, el

precipitado se voivio a homogenelzar en 10 volimenes de la disolucién de
homogenizacion, a 10s gque se anade 0.1 ml, de disolucién de Triton X-100 por

cada mililitro de homogeneizado.

A cortinuacion. se mezcla por 1inversion mecanica durante 30
minutos y se ultracentrifuga a las mismas condiciones que las expuestas
anteriormente. Se toma 1 ml. de sobrenadante y se le agregan 6.1 9. de Bio-
Beads y se mantienen durante 120 minutos en inversién mecanica, son objeto de

el Triton X-100. Finalizada esta operacion, se toman las muestras

necesarias para la determinacion de la actividad aminopeptidasa unida a

membrana, asi como para la determinacion ae proteinas.

Deteiminacion de l& actividad aminopeptidasa

o eiio. ca midid frente & trece substratos:
La actividad aminopeptidasa se midio T ente a trece sub

«ftiilamida L-Arginil-B-Naftilamida, L-Alanii-B-Naftilamioca, L-

Naftilamida =—Proi7i°ﬁ~Naftziam1da.L*Piroqiutam71rﬁ"waftji&m1da'

—Naftilamida | ~gamma~Glutami1-B-Naftilamiaa, L-Glicil-Arginii-




Natlillamida, L-Arginil~Arainil-p-Nafti amida

-B=-Nartilamida, L=a-Giutam! |-G-Naftilamida,
10dos 108 subDstratos estan a una concentracion 50 uM en una

Qe buftrer tosfato 50 mM, pH 7.4, conteniendo alpumina bovina al 10%

lotreitol (O1T) al 10% (p/v).

mi. de esta gisolucion se ie agregan 10 ul de cada una de las
muestras correspondientes, para determinar ia actividad eminopeptidasa frente
a los cuatro primeros substratos, previamente descritos. Para ia determinacion
de la actividad aminopeptidasa del resto de los substratos, se usa 50 ul de
la muestra. A continuacion se incuban a 370 C durante un tiempo de 60 minutos
para los cuatro primeros substratos y %00 minutos para el resto. Al cabo de

este tiempo se detiene la reaccion enzimatica afnadience 1 ml. de buffer

acetato 0.1 M, pH 4.2.

7

c’—0OH HaN-
|

1

s e

"

\minopeptidasa

1

R H,0 R

1 -Naftilamina
\A-fi-Naftilamida

TR R il 4 se mide espectr of fuori-
3--Naftilamina enzimat icamente peraad

nm de excitacion Yy 410 nm de em1s10n.




asrega muestra, se

valores e Tiuorescenci

a obtenidos, se transforman en
de Nattilamina

liberada por comparacion con una recta patrén

iU concentraciones diferentes de R-Naftilamina.

DETERMINACION DE PROTEINAS

El método de determinacion de proteinas utiiizado en nuestros
axperimentos se atiene al descrito en 1976 por Bradford, basado en la afinidad
de un colorante. Coomasie a~ui briliante G-250, por las proteinas. La unién
del colorante a las proteinas produce un camblo en la longitud de onda de
maxima absorcién del colorante desde 465 nm a 5405 rm. Es precisamente este
incremento de absorcion el parametro medido, puesto gue resulta directarmente

proporcional a la concentracion de proteinas, siempre gue haya exceso de

e. E1 método es capaz de medir ug. de proteinas, por lo que io

colorant

consideramos idea. para nuestiros experimentos.

tro caso, utilizabamos 10 ul de nwuestra y 2 mi cde una

En NUEs

azul brillante al 0.01%, etanol al

disolucidn acuosa que contenia Coomasie &

blanco de la prueba consistia en 2 ml. oe

G, 0% v acido

| io absorbancia, leidos a 596
cencie uestra « valores de absorbancia, I1810L0s
ssta solucion en ausencia de muestra. LOS va l¢

] utilizando una curva
rransformaban en mg de proteinas por ml,, utll zana u
se transtrormaparl ot }e 6 | S §




ge ia media.

de medias se
varianzas, el

test de Welich.

la comparacion

de transtor-




RESUL TADOS




e ia actividad
. comparacion es-
apareacas) en tejido sano,

fejido Perifarico

Teyido Tumoral

Membrana F. Soluble F. Membrana F. Soluble F. Membrana

' R
« O

). 41

1.36
1.04
5.38
1.41
2.58
1.41
1.41
1.12
1.33
2.25
0.32

-
NN
e

WO WO O WX

W b

.05

3.06
L 46

S~ OO WO, s
PR e e e e
O~ O PO O~ 00 PO

1.84
0.40

Figura 1




‘) ue la actividad
nNa v Su comparacién
apdareadas) en tejido

W ot

e11d0 Ferirerico

fejido Tumoral

oluble F. Membrana F. Soluble F. Membrana

0.49 5.00 0.67
0.16 B.15 0.20
0.43 1.80 1.50
0.97 4,46 0.72
1.87 6.53 1.50
0.40 3.74 0.97
0.45 5.90 0.48
0.47 5.42 0.85
0.88 10. 71 1.10
0.83 2.52 1.25
.95 2.00 0.25

