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Resum en 

Resum en 

En la última década se ba demostrada que una gran variedad de inhibidores de proteasas de 

diferentes orígenes tienen una fuerte actividad anticarcinogénica tanto in vitro como in vivo. Si bien se 

conocen los posibles procesos de la génesis y desarrollo tumoral en los que pueden interferir, se 

desconoce con exactitud el mecanismo por el cual muchos de estos inhibidores contribuyen a la 

prevención del cancer. El presente trabajo constituye luta aportación significativa en dicho contexto. En 

primer lugar, se ha demostrada que el inhibidor de carboxipeptidasa de patata (PCI) tiene un efecto 

inhibitorio no ya sobre la ca rcinogénesis sino sobre el crecimiento tumoral tanto in vitro como in vivo. 

En segundo Jugar, se ha estudiada su mecanismo de acción, lo que ha llevado a descubrir que el PCI es 

un antagonista del EGF, el primero que se describe. Con dicho fin se han utilizado técnicas de cultivo 

celular en conjunción con técnicas bioquúnicas, de biologia molecular, de analisis computacional y 

ensayos con modelos animales. 

Se ha determinada que el PCI inhibe el crecimiento de líneas celulares tumorales de diferentes 

orígenes. Dicho efecto inhibitorio aparece a largo plazo y se mantiene incluso en ausencia del inhibidor. 

Mediante diferentes modelos animales se ha podido comprobar que el PCI inhibe el crecimiento de 

tumores inducidos en ratones atí.micos y, así como, la aparición de metastasis de ratones inoculados 

con células singénicas. Ademas, se ha caracterizado una linea de ratones transgénicos que desarrolla 

tumores de plexo coroideo e insulinomas, lo que ba permitido ensayar posteriormente el efecto del PCI 

observandose que dicbo inhibidor alarga la supervivencia de los ratones. 

Estos estudios se han completada con diferentes ensayos que han permitido establecer el 

mecanismo celular y molecular de acción del PCI. Se han realizado analisis de citometría de flujo en 

los que se ha detectada que el PCI provoca un aun1ento de células apoptóticas y cierta parada en Gj G1, 

que se ba relacionada con aumento en la expresión del mRNA de p53. Se ha determinada, así mismo, 

que el PCI es intemalizado por las células sobre las que tiene efecto sin que sea modificada. 

Mediante analisis computacional se ha establecido que el plegamiento especial de puentes 

disulfuro que posee el PCI, denominada T-Knot, esta también presente en diferentes factores de 

crecimiento, como el EGF o el TGF-a. Las similaridades estructurales entre el PCI y dichos factores 

de crecimiento han llevado a estudiar la interacción del inhibidor con el receptor del EGF (EGF-R). El 

EGF, el TGF-a y su receptor estan implicados en muchos aspectos del desarro11o de los carcinomas, 

entre los que se i.ncluye el crecimiento tumoral, la vascularización, la invasividad y metastasis. El EGF­

R se sobreexpresa en mucbos tumores de origen epitelial y es una posible diana para la terapia 

antitumoral. En el presente trabajo se ha demostrada que el PCI es un antagonista del EGF humano, 

que compite con dicho factor de crecimiento por la unión a su receptor y inhibe la dimerización, 

actividad quinasa y transfosforilación del EGF-R inducida por el EGF, así como la proliferación 

celular inducida por dicho factor de crecimiento. Por todo ello, el PCI tiene un gran interés tanto 

teórico como aplicado, y constituye un posible nuevo farmaco antitumoral. 
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Jntroducción 

LA. LA CÉLULA NORJ\'lAL 

I.A. t. LA COMUNTCACTÓN CELULAR 

Las células de los organismes multicelulares necesitan recibir estímulos, responder a su 

entorno y coordinar su comportamiento, lo que hacen de diversas maneras. Durante el 

desarroUo, las células del embrión intercambian señales para determinar cómo se diferenciara 

cada una, que posición ocupara y si morira, vivira o se dividira. Posteriormente, una 

considerable variedad de señales coordina el crecimiento, fisiologia y comportamiento del 

organtsmo. 

Las señales que se transmiten entre células consisten, generalmente, en una determinada 

molécula producida por una célula -la célula emisora- y detectada por otra -la célula 

receptora- a través de una proteína receptora, que reconoce y responde específicamente a la 

molécula señal . Esta proteína receptora realiza el primer paso en una serie de procesos de 

transducción de la señal, que convierten la señal extracelular en una señal intracelular que 

modifica la actividad de la célula. 

Las células de los organismos multicelulares utilizan cientos de moléculas extracelulares 

para enviar señales a otras células: proteínas, péptidos, aminoacidos, nucleótidos, esteroides, 

derivades de acidos grasos e incluso gases. Existen S vías de transmisión de estas señales 

extracelulares entre células (Figura 1.1 ): 

-Endocrina: la molécula señal -hormona- se vierte al torrente circulatorio. 

- Paracrina: la molécula señal -mediador local- se dispersa localmente a través del 

medio extracelular, manteniéndose en la vecindad de la célula que la ha secretado. 

Muchos de los factores de crecimiento polipeptídicos y muchas de las moléculas que 

regulan la inflamación en ellugar de infección o la proliferación celular en una herida 

actúan de este modo. 

- Autocrina: la molécula señal actúa sobre la misma célula que la ha secretado. 

Muchos factores de crecirniento pueden actuar por esta vía. 

- Comunicación neuronal: cuartdo una señal externa activa a una neurona, se generan 

impulsos eléctricos que estimulan la secreción de un neurotransrnisor que viaja por el 

espacio intersimiptico y actúa sobre la célula diana. 

- Señal dependiente de contacto (o yuxtracrina): en este caso no se requiere la 

liberación de una molécula secretada, sino que las células contactan directamente con 

las moléculas señal que se encuentran en sus membranas plasmaticas. El mensaje se 

transmite gracias a la unión de una molécula anclada en la membrana de la célula 

emisora a la molécula receptora de la membrana de la célula adyacente en íntimo 

contacto. 
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Figura 1.1 .: Mecanismes de transmisión de señales célula-célula mediante productes extracelulares. 
a) encodrino, b) paracrino, e) autocrino, d) neuronal, e) yuxtracrino. (Tornado de Damell 
et al, 1990) 

l.A.l.a. Los factores de crecimiento polipeptídicos 

Toda célula animal debe recibir señaJes químicas estimuladoras para dividirse, o bien 

señales negativas para no hacerlo. Estas señales son las que le permiten superar o no los 

puntos de control del ciclo celular y son, principaJmente, factores de crecimiento proteicos. 