O o~ b

ik il
wak TS




de 1a actividad
U comparacion es—
mestras apareadas) en tejido sano,

Y 08 mempranag v

Tejido Periférico Tejido Tumoral

o=

Giucie . Membrana F. Sclupbie F, Membrana

2.54
0.16
3.89
0.72
3.36
2,356
1.63
2.07
1.02
3.50
0.37

1.97
0. 38




1CLivigadg
Y 8U comparacion

areadas) en tejido

Periférico Tejido Tumoral

F. Membrana F. Solubie F. Membrana

0.13 1.41 0.15
0.09 1,95 0.08
0.14 0.41 0.26
0.04 1,219 0.03
0. 46 §.2 0.46
0.33 2,87 0,56
0.21 0.76 0.09
0.15 1,43 0.20
0.18 4,16 0.33
0.35 1.52 0.55
0.26 0.93 0.15

1.72 0.26
0.32 0.057




renres<sant 100 ~a fT1811F4 3 1

=PI SeEhLacion graiica (figura ©£) de la actividas
+ ACCION €0 i ;] 1A membrana -~ &

rracci S0 ! c membrana s comparacion es-

comparacion de stras apareadas) en te)1do sano,

Tejido Periférico Tejido Tumoral

Membrana F. Membransg F. Soluble F. Membrana

0.0010 020 0.0010 0.025 0.0010
0.00620 ; 0.0015 0.002 0.6030
0.0015 0.0012 0.00Yy 0.0018
).0010 3. 0279 0.0082 0.036 0.0110
. 0080 0.u82 0.0050 0.074 0.0060
3.0650 Ld! 0.1700 0.030 C,eavl
0.0210 0.060 0.0040 0,050 0.0030
.0020 087 0.0030 0.096 0.0040
0.0010 0.1¢C 0.0010 0.084 0,0030
L0950 7, 03 0.1190 0.032 0.1110
}.0240 e 0.0230 0.012 0.0470

.0200 . 04d 0.0310 . 0.0380

0.0170 009 0.0220




qrarica (figura 6) de la actividad
A > Oiluble vy de membrana y su comparacién
fa comparacion de muestras

> apareadgas) en tejido sano,

felido Periférico Tejido Tumoral

F. Soluble F. Membrana F. Soiluble F. Membrana

3.032 £.0030 0.060 0.0060

0.0070 0.048 ). 0008 0.220 0.0060
0.0020 §.022 L0010 0.023 0.0040
J.0140 0.030 0.0010 0.080 0.0020
0.0045 0.023 0.0022 0.006 0.0050
0.0040 0.015 0150 0.009 0.0070
: 0.011 .0020 0.007 0.0008
0.007 .0030 0.026 0.0002

{ 0.022 .0130 0.025 0.4400
0.0050 0,008 L0050 0.008 0.0090
0.0010 0,022 L0030 0.007 0.0030

0.0057 0.022 0.0045 0.043 0.0440
L0016 0.004 0.00156 0.019 0.0400

Figura b




dividuales (tabla VII) v representacién

aminopept.idasa medida an 1 "~ : 5-3".'3" B it » - St e
iy g £ _Y,_ E nediaa en |3 traccion soluble y Ge memprana y su comparacion
1CE Lest Qe student para comparacion de muestras : ;

: d LOMmparacion ae muestras reacas) en
Sde s Lras apareadas) en Le)1do sano,

sano fej1do Periterico Tejido Tumoral

Soluble F. Membrana F. Soluble F. Membrana F. Soluble F,

Membrana

), 00562 0.00868 0.0048 0.0050 L0053 0 0073
}.0022 0.0036 0.0024 0.0086 L0042 06.0100
. 0022 ¢.0041 ). 0023 0.0080 .0026 0.0070
1. 0080 0.0170 L0100 0.0250 ). 0080 0.0100
J.0092 0.0200 0.0130 0.0770 0.0120 0.0300
;.0100 0.0075 L0060 0.0062 0.0100 0.0100
1.0180 0.0600 L0140 0.0040 0.0130 0.0040
J.0060 0.0050 ).0070 0.0040 0.0070 0.0080
D.0110 0.0050 L0170 0.0040 0.0190 0.0220
J.0010 2.00890 J.0050 0.0140 0.0040 0.0150
31,0010 0.0030 .0020 0.0039 0.0030 0.0040

o B L

W OO0 ~ O

k- ah
-t O

0.0068 0.0130 L0078 0.0140 0.0080 0.0160

.0016 0.0050 .00 0.0065 0.0015 0.0C24

Figura 7




1gura ¢ age la activigad
Jig ¥ de membrana v su com-
Cion ode muestras apareadas) en

Telido Periférico Tejrdgo Tumoral

Membrana F. Soluble F. Membrana F. Soiuble

F. Membrana

b

0.082

0.121
0.401
0.085
0.044
0.153
0.093
0.092
0.066
0.144
0.280
0.069

127

pe

I} O N B G

<«

OO0 0D0O0O0O000

-t

0.14
0.032




Y) de la actividad
la Traccion soivhie y
e Student para comparazion de

tumoral,

medida en

ariférico Teiido Tumoral

Membrana F. Soluble F. Membrana

0.741 0.608
0.707 0.945
0.935 0.521
0,389 0.459
1.360 1.611
1.440 5.200
0.450C 0.170
0.416 0.055
1.706 2.222
0.604 0.180
0.6€6 0.058




gsentacion grafica qura 1 ]

2ntac grarica (rigura 10) de la actividad
- T .
peptiqasa 1i1) medida en la fraccion soluble

(test ' ge stugent para comparacion de

Tejido Periférico Tejido Tumoral

soluie k. Membrana . Soiuble F., Membrana

. Soluble F. Membrana

e e . o e s

0,050
). 044
U.041
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0.161
0.040
0.020
0.016
0.131
0.083
0.019

o .
o on
-4 O b

O B O

o O W
o O O

1.005
0.003
. 007
.083
0.044

(e ]

O —

s DD 00 0 O
O ~NO 0 = B B W

S N — O

no
oro

0.080
0.017




de

ract

v\t

& actividag
16n soiuble
comparacion

Qe

0lub

Tejido Tumoral

e

.

Membrana

0.028

007
0.008
0.009
0.061
0.003
0.009
0.003
0.009
0.078
0.025

.64

Figura
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18 1a activigad
¥ SU comparacion

en teljlqao sanc

fejido Tumoral

Solubie F., Membrana
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T35.31 =2.87 =517
p<0.001 p<0.05 pc¢0.001

t=7.9¢ t=8.29  t=1.08 #%=7.80
p<0.001 p<0.9201 p<O.1 p<0.001

t=6.97 t=7.14 t=2.88 1t=6.8%5
01 pc0.001 p¢O,001 p<0.01 p<¢0.00%

t=4.25 t=4.84 =1, 66 =2.15 t=23.60 t=4.34 t=0.99 £=3.48
p<0.001 p<0.001 ) o1 ¢, 2 0.0 ;’_\-L'E"H D(0.0C‘-'I D‘O-‘ p‘9.01

t=1,. 43 =0.85 t=2. =3, £=Z2.40 T=0.08 £=1.81 =153
pe0, 2 1. 5. :0.05 <0.91 p:0.05 n.s. p<0,1 pc0,2

.62 t=5.03 t=3.80 t=1.86 1t=2.56
<0.01 p<0.001 p<0.01 pc0.1 p<0.02

t=3.76 t=1.13 t=1.84 t=2.0R
01 pe0. 01 P03 p<0.1 p<0.05

£=1.70 £=2.53 %£=1.39% t=1.82
02 p<0.2 p<0.02 p<0.2 p<0.2

£=3,.32 t=3.53 1t=0.34 t=-2.31
p<0.01 p<0.01 n.s. p<0.01

t=3.36 t=i. t=5.44
p<0.01 p<OD. p<0.001
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. Figura 15.- Representacion grédfica

de la correlaciéon lineal simple y
directa de la actividad Teucil
aminopeptidasa con la actividad ar-
ginil aminopeptidasa medida en la
fraccién soluple de tejido sano,

periférico v tumoral.
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Figura 16.- Representacién grafica
de la correlacién lineal simpie y
directa de la actividad leucil
sminopepticdasa con 1a actividad
alanil aminopeptidasa medida en la
fraccién soluble de tejido sano,
periférico y tumoral.
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Figura 17.- Representacion grafica
de la correlacién lineal simple y
directa de la actividad leucil
aminopeptidasa con la actividad
cistinil aminopeptidasa medida en
la fraccion soluble de tejido sano,
periférico y tumoral.
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Figura 18.- Representacion grafica
de ja correlaciéon lineal simpie y
directa de 1la actividad leucil
aminopeptidasa con la actividad ar-
ginil/arginil aminopeptidasamedida
en la fraccion soluble de tejido
sano, periférico y tumoral.
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TEJIDO TUMORAL '
Figura 19.- Representacion gréafica
* de la correlacién lineal simple y

directa oe la actividad arginili
aminopeptidasa con la actividad
alani] aminopeptidasa medida en la
fraccion solubie ge tejido sano,
periferico y tumoral.
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Figura 20 - Representacion grafica
de la correlacién lireal simple y
directa de la actividad arginil
aminopeptidasa con la actividad
cistinil aminopeptidasa medida en
1a fraccion soluble de tejido sano,
pe~iférico v tumoral.
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Figura 21.- Represe acion grafica
de la correlacion lineal simple y
directa de la actividad arginil
amincpeptidasa con la actividad ar-
ginil/arginili aminopept idasa medida
en la fraccion soluble de tejido
sano, periferico y tumoral.
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TEJIDO TUMORAL :

Figura 22.- Representacion grafica
de ia correlacidn Tineal simple y
directa de la actividad arginil
aminopeptidasa con la actividad
glicii/prolii aminopept igasamedida
en la fraccion soluble de tejido
sano, periférico y tumoral.
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Figura 23.- K , "esentacibn grafica
de la correlacion lineal simple y
directa de la actividad Jeucil
aminopentidasa con la activicad
ajanil aminopeptidasa medida en la
fraccion de memprana ce 7.€,100 Sa-
no. periférico y tumoral.