Los factores de crecimiento son moléculas solubles que se unen a un receptor de 

membrana, y activan vías de transducción de señal intracelulares, que en la mayoría de los 

casos estimulan o bloquean el crecimiento, la división o la diferenciación celular. Muchos de 

estos factores se han identificada y caracterizado por sus efectes en el crecimiento de céluJas 

en cultivo (Tabla 1.1 .). La mayoría de células animales requieren una combinación especifica 

de distintes factores de crecimiento para dividirse en cultivo, de lo contrario permanecen en 
fase G0 o entran en apoptosis. Lo mismo ocurre, probablemente, en los tejidos del organisme 

VIVO. 

Los factores de crecimiento estan pues implicades en la supervivencia celular in vivo y 

tienen un pape! crucial en los mecanismes de control del desarroUo de tejidos y órganos. 

Ademas de su actividad promotora del crecimiento e inductora de la diferenciación, los 

factores de crecimiento son capaces de producir una gran variedad de efectes en las células 

dianas, incluidos diversos efectes metabólicos, la inducción de la expresión de mas receptores 

para eUos mismos o para otros factores de crecimiento, la apoptosis. Por todo ello, los 
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factores de crecimiento estan implicades en importantes procesos fisiológicos como son la 

inflamación, las reacciones inmunes y la reparación de tejidos (Canalís y col. , 1988; Wahl y 

col. , 1989). 

Tabla 1.1: Algunos ejemplos de factores de crecimiento. 

Factor 
Factor derivado de plaquetas (PDGF) 

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) 

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF) 

Factor de crecimiento hepatico (HGF) 

Acción representativa * 
Estimula la proliferación de células de 
tejidos conectivos 
Estimula la proliferación de células de 
la piel 
Estimula la proliferación de 
fibroblastos 
Estimula la proliferación de 
hepatocitos 

Eritropoyetina Estimula la proliferación y 
diferenciación de los glóbulos rojos 

• Exccpto la eritropoyetina, todos los factores de crecimiento citados cstimuJan la proliferación de 
diversos tipos celularcs. 

Los factores de crecimiento tienen, en general, una actuación paracrina y autocrina. La 

producción y alcance de estos factores esta modulada con extrema precisión; lo que se 

consigue regulando muy finamente la expresión de sus receptores, o estimulando en el 

momento y Jugar adecuados la secreción de la cantidad precisa de factores de crecirniento. Se 

sintetizan en fonna de precursores inactivos y/o unidos a membrana, a proteoglicanos de la 

matriz extracelular, o a proteínas específicas (Pimentel, 1994). 

I.A.J.a.l. Los factores de crecimiento de /a familia EGF 

El factor de crecirniento epidérrnico (EGF) es un polipéptido de 6-kda (53 aa) que 

presenta una potente actividad rnitogénica en una gran diversidad de tipos celulares in vivo e 

in vitro (Carpenter y Cohen, 1979; Laurence y Gusterson, 1990). El EGF se aisló 

originariamente de las glandulas submaxilares de ratón, donde esta presente en cantidades 

elevadas (Cohen, 1962). El equívalente humano del EGF de ratón (también conocido como 

urogastrona) se aisló y caracterizó por primera vez de orina en 1975 (Gregory, 1975). 

Diferentes tipos celuJares sintetizan y secretan EGF, que se haJla presente en Ja sangre y 

varios fluidos corporales como la orina, la leche, el calostro, la saliva, el fluido seminal, el 

jugo pancreatico, el fluido cerebroespinal y el líquido amniótico (Carpenter y Zendegui, 

1986). 

El papel fisiológico preciso del EGF aún no se ha determinada. Se ha comprobado que 

puede estimular o inhibir la proliferación y/o diferenciación de una gran variedad de células. 

Los efectos del EGF dependen del tipo celular y del estado de diferenciación. Así, estimula la 
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proliferación y maduración de la epidermis, el epitelio pulmonar y el epitelio de la cómea. 

Ademas, esta implicada en la regulación de importantes activi dades metabólicas y fisiológicas, 

como el transporte de iones, la estimulación de la fosforilación de proteínas endógenas, 

alteraciones en la morfología celular, y estimulación de la síntesis de DNA (Pimentel, 1994). 

El EGF se biosintetiza en mamíferes en forma de un largo precursor (Scott y col. , 1983; 

Gray y col. , 1983). El mRNA del pre-proprecursor contiene alrededor de 4750 nucleótidos y 

codifica un precursor de EGF de 121 7 aminoacidos ( 13 O. 000 Da). La secuencia amina­

terminal del precursor de EGF contiene 7 péptidos con secuencias similares pero no idénticas 

a la del EGF. Este precursor es procesado en EGF 1-53, que tiene una masa molecular de 

6215 Da e incluye 6 residuos de cisteína que forman 3 puentes disulfuro. La estructura 

tridimensional del EGF presenta 3 bucles que permiten exponer los resi duos necesarios para la 

interacción con el receptor, y a su vez podria proporcionar resistencia a la degradación 

proteolítica (Campbell y col. , 1990). 
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Figura 1.2.: El factor de crecimiento epidérmico (EGF). A, Estructura tridimensional ; B, Sus bucles. 

(Tornado de Lin y Nussivov, 1995). 

Est e modelo de 6 cisteínas (denominada motivo-EGF) se encuentra en un gran número 

de otras proteínas. Ademas del EGF se han descrito otros ligandos del receptor de EGF 

(receptor de la familia de los erbBs), todos ellos con el motivo de 6 cisteínas citado. Así, se 

puede hablar de factores de crecimiento de la familia EGF que recientemente se han 

clasificado en 4 grupos funcional es (Riese y S tem, I 998) (Figura 1.3 . ): 

4 

- Grupo 1: formado por moléculas tipo EGF que só lo se unen al receptor de EGF 

(EGF-R o erbB-I), que incluye al propi o EGF, al factor de crecimjento 

transformante a. (TGF- ex.) y a la an:firegulina 

- Grupo 2: formado por moléculas tipo EGF que se unen al erbB-3 y erbB-4 

(apartado J.A.l .b. l.), pero que sólo producen La activación del erbB-4; como las 

heregulinas o neuregulinas (HR/NDF). Ademas se incluyen el inductor de la actividad 



Introduccióo 

del receptor aviar de acetilcolina (ARIA), el factor derivado de neuronas sensoras y 

motoras (SMDF) y el factor de crecimiento glia1 (GGF). 

- Grupo 3: formado por moléculas tipo EGF que se un en tanto al erbB-1 como al 

erbB-4, que incluye a la betacelulina (BTC), la epiregulina (EPI) y el factor de 

crecimiento de unión a heparina tipo EGF (HB-EGF). 

- Grupo 4: formado por Cripto-1 y Críptico, proteínas que contienen las 6 cisteínas 

caracteristicas de la tàmilia de factores de crecirniento tipo EGF, aunque les tàlta 

alguno de los bucles entre estas cisteínas y hasta el momento no se ha descrito que 

activen a ninguno de los míembros de la familia erbB, sino posiblemente a otro 

receptor. 

f.GF TGF-tipno 

Grup<> 1: se un~n lllerbU-1 Grupo 2: 'i<! u nen ,.¡ erbB-J y • rhB-4 

Gru poJ: se Ullen Ml trilli-I y erbll-4 Grupo4: no se uneo " nio~tún trbB 

Figura 1.3.: Grupos funcionales de los factores de crecimiento de la familia EGF. 