DISCUSION




de esle traba)o, existen

rerentes enzimas proteolitico

ns en los

1on de met _a‘_;)‘kag:m

L1

agterminacion ae ia actividac aminopepticasa en este trabajo, usando

pstratos, como quega expresado en Material y Metodos, demuestra que existen

diterencias significativas de la actividad aminopeptidasa dependiendo del substrato

Lej1ao

2R g daa L
aminopeptidas DL

y ger 1ipo de telido donge se determina v de la localizaci6n subcelular.

La determinacion de 1a actividad aminopeptidasa medida en la fraccion
- de los homogenizados de tejido tumoral, periférico y sano, muestra que
significativo cde la actividad leucil, arginil, gamma-glutamil y

nopeptidasa del tejido tumoral, resvecto de la actividad medida en el

incremento medio de la actividad en el tejido tumoral respecto al tejido
18% en el caso de la leucil aminopeptidasa, 22% para la arginil
para la qe*rvmamiut.arm‘e aminopeptidasa, nroduciéndose en mayar

la dipeptidil peptigasa IV, gue 1lega a ser ae un 100%.

£e¢ interesante hacer notar, gue no se encuentran diferencias significativas

-+iyidades aminopeptidasas mec1das en 'a fraccion soluble, entre

‘noyna e 1as acuiy

e} periferico.




ami

aminopeptidas: : s
PlLidasa se mide en la fraccién de membrana

a diterencid urr 1 :
2rencia ocurre en la fraccién

519n1T1cativas para ninguno de 108 substratos

periterico respecto al

tel1ao sano.

fodas as actividades aminopeptidasas medidas tanto en tejido sano
L]

mo tumorai, son mayores en la fraccion soluble respecto a las medidas en
de membrana, excepto para la actividad aspartil, camma-glutamil y glicil-

T T

nopeptidasa (Tablas: vii, VIII y XII) que tienen una actividad mayor en la

e membrana respecto de la fraccién soluble.

aninopept)

En la Figura 14 se muestra la distribucion de las distintas actividades

casa medidas en este trabajo, tanto de la fraccion sclubie como de la fraccion

de menihrana, obtenidas ae un homoaenizado del tejido intestinal sano. Como puede

observarse

aminopept)

ex1st1enao

argini’

1adas

. en este tejido existe, en la fraccion scluble, una alta actividad
dasa cuando se ensaya frente a los substratos alanina, arginina y leucina, no
diferencias significativas entre estns dos Gltimos; ia actividad alanil,

euct | apt idasa es sianificativamente mAS elevada que la del resto

escasa actividad la a-glutamil, glicil-proiil, prolil,

ypept idasa, siendo esta (g1tima tan ba)a como

; aspartil amin

i@ proreina.

.~ién de membrana (Figura 14) se detecta la maxima actividad

h=tratcs alanina, argininay jeucina, no existiendo diferencias

(W28,

- T all -g .'!1'
entre la alanil y 1a jeucil aminopeptidasa. La actividad glicil-arginii




tas anteriores, correspondiendo

iCL1vidad, con valores medios de 0.0057

-uando g reajiza un estugio de correlacion lineal de las distintas

1vigades aminopeptidasa, 10as tanto en la fraccion soiuble como de membrana, se

encontro correlaciones significativas, que para determinadas
aminopeptidasas no 1o eran simulitaneamente en los tres *tejidos estudiados, estc es:
sano, periférico v tumoral. Para poder asequrar cientificamente este resuitado, se
realizo un estudio (Tabla XVI) en el que se compararon los coeficientes de correlacion,
mediante la transformacion de la 'r’ de Pearson en la "z° de Fisher, resultando que no
existieron diferencias significativas para las comparaciones gue se muestran en la Tabla

Por lo tanto, en las Figuras 15 a 22 se recoge la representacién grafica de la

correlacién lineal simple y directa de las actividages aminopeptidasa, que fueron

sianificativas simulténeamente en el tejido sano, periferico y tumoral y correspondiente

Figura 23 se recogen i0S resultados de ia correlacion

Ginicas actividades aminopeptidasa que se correlacionan

$ano, periterico y tumoral.

resultados muestran que en fraccion soluble, existe una

pues, nuestros

IV a

‘ficariva medida en el tejido sano seriférico vy tumoral de la

S N R e e jstint]
idasa con la argini! (Figura 15), alani (Figura 16), cist

qinil aminopeptidasa (Figura 18). La arginil aminopeptidasa con

8

. faiva o i1-proiil
-iau-a 20), arginil-arginil (Figura 21) y glicii=pro




icativamente correlacionaca

tumoral

, laactividad leucil aminopeptidasa

pues, de nuestros resultados resaltan dos hechos fundamentales:
un aumento sianifticativo de ia activivad ieucil, arginil, gamma-glutamil
1l-prolil aminopepticasa, medida en la fraccion soluble del tejido tumoral,
dei tejido sano
50.- No existen diferencias signmificativas para ninguna de las actividades

aminopeptidasa medidas, entre el tejido sano y el periferico.

De las cuatro actividades enzimaticas gue se encuentran mas elevadas en el
teiido tumoral respecto del tejido sano, dos de ellas: 1a leucil aminopeptidasa y la

araginil aminopeptidasa, son enzimas que S€ distripuven fundamentalmente &n el citosol

gamma-giutami] amingpeptiaasa y lagiicil-prolil aminopeptidasa

celular, mientras gue la

con enzimas asociados a la memorana plasmatica. En este punto es interesante sefalar,

actividades enzimaticas que mas se incrementan en el tejido tumoral, como es la

§2%) vy la glicil=prolil aminopeptidasa (100%), son

4 <

camil aminopeptidasa |

nrecisamente dos de aguellas cuya actividad es mas baia en el tejido intestinal sano,

mjentras gue las actividades enzimaticas que sufren un menor incremento en el tejido

lsuci] aminopeptidasa (1€%) y 1a arginil aminopeptidasa

tumoral, omo s

- cLva actividad es mis alta en el tejido intestinal sano,

vidad teucil y arginil aminopepcidasa tienen valores medios superiores a l1a

;amma~-g lutamil v Q!IC?:‘D’CE'1 aminopept icasa, del orden ce! it
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importante de 1a céelula tumoral ‘
[ ante de |a celula tumoral maligna es su habilidad

g 1nvadir 10s te}idos e ongde as
11Q0% ern aonae asienta y formar focos metastasicos distantes. En |
-a51asicos Lantes. kn los

primero - R ¥ .!jﬁ S [§ nvasiyon, ¢ ."‘ a 0] f a Q ‘)7 mmario y
i ! S700n = ce | -
= S esta e d 4 ula AU d se espre e .e“ umor
L ! a

a emigrar a 1{os tejidos dyace ¢ au i
3 los tejidos adyacentes, guiada probablemente por factores

guimiotac CG F H v r Y 3 i
tacticos. En ia mayoria de 1es casos, 1a celuja invasora alcanza los vasos

linfaticos scanauinen: s olle
linfaticos v sanguineos desde donde se extiende al resto del «rganismo, extravasa e
3 . )

e melastasis.

La formacion de metdstasis es el resultado final de un proceso continuo de
invasién. aque se asoncia con la dizeminacion ge la céluyla tumoral a través del sistema
circulatorio y con ia invasion de tejidos distantes. Desde ur puncto de vista ciinico,
ia metéistasis es el aspecto mas serio del céncer, ya que es la causa principal de
fatalidau en pacientes cancerosos. LOS metodos clinicos para la deteccioén precoz de ia
formacitn de metastasis son aun limitacos y una vez que ia célula tumoral se ha
esparcido a traveés del organismo, el proceso es dificil de controlar. Por lo tanto, uno
de 1os focos de atencion mas importantes en ia investigacion sobre el cancer, se ha

dirigido al estudio de 108 mecanismos moieculares que subyacen en el desarrnllo de las

metastasis.

£]1 proceso metastasico s un fenomeno extremadamente compleje, que consta de

una serie ce pasus cecuenciaies, muchos de 105 cuales hoy dia se estan explorando, a

~ivel de proteina o gen. Uno de esos acontecimientos es 1a desorganizacion de la matriz

extracelular, que permite 1a expansion de la célula tumoral. La cuestion de como esta




profiteracion de la ceéelula tumoral,

investigacion.

ervado (Cra

561 la existencia de una disolucion local

ge la membrana basal endotelial. en regiones de

contacto de la membrana de la celula
la membrana basal: la degradacion proteolitica focal, parsce jugar un

importante papel en 108 mecanismos de invasion de la membrana basal. No se ha observado
tumoral el fendmeno de diapedesis, cobservandose sin embargo, usando

-Acnicas de microscopia electronica, disolucion multifocal de 1a membrana basal en los

situos de contacto con la wmembrana plasma“ica de la célula tumoral (Crissman et al,

Jichoe focos de disolucion suoieren que un enzima proteolitico, localizado

bien er la membrana plasmatica ge & célula tumoral o liberado por la propia célula

tumoral, pueda ser un mediador efective del proceso de extravasacion y por lo tanto del

| os enzimas protepoliticos fundamentalmente proteinasas ae las clases serina,

4

' abilidad lula tumoral
cisteina, se han 1mp!icado recientemente en 1a habilidad de la celu

metalo

para degradar la matric extrac ‘ular conjuntiva (Liotta et ai, 1983).
para gegradal a matriL extrave U

‘ i To il : al
- entido, nNuestros resultados cobran un extraordinario interes,
En este sentldao, I gtros e L
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respecto a ciertos

e 0 '! - . ~ - - -~
proteciiticos ftales como el activador del

catepsinas

€O ltagenasas, proteont .anasas
agendsas, protenglicanasas, gelatinasas, elastasas Todos

cascada proteolitica merastésica, er la cuai varias

pueden actuar concertadamente © bien pueden activar a otras

e Y

esultados aportan por primera vez, la existenc;a dge nuevas
se anaaen a ja lista va existente v que, come previamente hemos expresado,

crecimiento vy expansion tumorales.