Uno de los factores de crecimiento mas estudiados de la família EGF es el TGF- u , 

detectado en 1976 como uno de los componentes activos secretados por fib roblastos de ratón 

transformades con retrovirus (Todaro y De Larco, 1976). Su nombre proviene de que 

provocaba de manera reversible la aparición de un fenotipo transformada en dichas células. 

Posteriormente, se describió que se une al receptor de EGF (EGF-R) y media respuestas tipo 

EGF, siendo aislado y secuenciado unos años mas tarde (Anzano y col. , 1983 ; Marquart y 

col. , 1983). El TGF- a es entre lO y 100 veces mas mitogénico que el EGF, mientras que el 
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EGF produce una regulación negativa ("down regulation") del EGF-R superior. Una vez 

internalizados, el EGF normalmente se recicla mienrras que el TGF- a. se degrada rapidamente 

(Korc y Finman, 1989). 

Al igual que el EGF, el TGF- a. se ha localizado en diversos tejidos y fluides celulares. 

Así, se encuentra en el suera, el calostre y la leche, en tejidos del embrión y el fet o (como la 

propia placenta) y en algunes tejidos adultes como el cerebro, el pulmón y riñón (Roberts y 

col. , 1981 ). Se expresa como un precursor anclado a membrana, de 160 resi duos, que madura 

para dar una proteína de 50 aa y 7400 Da de peso molecular, que contiene tres puentes 

disulfuro en posiciones homólogas a los del EGF (Marquart y Todaro, 1982). El TGF- a. 

puede funcionar como factor de estimulación yuxtracino en procesos del desarrollo a través 

de la unión del proTGF- a. de membrana de una célula al EGF-R de células adyacentes 

(Massagué, 1990). 

El TGF- a. tiene importantes efectes fisiológicos en el feta y los animales recién nacidos, 

aunque se cree que es substituïble por otros miembros de la familia EGF. Los ratones con el 

gen inactivado por recombinación homóloga ("Knock-out") son viables, aunque con ciertas 

anomalías (Mann et al, 1 993 ~ Luetteke y col. , 1993). En procesos tumorales, la activación de 

un bucle autocrino que involucra al TGF- a. parece tener un papel muy importante, descrita 

por primera vez en el cancer de pancreas (Smith y col., 1987) y posteriormente en casi todos 

los carcinomas (Derynck y col. , 1987). La existencia de este bucle autocrino ha quedada 

firmemente demostrada cuando se ha transfectado el gen del TGF- a. en ratones transgénicos, 

pues en estos modeles se ha observada que la sobreexpresión de dicho factor de crecimiento 

produce neoplasia de hlgado, neoplasia, metaplasia e ruperplasia pancreatica y carcinomas de 

la glandula mamaria (Sandgren y col. , 1990; Jhappan y col. , 1990; Sandgren y col. , 1993). Por 

otro lado, el TGF- a. derivada de tumores también se ha descrita como un patente factor 

angiogénico, mas patente inclusa que el EGF (Okamura y col. , 1992). 

I.A. l.b. Receptores 

Una célula dentro de un organisme multicelular debe responder selectivamente a una 

gran variedad de señales, descartando algunas y respondiendo a otras. Para que una célula 

pueda responder a una señal en primer lugar debe poseer un receptor para la misma. Así, el 

tipo de receptores que posee una célula limita el rango de señales por las que se puede ver 

afectada. 

Los receptores se pueden clasificar fundamentalmente en 2 grandes grupos según las 

moléculas de señal extracelular que reconocen: 
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1. Receptores intracelulares: reconocen moléculas suficientemente pequeñas y/o 

hidrofóbicas como para difundir a través de las membranas celulares (en este grupo 

se encuentran las hormonas esteroideas ), y consecuentemente est e tipo de receptores 

se localiza intracelularmente. 

2. Receptores extracelulares: reconocen moléculas que debido a su tamaño o a sus 

características hidrofilicas no pueden atravesar la membrana plasmatica de la célula 

diana. Estos receptores se encuentran en La membrana plasmatica y transmiten la 

señal a través de la misma. En este grupo se incluyen la gran mayoria de los 

receptores. 

A su vez, Ja mayoría de los receptores de membrana se pueden clasificar en las tres 

familias siguientes, que difieren en la naturaJeza de la señal intracelular que generan en 

respuesta a una molècula señal: 

- Receptores de canal iónico: generan un flujo de 10nes que produce un efecte 

eléctrico. 

- Receptores unides a proteínas G: al activarse el receptor se Libera una forma 

activada de una proteína unida a membrana (subunidad de una proteína G) que 

difunde a través de la membrana e inicia una cascada de otros efectes. Estos 

receptores tienen todos una estructura similar, consisten en una única cadena 

polipeptídica que atraviesa la bicapa lipídica 7 veces (7 Tm). 

- Receptores con (o unides a) actividad enzimatica: cuando la molécula señal se une 

al receptor, se estimula una actividad enzimatica en su región citoplasmatica o bien 

un lugar de reconocimiento específica para un enzima que se activa y genera una 

cascada de señales, incluida la Liberación de moléculas en el citosoL Los receptores 

implicades en la respuesta a factores de crecimiento que regulan el crecimiento 

celular, proliferación, diferenciación y supervivencia en tejidos animales son de este 

tipo, y se caracterizan por poseer actividad tirosina quinasa en su región 

citoplasmatica. 

l.A. J.b.I. Los receptores de los ligandos tipo EGF: ErbBs 

Los factores de crecimiento de la familia del EGF interaccionan con receptores que 

presentan actividad tirosina quinasa en su dominic intracelular. Estos receptores tirosina 

quinasa constituyen una familia de proteínas relacionadas que se han clasificado en subgrupos 

de acuerdo con su homología estructural. La subfamilia I comprende los receptores de 

factores de la familia del EGF (Weiss y col. , 1997), que consta de cuatro miembros 

conocidos, denominades ErbB-1 o receptor de EGF (EGF-R), ErbB-2, ErbB-3 y ErbB-4. 

Todos ell es comparten una arquitectura estructural común, con una gran parte extracelular 
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con dos dominios ricos en cisteínas de unión al ligando, un dominio transmembrana y una 

región citoplasmatica con actividad tirosina quinasa (Graus-Porta et al, 1997). 

La interacción del ligando con la región extracelular del receptor provoca su activación 

en un proceso con varias etapas. En primer Jugar, se produce la homo o heterodimerización 

del receptor (Canals, 1992; Earp y col. , 1995), de manera que se forma un complejo 

ligando/receptor 2/2 (Figura 1.4.) (Lemmon y col. , 1997). Una vez dimerizado, el receptor 

experimenta un cambio conformacional que se transmite a través de la membrana e induce la 

actividad quinasa citoplasmatica, que fosforila tirosinas específicas de la molécula de receptor 

inmediatamente adyacente (transfosforilación) y posteriormente, de otras moléculas sustrato. 