umento de la actividad de enzimas lisosomales se correlaciona "in vive'
con la malignidad del tumor, aunque se ha atribuido a meriudo, a la presencia de muchas
células infiltrantes o céluias necroticas tumoraies (Dobrossy et al, 1980). Sin embargo,
esto parece que no justifica por si, las elevadas actividades de proteasas lisosomaies
sroducen fundamentalmente en las celulas mas jovenes y de crecimiento méds répido

la elevacion de la actividad proteasa en relacion con la

queda oscurecida por el hecno que el enzima medido fué la catepsina D, que

tre 2 y 5, 10 que hace improbable que esta proteasa

1

pH 6ptimo muy acido, en
neea actividad fuera dei ampiente del lisosoma. F contraste cor esto, las catepsinas
. que tienen un pH optimo entre 6,2 v 6,8, sugieren que estas proteasas puedan

guna actividad, si se iiperan desde el lisosoma al citoplasma a la matriz

ar 0o s1 se asocclan con la membrana plasmatica de 1a célula tumoral (Sloane et

En este sentido, nuestros hailazgos tienen una especial relevancia por cuanto

e] pH optimo de esLtos enzimas esta comprendido en e] rango de 6 a 8.

{as catepsinas B y L son consideradas normaimente como cisteina proteinasas

o &) gy - n
b e ek actividad simiiar a la de [a catepsina B se ha medido e
o
i




1982 ), en ligquido ascitico de

en extensiones de glandula mamaria

nan mostrado que ia actividad cetepsina B se encuentra

mbrana plasmaiica de cel: las tumorales en animaies y humanos (Sioane

Los enzimas lisosomales se procesan v se transportan a los lisosomas via

receptor dependiente de la manosa-s-fosfato (Sly anu Fischer, 1982). Se han identificado

defectos en este sistema de transporte, en pacientes con enfermedades ]isosomales y en

algunas lineas murina ge ceiulas tumorales, en ambos CASOS el defecto produce un

incremento de la secrecion de enzimas iisosomales (Mainferme et al, 1985}.

sobre la liberacion de cistein proteinasas por parte de las células
rumorales. existe un ampilo cuerpo de iteratura. Recklies et al, 1982 Y 1985, han
nostrado que existe una 2ctividad once veces mayor cistein proteinasa en medios de

1tivo Ge tumores malignos de mama. con respecto a io encontrado en medios de cultivo

cu

de telido mamario f!(.lw'ma-i.

Tquaimente se ha encontrago aumento de la actividad catepsina B, en liguidos

tipos de tumores, aungue estos hallazgos presentan cierta
Loi RIS = v [FLe ] b Y ]

Bl N ¢ . At1etTIntoO
biologicos de aijstinids

f ersid que Mort and Leauc, 1984, han demostrado que existen dos enzimas
controversia, que rt ang Leauc

‘ g s a
t Ci.me an @l suero, que pueden aegradar sacuenciaimente el substrato .
proteciiLilu 2 Bl . ' e




nsabie de 1a elevacion ] - 1 ;
1 2levacion de ja activicag plasmatica

sugestiva de gue la catepsina B se libera desde la célula

i@ s1do suministrada por Mort et al, 1981: en el liquido ascitico de

muieres con carcinoma ovarice se detecta una activicad catepsina B. Se cree gue las
céluias son la fuente de la actividad catepsina B, va que células asciticas desarro-
|ladas en cultivo, 1iberan catepsina B, mientras gue en el suero de 1as mismas pacientes

mustrado

A pesar de esto, no se han obtenido datos conciuyentes que relacionen la
liberacion de una actividad catepsina B con 1a capacidad invasiva y metastédsica de la

célula tumoral (Persky et al, 1986},

Una forma latente de la catepsina L Se 1ibera de fibroblastos murina

transformados y puesto que esia proteina es la mas abundantemente secretada por estas

células, se le denoming Major Execreted Protein’ {MEP).

No esta claro hasta ei momenco, cual 2s el papel gue la MEP tiene, S1 es que

alguno, en la invasiony metastasis de la célula tumoral, ya que se libera en una

‘nactiva que se autoactiva a pR 9 (Gai and cotiesman, 1986). Sin embargo,

+emente Denhardt et al, 1987, admite 1a nipotesis que la MEP (catepsina L latente)

formacion de metastasis, ya gue su expresion viene regulada




e pueda tener ja exis

Lencia de una actividad

membrana, con |

celular, hapiendose suministrado

gque la catepsina o puede estar presente en la superficie de las céelulas

tumoraies metastasicas en una forma gue posea actividad bajo condiciones fisiolégicas

0 patologicas, como por ejemplo la existencia ae un pH neutro o ligeramente acido y la

jular de 1nhibidores e proteasas.

Usando diferentes modelos experimentaies, se ha establecido recientemente
(Mignatti et al, 1986) 1a importancia que e! papel de las proteasas puede tener en la
invasion tumoral, usando células cilonadas, seleccionadas para aue tengan una alta
capacidad invasiva de la barrera de la vejiga urinaria, se ha estudiado el efecto de

inhibidores de metalo serina y cisteina proteinasas, usando células B16/BL6 tratadas con

v 125

1'2°~1odo cdeoxiuridina, Qque sSe hacen crecer sobre la memobrana basal de células

amnioticas humanas.

{a invasién ceiular se cuantifico midiendo la radios tividad asociada a la

memprana amniotica despues Ge eliminar de la membrana basal las células B16/BL6. LoOS

i : ihi
resultados obtenidos con los inhibidores de las proteinasas mostraron que inhibidores

e la colagenasa y plasmina evitaron la invasion del amnios. La invasion tisular se
ae . ta Gl AYeias V. P irasiilil y L, -

blogueo iguaimente <92 anticuerpos anti-uroguinasa, mientras que inhibidores de
J Y3 UE3 La e .e J & |

as cisteina, asi como inhibidores de antisuero antiact1vadcr—p1asm1négeno
D_r'.t)'[;[.}“r},’jyt S clsLeliia, v ¥ I ¢ L

i g i stimulo
fueron inefectivos. un compuesto que activa la colagenasa, mersalyi, est

1 . i ‘ ' Stuvo
«ivo baijo condiciones en las que la formacion de plasmina €

P 9
2 td ]S[ £ i b aenc as que X ] I - sca du “C.f vac! \ -
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s sion del wor B16.
UJd‘m’W““Pﬂﬂ"bid%mlnﬁ—culaUEHasai en la invasion dei tumo
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tumores del tubo digestivo, objeto del presente trabajo,
1at o Tnia demiactran 1; @ : :
0SS que cemuestran la existencia de un aumento de la actividad de ciertas

en

el telildo tumoral, tales como catepsinas y colagenasas.

En tumores malignos de estomago, Vasishta et al, 1985, demuestran gue existe

aumento significativo de la actividad colagenasa, catepsina B, catepsina (B+L),
catepsina H v catepsina D, respecto al tejido sano; sin embargo estos mismos autores
informan de un descenso en 10s niveles de activador de plasmindgeno en el te;ido tumoral
respecto del tejido sano distal al tumor. Respecto a este resultado existen ciertas
controversias, vya que otros investigadores han dé%ostrado ja existencia de niveles
significativamente mas a.ftos en homogenizados de tejidos malignos respecto de 105 no
nos. en céncer de pulmén (Markus et al, 1980), cancer de colon (Corasanti et al,
(Scezepanski et al, 1982) y cancer primario de mama (Evers et al,

A pesar de esto, no todos los autores han podido demostrar este hecho, asi Rennie

and Ogston, 1975, informaron que una actividad fibrinolitica plasmatica en pacientes con

colo-rectal fué mas baja que 1a obtenida con pacientes controles. De forma

cimilar, Franklin et al, 1978, midiendo los niveles del activador de plasminogeno en 62
espacimenes tumoraies, observaron que la actividad fué menor en el tumor que en tejido

sano., Dos posibies explicaciones podrian justificar este hecho, en primer lugar, ya que

i ' oK g ' iat u forma activa
e] activador dae nlasmintgenn puede convertir proteinasas jatentes en s

] - ibl 3 1 i 1 contenido intrinseco de
(0'Grady et al, 1981) es posible que en los teiidos malignos e

i s e
activador de plasminogeno Sse utilice para activar proteinasas latentes, 1o @

B - L s t
1Us t, LR 16 id & X115 t‘.i‘ C1 £

: - ] r, este
as actividades de otras proteinasas en el teiido tumorat. En segundo lugar,

a




justificarse "~ la existenci ' ‘
arse po td existencia de altos niveles de inhibidores del

Ctivador del plasminogeno en el tejido tumoral :

En el cancer colo-rectal se na establecido ia existencia de un aumento de
~ & Y4 R o lacanacs c a P -
catepsina B y colagenasa respecto al tejido sano (Durdey et al, 1985), no pudiendo
establecerse una correlacion entre la actividad peptidasa v el estadio de Dukes del

Tumor.

El papel que 1a catepsina B pueda tener en la colagenolisis no esta

claramente detinido.

La catepsina B digiere "in vitro  al colageno y proteoglicanos que son los
dos componentes mas importantes de la matriz extracelular. Su actividad es maxima a pH
bajo, circunstancia que no se encuentra en el medio extraceluiar, aunque un pH
relativamente acido se encuentra intracelularmente y una explicacion del papel de la
catepsina B seria que degrada porciocnes faqpcitadas de moléculas de colageno, que han
sido escindidas por peptidasas extracelulares (Etherington, 1976).

Una explicacion alternativa del papel de la catepsina B, ha sido sugerido por

Graf et al, 1981, asignandole un papel activador de la colagenasa.

recsyltados estan plenamente de acuerdo Y amplian 10

Asi pues, nNUestros

< - g ividad
observado por Durdey et al. 1985, en relacion con el aumento ce la activ
Opsel vdas L ; L

aminopeptidasa encont rado por nosotros en el teijido tumorat.