Estas tirosinas fosforiladas son reconocidas por toda una serie de proteínas adaptadoras, con 

dominios SH2, que son las encargadas de transducir la señal. Una vez activados, varios 

complejos receptorlligando se internalizan por endocitosis (Ernlet y col. , 1997), formandose 

endosomas que acaban por unirse a lisosomas primarios, cuyos enzimas proteolíticos 

degradan los complejos. Una pequeña parte de receptores endocitados vuelve a la membrana 

por transcitosis (Baass et. al. , 1995). Este proceso de endocitosis provoca una disminución 

del número de moléculas de receptor en membrana tras una estimulación por el factor de 

crecuruento correspondiente, fenómeno denominada "down-regulation", que hace 

momentaneamente parcialrnente insensible a la célula, protegiéndola de una sobreexcitación. 

Posteriormente se sintetizaran nuevas moléculas de receptor y la célula volvera a recuperar su 

estado inicial. 

1 2 

3 4 

Figura 1.4.: Activación del EGF-R. 1: unión del ligando y dimerización del receptor; 2: 
transfosforilación de los residuos de tirosinas; 3: transducción de la señal; 4: 
endocitosis del complejo ligando-receptor. 
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Si una célula expresa vanos de los receptores de la familia ErbB, los factores de 

crecirniento de la familia EGF pueden inducir la fosforilación y transrnisión de señal a través 

de receptores ErbBs a los que no se unen, mediante el tènómeno de la transmodulación 

(Hynes y Stern, 1994; Earp y coL 1995). Esta transmodulación se consigue mediante la 

transfosforilación posterior a la formación de heterodímeros no covalentes entre un receptor 

ocupada por ligando y el otro ErbB. Por ejemplo, el EGF estimula la fosforilación del ErbB-2 

cuando este se coexpresa con el EGF-R, pero no cuando se expresa sólo. La transmodulación 

es un fenómeno muy importante, pues las distintas combinaciones de receptores para formar 

dímeres presentan diferentes propiedades de transducción de la señal; así se ha establecido 

una gradación basada en su actividad relativa: erbB-2/3 > erbB-1/2 = erbB-4/2 > erbB-1/1 = 

erbB-3/3 = erbB-4/4 > erbB-l/3 = erbB-114 = erbB-3/4 (Pinkas-Kramarski y coL, 1996; 

Tzahar y coL, 1996). En ratones bitransgénicos para el TGF- a y el erbB-2 se observa que 

ambos cooperan de manera sinérgjca en la tumorogénesis mamaria a través de un mecanisme 

que implica la transmodulación erbB-l/erbB-2 (Muller y coL, 1996). 

El EGF-R se sintetiza como una proteína de 70 kDa que experimenta diferentes 

rnodificaciones postranscripcionales, entre las que cabe descatar Jas glucosilaciones. El 

receptor se glucosila dando una molécula de 13 8 kDa, a la que se añaden 7 o mas cadenas de 

oligosacaridos ricas en manosas unidas a través de enlaces N-glucosídicos para dar un 

intermediaria de 160 KDa. A las cadenas de oligosacaridos se les añaden posteriormente 

azúcares terrninales, tipo fucosa y acido sia.Iico, para dar la forma madura del receptor de 175 

kDa (Carlin y Knowles, 1984). 

El receptor de EGF se expresa en diferentes tipes celulares. Esta expresión se 

correlaciona mas con el linaje celular y con estades específicos de diferenciación que con la 

prol.iferación celular (Real y coL, 1986). En situación normal, los receptores de EGF se 

expresan en tejidos de origen epitelial tanta adultes como fetales, pero no en células 

hematopoyéticas maduras. La activación del EGF-R tiene como consecuencia la proliferación 

celular, la rnorfogénesis y la quimiotaxis. Estos procesos tienen papeles fisiológicos en la 

remodelación de los tejidos durante la embriogénesis o, en el organisrno adulto, durante la 

reparación de heridas. Threadgill et al (1995) y Sibilia y Wagner (1995) han demostrada, 

mediante experimentes con ratones a los que se les ha eliminada el gen del EGF-R ("Knock 

out"), que dicho receptor tiene un pape! esencial en Ja proliferación y diferenciación del 

compartimento epitelial de órganos como la piel, el folículo piloso, células hematopoyéticas, 

placenta, areas de la corteza cerebral y la córnea. Tarnbién se ha observada que en situación 

tumoral varios tipos de células neoplasicas presentan una arnplificación de las secuencias del 

gen del EGF-R y, frecuentemente, se encuentran carnbios en los niveles de expresión de los 

ErbBs en células tumorales. A su vez, mientras las células que expresan niveles de EGF-R 

normales no sufren transformación dependiente de ligando, la exposición continuada de 
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células con niveles elevades de EGF-R ai ligando puede permitir la hiperproliferación. Así, las 

células premaiignas (células transformadas) utilizan la síntesis autocrina de ligandos como 

mecanismo de hiperproliferación. 

I.A.2. EL CICLO CELULAR Y SU REGULACIÓN 

Una célula se reproduce realizando una serie ordenada de procesos que le llevan a 

duplicar su contenido y dividirse en dos. Este cicle de duplicación y división se conoce como 

cicle celular. El cicle celular eucariota se divide en 4 fases: una fase de replicación del DNA 

(fase S), seguida por un intervalo (fase G2) que conecta la fase anterior con la fase de mitosis 

y citoquinesis (fase M) y otro intervaio entre esta fase de mitosis y la duplicación de nuevo del 

DNA (fase G¡) (Figura LS.). 

:_/ ~ -
( @ 

--~G 

G, 

Figura 1.5.: Las cuatro etapas sucesivas del ciclo celular eucariota (Tornado de Alberts y col. , 1994). 

El sistema de control del cicle celular tiene que activar enzimas y otras proteínas 

responsables de llevar a cabo cada proceso en el memento adecuado y desactivarlas una vez 

se ha completada. Se debe asegurar que cada etapa del cicle se completa antes de que la 

siguiente empiece. Pero, ademas, se deben tener en cuenta las condiciones de fuera de la 

célula. En un organisme multicelular una célula debe responder a las señales provinientes del 

resto del organisme que estimulan o inhiben la división en función de las necesidades. Así, el 

sistema de control del cicle celular tiene un papel primordial en la regulación del número de 

células en los tejidos del organisme y cuando este sistema no funciona bien en alguna célula 

puede resultar en cancer. 
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l.A.2.a. La muerte celular programada 

Las células necesitan señales de otras células y de su entorno (matriz extracelular) no tan 

sólo para proliferar, sino incluso para sobrevivir. Si se las priva de los factores de 

supervivencia, activan un programa de suicidio intracelular y mueren mediante un proceso 

denominada muerte celular programada o apoptosis. 

El mecanisme de muerte celular programada es muy importante, tanto durante el 

desarroilo, como en la renovación de las poblaciones celulares del organisme adulto 

(cicatrización de heridas, pelo, hematopoyesis). El número de células presente en un 

organisme multicelular adulto es el resultada de un equilibrio entre proliferación y muerte 

celular. Un nivel de muerte celular por debajo de los niveles nonnales puede ser tan peligroso 

como un exceso de proliferación. 

A diferencia de la muerte por necrosis, donde el contenído celular se vierte al exterior 

provocando respuestas intlamatorias e inmunológicas, la apoptosis es "!impia", sin pe~uicio 

para las células vecinas (Figura I.6.). La célula se contrae, el núcleo se condensa y se activa 

una endonucleasa dependiente de Ca2+ y Mg2+ que corta específicamente el ONA en las 

regiones internucleosomales (Zelenik y col. , 1989). La célula contraída es ràpidamente 

fagocitada por los macrófagos (u otras células vecinas). Para activar este mecanisme las 

células apoptóticas cambian sus moléculas de superficie para que los macrófagos las puedan 

reco nocer. 

• 

___ _j 

Figura 1.6.: Cambios morfológicos que ocurren durante la apoptosis. Primera, la célula normal (a) se 
contrae y la cromatina se condensa formando medias lunas crecientes alrededor de la 
membrana nuclear (b). Oespués, se producen cambios en la membrana (e), finalmente 
el núcleo se disgrega (d) . La célula se rompe en cuerpos apoptóticos (e}, que in vftro se 
lisan (f) e in vivo se fagocitan(g). (Tornado de Mastrangelo y Betenbaugh, 1998). 
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LA.2.b. Regulación molecular del ciclo celular 

El sistema de control del ciclo celular regula todo el proceso mediante frenos 

moleculares que pueden parar el ciclo en varios puntos de control. En Gt existe un punto de 

control de tamaño celular, que también permite comprobar que el ambiente es favorable para 

la proliferación celular antes de entrar en la tàse S. En G2 existe otro punto de control que 

también controla el tamaño celular antes de entrar en mitosis y permite a Ja célula comprobar 

que la replicación del DNA ha sido completa y sin demasiados ''errares". 

Los puntos de control también son importantes porque son puntos en el ciclo celular 

donde el sistema de control puede ser regulado por señales de otras células, como los factores 

de crecimiento u otras moléculas de señal extracelular, que pueden estimular o inhibir la 

proliferación celular, como ya se ha descrito anteriormente. 

El sistema de control del ciclo celular gobiema la maquinaria del ciclo a través de la 

fosforilación de unas proteínas clave que inician o regulan la replicación del DNA, la mitosis o 

la citocinesis. Las proteína quinasas del sistema de control encargadas de estas fostòrilaciones 

estan presentes en las células proliferativas a lo largo del ciclo celular, pero sólo se activan en 

el momento apropiado, después del cua! se desactivan nípidamente. Las ciclinas (reciben este 

nombre debido a que su concentración varia de fo rma cíclica durante el ci cio) son las 

proteínas encargadas de activar a dichas quinasas, que por ello se conocen como quinasas 

dependientes de ciclinas o Cdks. 

Hay una gran variedad de ciclinas y de Cdks implicadas en el control del ciclo celular 

(Figura I. 7.). Por ejemplo, la entrada de las células en mitosis depende de la unión de la ciclina 

MPF (factor promotor de fase-M) a una Cdk. Un tipo distinto de ciclinas, denorninadas 

ciclinas de fase S, se unen a moléculas de Cdks al final de G1 y permiten el avance hacia la 

fase S. Hay otras ciclinas, denorninadas ciclinas G 1, que actúan al principio de G 1 uniéndose a 

moléculas Cdk que ayudan a iniciar la formación y activación de los complejos Cdk-ciclina de 

fase S y dirigen a la célula hacia la fase S. La formación de algunos complejos Cdk-cicljna 

dependen de factores de crecimiento extracelulares que, por tanto, estimulan a la célula a 

progresar en el ciclo celular. 
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Figura 1.7.: Regulación del ciclo celular mediante los complejos ciclina-Cdk. Esquema general del 
ciclo celular y sus puntos de control. (Tornado de Murakami y col. , 1995). 

La decisión mas drastica que puede tomar el sistema de control del ciclo celular es que la 

célula deje de dividirse por completo, y entre en un estado modificado de G¡, denominado Go 

o de quiescencia, en el que el sistema de control del ciclo es parcialmente desmantelado y 

desaparecen la mayoría de Cdks y ciclinas. 

Parece ser una regla general que las células de mamíferos sólo se multiplican si reciben 

señales específicas y positivas de su entomo. Si se las priva de estas señales, el ciclo celular se 

para en el punto de control de G¡ y entra en la fase Go, pudiendo permanecer en ésta durante 

mucho tiempo basta vol ver a dividirse. Una vez superado est e punto de control de G¡ , la 

célula continúa nipidamente con el ciclo. 

Una de las principales funciones de los factores de crecimiento es, pues, inducir a la 

célula en estado de reposo (Go) a entrar en el ciclo y proceder a la división celular. Son, pues, 

mitogénicos. Esta inducción tiene lugar en 2 etapas (Aaronson, 1991 , Figura 1.8.): 

1. El paso de la fase Go a G1 es inducido por factores de crecimiento denominados de 

competencia como son el EGF, el PDGF y el FGF. 

2. El paso de la fase G¡ a S (replicación del DNA) depende de la presencia de factores 

de crecimiento denominados de progresión, como la insulina y la IGF-1, y puede ser 

bloqueado por factores inhibidores como el TGF-13, el interferón y el TNF. 
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Figura 1.8.: Factores de crecimiento necesarios durante el ciclo celular (Tornado de Aaronson, 
1991). 

l.B. B REVE I~TRODUCCIÓN AL CÀNCER 

l.B.l. LA GÉNESIS DEL CÀNCER: LA TRANSFORMACIÓN CELULAR 
MALIGNA. 