G, agemas terminar |z
1S - 0e qgeterminar |a actividad aminopeptidasa ern

ywa a2} -5
dt. rea:riz

AMOS 1guaimente ia determinacion de la actividad

muestras de telido intestinal tomadas a 2 cm. del limite
y Qque denominamos tejido periférico’. Cc

s Lejico periférico’. Como hemos comentado

nan pod?

lo encontrar diferencias significativas en ninguna de las

aminopent idas P a e : 1 0 g e i
aminopeplidasa medidas en el tejido periférico en relacidén con el tejido

resuitados son ge importancla, por cuanto no hemos DOd1d0 encontrar
antecedentes en ia Jiteratura consultada, existiendo solo referencia a este respecto en
tumores gastricos, en los que se establece, contrariamente a lo encontrado por nosotros,
we la activid J catepsina B es mayor en el tejido colindante al tumor respecto a la

determinada en tejido sano (vasishta et al, 1985).

Muy recientemente, Lawson et al, 1989, estudiando la actividad ornitina

decarboxilasa, tTimidina qQuinasa, fosfatasa alcailina ¥y JActico-deshidrogenasa, en

muestras de mucosa colonica tomadas a 2 vy a 10 cm, del borde macroscopico de

adenocarcinomas de colon o recto, mostraron 1a existencia de altos niveles de actividad

lact ico-deshidrogenasa Yy ornitina decarboxilasa en e! teiido canceroso respecto al

tejijdo distante al tumor, pero no encontraron diferencias para 1as actividades de estos

,imac entre el tejido sano Y e] tejido adyacente al tumor, lo que concuerda con

nurstros resuitados @ gste respecto.

se ha sugerido, gue la mucosa advacente al tumor colo-rectal tiene un riesge

; i : i
de desarrollar cancer cue la mas distante a4l mismo (Greaves at art, 1980). Est




muestran un sredominio e S7aiomuf;]ﬂa

paor ta publicacion de dos estudios que

Con cancer de colon en Cuyoc margen
ina (Greaves et al, 1980; Habib et al,
ologicos en las criptas de la mucosa

fog1cos encontrados en roedores tratados

numero y porcentaje de células
icii1dad a malignizarse en procesos
ulcerosa, adenomas aislados y carcinomas

pero raramente se nan aplicado estos cambios a

timidina tritiada, se ha ancontrado una
adyacentes a polipos y cancer {Deschner

Blaiberg et al, 1985, han mostrado un mayor

mares tanto benignos como maiigncs, aue en la

n et al 1989, en la mucosa

LEBWSO

nreriormente, de cambios en 1a

st ico~uaan iarogenasa vy

'+ ina decarpoxilasa

ctividad ornit




adenoma, asocilados con el

>U1Tacos de est

Le estuaic corroboran los nuestros, siendo
an aue ia mucosa transicional (libre de tumor) no esta

esperado de sufrir degeneracion maligna.

a quedado claramente expuesto en ia discusién de este trabajo, la
nzimas proteoliticos es esencial en ia disolucior de las estructuras

oroteicas extracelulares durarte la migracion de las células tumorales metastatizantes.
ha guedado demostrade en este trabajo, la actividad de ciertas proteasas se
-rementa claramente en el tejido tumoral, pudiendo contribuir de esta manera a la
proteclisis extrace!uiar, paso obligado del proceso invasivo y metastdsico propio de los

tumores maiignos.

ocimientos actuales de la proteolisis de la matriz extracelular
cin embarco muchos aspectos de estie proceso nao son suficientemente bien

tanto necesitan ser aclarados en futuras investigaciones, en

eferente a la regulacion de la sintesis activacion de 10s

copscerniente a las proteasas y ia
relativo a la expresion de los genes

cuales son los estimulos requeridos para




ichos laboratorios, incluido

entre ia proliferacion celular v la

Lema un objetivo importante en el futuro,

2 1nvasion tumoral, asi como en la




CONCLUS IONES




14, -1 homogenizados obtenidos de cancer coio-rectal, existe un aumento sig-
niticativo respecto del telido sano, de la actividad leucil aminopeptidasa, arginil

aminopeptidas: gamma-giutamil amincpepticasa valicil-protil aminopeptidasa (Dipeptidil

peptidasa 1/). &ste aumento de actividad solo se produce en la fraccion soluble ¥ no en

fraccion Jde memprana.

;8. - No se encontraron diferencias significativas para ninguna de las actividades

'

ia fraccidn de membrana, en

34 ranto en la fraccién soluble como en

Ud>,

enzimaticas med

la mucosa adyacente al tumor, cuando se comparda con los resultados obtenidos en la

mucosa sana distal al mismo,

-1 teiido colo-rectal presenta valores de actividad alanil, arginil y jeucil

las actividades enzimaticas estudiadas, tanto

superiores ai restc de

cluble como an la frﬂfc:oﬁ ae mgmbfﬂﬂﬁ.
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