El proceso de desarrollo y mantenirniento de un tejido es, esencialmente, de tipo 

jenírquico. Buenos ejemplos son la renovación de la piel, intestino, el sistema hematopoyético, 

y cicatrización de heridas (incluida la angiogénesis). En estos casos, un número lirnitado de 

células "madre pluripotenciales" (stem cells) se activan y dan Jugar a una gran población de 

nuevas células progenitoras con un programa proliferativo mas restringido (Figura 1.9.). Estas 

nuevas células progenitoras pueden proliferar nuevamente dando Jugar a las células 

funcionalmente maduras, necesarias para reemplazar las perdidas durante los procesos 

naturales antes descrites. Las células madre pluripotenciales son capaces de autorrenovarse 

para sustituir a las que han quedado "comprometidas" en una posterior diferenciación. Durante 

este proceso de desarrollo, desde un estado poco diferenciado a uno mas diferenciado, resulta 

esencial mantener en todo momento un estricto control y equilibrio entre los distintes tipos 

celulares producidos y la cantidad de células de cada tipo. Si la célula madre pluripotencial se 

decanta mas por un proceso diferenciativo que por su autorrenovación, la reserva o fuente de 

células madre disminuiria, con el consiguiente peligro que ello significa. Por contra, si 

demasiadas células madre se ven mas empujadas a su autorrenovación que a diferenciarse, no 
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se podra renovar o mamener la integridad del tejido y este iniciara un rapida proceso de 

regresión. 

S TEM CEllS 
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Figura 1.9.: Esquema de los tres estados celulares proliferativos del estado adulto: regeneración , 
transformación (tumores benignos), y tumores malignos. (Tornado de Cross y Dexter, 
1991). 

La estricta coordinación entre los procesos de proliferación y diferenciación celular 

resulta pues esencial para el desarrollo y recuperación de los tejidos. Ambos procesos estim 

influí dos por variables como parametros fi si cos ( espacio y tiempo ), componen tes de la matriz 

extracelular, moléculas de adhesión celular, complejos de unión intercelulares y factores 

solubles como los anteriormente descrites factores de crecimiento polipeptídicos. Los factores 

de crecirniento, y en especial combinaciones de los rnismos, pueden influir en la duración del 

proceso de diferenciación y determinar el tamaño de la población celular madura que se derive 

de una célula madre precursora. El inicio del proceso de diferenciación parece producirse 

como consecuencia de una disrninución de la proliferación previa, que puede ser un reflejo del 

agotamiento de factores de crecirniento disponibles localmente. Este seria un posible 

mecanisme para evitar que las células ya maduras siguieran proliferando. Otro posible 

mecanisme es la producción, por parte de células ya diferenciadas, de factores que inhiban 

posteriores proliferaciones. 

Si la coordinación entre diferenciación y proliferación falla, y se produce un 

desacoplamiento, aparece una célula con fenotipo transformada, paso previo a la aparición de 

una célula tumoral. 

La estrecha interrelación entre proli feración, diferenciación y los factores de crecimiento 

también se aprecia en el hecho de que si se elimina un factor de crecirniento a una célula 
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dependiente de él, no stempre se produce una interrupción de su crecimiento, smo que en 

determinades casos se activa la apoptosis. La apoptosis representa un mecanisme esencial para 

el control del desarrollo embrionario y proliferativo, al eliminar células con capacidad 

proliferativa sobrantes o incontroladas, o con capacidad de generar respuestas autoinmunes (en 

la hematopoyesis). 

Factores de crecimienlo y cémcer 

Una de las pruebas mas evidentes del pape! que realizan los factores de crecimiento en los 

procesos de proliferación y diferenciación ha venido del estudio de los productes de los 

oncogenes. Vari os de estos productes son receptores de factores de crecimiento, como ya se 

ha comentada. En una célula normal su expresión esta controlada, así como la activacion que 

provocan tras su interacción con su ligando, pues normalmente son intematizados y destruidos. 

Si el oncogén codifica un receptor anormal, que esté constitutivamente activado, 

independientemente de su uruón al ligando, se produce una sobreestimulación de los procesos 

celulares, que suele conducir a una poderosa señal de transformación maligna. 

La transformación neoplasica se inicia, como ya se ha mencionada, por la 

descoordinación entre los procesos de división y diferenciación; de forma que la célula 

transformada conserva su capacidad proliferativa de forma permanente, lo que permite su 

crecimiento ilimitado. A partir de este momento, los factores de crecimiento pueden contribuir 

de distintas maneras al manterumiento de esta nueva característica, y a etapas subsiguientes del 

tènómeno tumoral. Algunes factores de crecimiento son capaces de inducir la prolongación de 

vasos sanguíneos cercanos (la denominada angiogénesis) hacia la fuente de dicho factor, 

facilitando la vascularización del tumor. Sin dicha vascularización el tumor primario, con forma 

esferoïdal, sólo puede alcanzar un diametro de unos pocos milímetros, a partir del cual 

comienzan a resultar lirnitantes la difusión de oxigeno y nutrientes o productes de desecho. La 

proliferación de la capa externa de la masa tumoral compensa la creciente muerte celular (la 

denominada necrosis) de las células del centro. Una vez la masa tumoral empieza a secretar (o 

induce la secreción en células cercanas) factores angiogénicos, la vascularización resultante 

elimina las limitaciones de la difusión, permite un rapida crecimiento de la masa tumoral y 

proporciona una ruta para la invasión y colonización de otros órganos, la denominada 

metastasis (Figura I. l 0.) (Liotta y col. , 1991 ; Stracke y Liotta, 1992). 

1.8.2. BASES MOLECULARES DEL CÀNCER 

Hoy en día se accepta plenamente que la acumulación de aJteraciones genéticas provocan 

la transformación celular maligna (tumorogénesis). A este componente genético habría que 

añadir un cierto componente epigenético, entendiéndolo como la interacción dinamica entre 

células y tejidos y su entomo fisiológico. 
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En los años 70 A.G. K.nudson propuso la teoria de los "dos golpes" para explicar la 

aparíción de los tumores. Ésta dice que es necesaria la acumulación de dos defectes o 

mutaciones independientes, una después de otra para la aparición de un tumor. Actualmente, 

se ha determinada que, normalmente, son necesaríos entre 3 y 7 anomalías independientes, 

cada una de las cuales tiene una baja probabilidad. El número menor se ha detectada en 

leucemias y el mayor en carcinomas. 

Las mutaciones citadas pueden aparecer de forma espontanea o debido a agentes 

extemos, que aumentan la frecuencia de mutación, y que son basicamente tres: vtrus, 

carcinógenos químicos y radiaciones. 

En general el cancer aparece a partir de una célula que adquiere una primera mutación 

que la convierte en ligeramente anormal. Esta célula "ligeramente" aberrante evoluciona hacia 

un fenotipo mas transformada, o incluso "maligno" a través de una serie de ciclos sucesivos de 

mutación y selección que finalmente Uevan a la aparición de células que se replican sin control. 

La proliferación aumentada aún favorece mucho mas la posibilidad de que se den nuevas 

mutaciones. 

Los proto-oncogenes v los genes supresores de tumores 

Ademas de las ciclinas y las Cdks, hay una serie de genes celulares que también se 

encargan de regular el cicle celular. Se pueden clasificar en 2 grupos: genes de proliferación, 

que codifican proteínas que normalmente ayudan a estimular la división celular, y genes de 

antiproliferación, que codifican proteínas que normalmente ayudan a aplicar los frenos 

moleculares que paran el cicle en los puntos de control discutides anteriormente. 

Una mutación en un gen de proliferación que provoque que la proteína correspondiente 

se sobreexprese, o sea hiperactiva, resulta en una multiplicación celular excesiva. El gen 

mutado es entonces clasificado como un oncogén, mientras que el gen normal se conoce 

como proto-oncogén. Asimismo, una mutación que inactive un gen antiproliferativo puede 

liberar a la célula de las restricciones normales en la multiplicación celular y resultar también 

en una excesiva proliferación. Los genes antiproliferativos presentes en la célula normal se 

conocen como genes supresores de tumores (anteriormente conocidos como anti-oncogenes) . 

En una célula diploide normal hay 2 copias de cada gen supresor de tumor. Sólo si 

ambas copias del gen se pierden, o inactivan, aperece la pérdida del control de Ja proliferación, 

pues una sola copia es normalmente suficiente para la regulación normal del ciclo celular. Por 

contra, sólo una copia de un proto-oncogén necesita ser mutada a oncogén para producir el 

rnismo efecte, los oncogenes son pues dominantes. 
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Los proto-oncogenes y los genes supresores de tumores codifican proteínas muy 

diversas. Los proto-oncogenes codifícan, por ejemplo, proteínas implicadas en la respuesta 

celular a los factores de crecimiento, como los propios factores de crecimiento polipeptídicos, 

receptores de estos factores, transductores de las respuestas provocada por ellos o tàctores de 

transcripción que actúan de mediadores en la expresión génica inducida por factores de 

crecimiento. Los oncogenes aparecen cuando una mutación en un proto-oncogén provoca que 

la proteína correspondiente tenga una actividad anonnaL La proteína puede ser anormalmente 

activa por diferentes motives: 

1. Que sea producida por células que nonnalmente no la producen. 

2. Que se fabrique en cantidades excesivas. 

3. Que dé Jugar a una proteína con actividad incontrolada. 

Los oncogenes, pueden favorecer .Ja aparición de un tumor al estimular a las células a 

dividirse inclusa en ausencia de las señales extracelulares apropiadas o al pennitir a las células 

sobrevivir en ausencia de señales de supervivencia adecuadas. 

Los genes supresores de tumores codifican proteínas que se expresan en la célula nonnal 

y que regulan la proliferación celular, la reparación del DNA o la angiogénesis y evitan que se 

convierta en una célula invasiva y metastasica. Los genes supresores de tumores se agrupan en 

dos grandes clases (Zhang y col. , 1998). Los genes de clase-I estan mutades o deleccionados 

en los tumores. Los de clase -li no estan mutades ni deleccionados, sino que estan alterades 

sus niveles de expresión. 

Uno de los genes supresores de tumores de clase-I mas conocido es el gen del 

retinoblastoma (RB-1 ). S u producte actúa como uno de los principal es bloqueadores en la 

progresión del ciclo celular. Esta acción bloqueadora esta regulada por fosforilación de la 

proteína del retinoblastoma. La proteína no fosforilada se une fuertemente a ciertas proteínas 

reguladoras de genes, que promueven la replicación del DNA, y de esta manera evita que 

actúen en el núcleo. Por ello, la pérdida de este gen deja a la célula libre para replicar su DNA, 

y proliferar sin control (Weinberg, 1990 y 1991 ; Hollingsworth y col. , 1993). 

Otro de los genes supresores de tumores de clase-I mas conocido es el gen de la TP53, 

que codifica para una proteína, la p53, que es un factor de transcripción. Esta proteína realiza 

su efecto, bien induciendo la transcripción de otro gen regulador, cuyo producte es una 

proteína de 21 kda que se une a los complejos de ciclina G ¡-Cdk4, bien por una vía 

independiente de la p21 cuando el huso mitótico esta dañado o los centrómeros no se han 

duplicado correctamente. La proteína p21 , al bloquear la actividad quinasa de los complejos 

ciclina-Cdk4, impide que la célula pase a la fase S y replique su DNA. Esta acción de la p53, 

dependiente de p21 , se ha comprobado que só lo se dispara en ci ert as circunstancias. Así, se 
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ha visto que las células normales aumentan la concentración de la proteína p53 cuando se las 

expone a radiaciones ionizantes o drogas quimioterapeúticas, o se las priva de nucleót1dos. En 

estas situaciones, las células a las que se les ha anulado la p53 entran en división, 

precipitandose a replicar el ONA sin previamente reparar las lesiones que ya ha podido sufrir. 

Así pues, la función normal de la p53 parece ser pennitir a las células duplicarse sólo cuando 

no ex:isten daños en el ONA, por lo que es un elemento clave en el mantenimiento de la 

estabilidad genórnica. La p53 no sólo produce parada celular, también índuce apoptosis. Estas 

dos respuestas se pueden dar en un rnismo tipo celular en respuesta al mismo estimulo, sin 

conocerse todavía el mecanisme de esta respuesta tan divergente (Deng y col. , 1995; Bates y 

Vousden, 1996; Agarwal y col. , 1998). 

l.B.3. LA INVASIVIDAD TUMORAL Y METÀSTASIS. PAPEL DE LAS 
PROTEASAS EN EL PROCESO NEOPLASICO. 

A pesar de presentar muchas características diferenciales, todos los tumores malignes 

tienen en común su capacidad de diseminación, y formación de tumores secundaries o 

metastasis, que constituye una de las características mas pemiciosas del proceso tumoral. Los 

avances en la comprensión de estos fenómenos se han visto entorpecidos por la tremenda 

complejidad de los procesos involucrades y hasta hace pocos años no se han empezado a 

abordar de una manera sistematica. Así, se ha podido establecer que la invasión y la metastasis 

tienen lugar a través de una serie secuencial de etapas bien coordinadas y definidas, que 

incluyen múltiples interacciones entre las células tumoraJes y las normales (Figura I.lO.). 

Células con capacidad invasiva del tumor primario invaden el tejido circundante y, gracias 

normalmente a la angjogénesis, alcanzan el sistema circulatorio, que las transporta. Las células 

que sobrevivan a las múltiples posibles agresiones, tanta específicas como inespecíficas, podran 

adherirse a un vaso distante, penetrar en el nuevo tejido por extravasación, adherirse al nuevo 

órgano y proliferar de nuevo formando tu mores secundaries. T odo el proceso pedra, a partir 

de este punto, reiniciarse de nuevo. En cada etapa las células tumorales deben intentar escapar 

a la vigilancia del sistema inmunitario. Aún así, muchas mas de las que se pensaba en un 

principio consiguen sobrevivir en el torrente circulatorio (Tada y col. , 1993). Los hechos 

expuestos perrniten ver a ambÓs procesos (invasividad y metastasis) como altamente 

selectives, y sólo una determinada subpoblación celular de la heterogénea masa tumoral inicial 

pedra llevaries a cabo. (Liotta y col. , 1991 ). 
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Figura 1.10.: Etapas de la invasión (Tornado de Strake y Liotta. 1992) 

EI término invasividad describe, según Mignatti & Rifkin (I 993), la capacidad de Jas 

células para atravesar barreras anatómicas, como la matriz extracelular que separa los distintes 

tejidos. Este proceso de invasión tiene lugar en el desarrollo embrionario y en tejidos adultes 

durante la cicatrización de heridas y procesos inflamatorios. También tiene lugar en 

condiciones patológicas tales como la artritis reumatoide y el desarroUo tumoral . Este último 

caso de hecho define una característica propia del componamiento neoplasico. La célula 

metastasica, desobedeciendo el orden social preestablecido entre distintes tejidos, atraviesa las 

barreras que los separan, mezclandose con otros tipos celulares, lo que no ocurre en los demas 

tipos de invasión (cicatrización, etc). 

El proceso invasivo requiere de la expresión de proteínas que permitan, por un lado, la 

adhesión de la célula invasora a las céluJas y la matriz extracelular del órgano a invadir: y por 

otro, la proteólisis de dicha matriz para avanzar y formar nuevas colonias en el tejido invadido 

(nueva adhesión). Así pues, los procesos de invasión y metàstasis requieren de la pérdida del 

control de la proliferación y una regulación "anormal" de los procesos de motilidad y 

proteólisis. 

La emigración de una célula tumoral esta regulada por factores autocrinos (tipo 

citoquinas, secretadas por la propia célula tumoral), por el denominada "scatter factor" (o 

factor de dispersión, que es idéntico al HGF), producido por las céJulas del tejido invadido, y 

por factores de crecimiento (como el PDGF, FGF, EGF, IGF-1, IL-6 y TGF-~) Y componentes 

de la matriz extracelular. 
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Para poder abrirse paso a través de la matriz extracelular la célula tumoral secreta 

enzimas degradativos (proteolíticos y glucoiíticos) y/o induce a las células del tejido invadido a 

secretaries. Diferentes estudies han establecido una relación positiva entre la expresión de 

proteasas y la agresividad o malignidad de los tumores. Una elevada invasividad va asocíada a 

una mayor secreción de proteasas (Kleiner y col. , 1993). De hecho, se ha descrita una 

interrelación entre la adhesión de la célula tumoral a un nuevo tejido y la producción 

concomitante de proteasas. Las proteasas también permiten la liberación de factores de 

crecimiento almacenados en la matriz extracelular (como el FGF-f3 i el TGF-0), e inclusa su 

activación por proteólisis específica. Los factores de crecimiento liberados y/o activades 

funcionarían de manera paracrina sobre la célula tumoral, induciendo la proliferación 

(estimulació o mitogénica), la invasión, la adherencia, etc. Esta localización específica de 

ciertos factores de crecimiento y su acción paracrina sobre determinadas células tumorales 

podria ser el elemento específica y critico que permitiera el establecimiento de colonias 

secundarias metastasicas. Ademas, se ha visto que factores de crecimiento como el EGF, 

TGF o. y PDGF activan la expresión de ciertas proteasas en células tumorales. 

Las proteasas y el proceso invasiva 

Las proteasas estan involucradas en practicamente todos los aspectes de la vida y, por 

esta razón, se encuentran presentes en todos los tejidos animales y vegetales y en 

microorganismes. Se clasifican en cuatro grandes familias de acuerdo con el residuo. o atomo 

metalico, del centro activo involucrada en la catàlisis. Estas cuatro familias son serina, 

cisteína, metalo y aspartil proteasas. En el procesarniento de la matriz extracelular parecen 

intervenir proteasas de las cuatro clases. 

Tabla 1.2.: Principales protcasas de la superficie cclular. 

Mttalopro~asas de la Mlllriz (Matricinas) 
- Colagenasas: lnter.;ticial (tipo I o MMP-1 ) 

Colagcnasa -3 (MMP-13) 
de neutrófilos (P~IN o ~~!P-8) 

- ColagcnaS<JS de tipo IV: 72Kd (gelatinasa :\o ~ll"ll'-1) 
91Kd (gelntinasa Bo MMP-9) 

- Stromclisina ( ÑIMP -3) 
- Stromelisina-2 (MMP-10) 
- Sttomclisinn-3 (M.?viP-1 1) 
- Metaloelastasa (WvfP-12) 
- PUMP-1 (~h\.fP-7) o Old.aloproteasa dc útao. o ~1atrilicína 
- ~laaloproteasas de membrunas: tviT-~~fP-1 o 1-~IP-14 

Serin prorea.us 
- a<1iv:1<lor del plasminógcno tipo uroquinasa (uPA) 
- activador del plasminógeno tipo úsular 
- plasrninógmo 
- elastaSII 
- trombina 
Cistein p rote.asas 
- Cat.epsinas: B, H, L, C, J, ~ 
Proteasas lntegrales de membrana 

NIT-MMP-1 
MT-MMP-3 
tviT-~IP-4 

-COlO o CAU.A (aCULe lymphoblastic leukem1a antigen) 
- Meprinas 

Datos basados en d trabajo de Chen (1991). &sbaum y Werb (1996). 
E vans y col. ( 1997) y ampliad:l por el grupo. 
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Por lo que se refiere a los inhibidores de proteasas (Tabla 1.3 .) estos también se 

encuentran presentes de manera ubicua. Así, por ejemplo, la sangre de vertebrades superiores 

conti en e u nos 200 mg de inhibidores de proteasas por cada 100 mL de suera. Las semi llas y 

los tubérculos contienen del 1 al 1 O% de inhibidores respecto al contenido proteica total, 

llegando a alcanzar el 50% en algunes frutos. 

1- Naturales protcicos 
a. de serina-proteasas o serpinas ( st--rpins) 
b. de cisteína-proteasas: cistatinas y estefinas (cystatins, stcfins) 
c. de metaloproteasas: - especificos TlMP's (tissue inhibitor of metaloprott 

tipos l, 2, 3 y 4. 
- menos específicos: a.-2 macroglobulina 
-·de ba jo peso molecular 

d. de aspartil-proteasas 
2- No-proteicos y de bajo peso molecular (en microorganjsmos) 
3- Sintéticos 

Hoy en día se acepta que los inhibidores de proteasas, presentes en el orgarusmo 

humana, forman parte de sus mecanismes intrinsecos de defensa contra la transformación 

celular y el ca.ncer y, por tanta, participan en los mecanismes que evitan o corrigen la 

descoordinación entre proliferación y diferenciación. Parecen ejercer sus efectes a diferentes 

ni veles: 

- bloqueando la transformación de células normales a tumorales. 

- inhibiendo la invasividad y metastasis, al inhibir las proteasas implicadas en estos 

procesos (Umezawa, 1996). 

- inhibiendo la angiogénesis (Jonhson y col., 1994). 

- participando en el procesamiento de factores de crecirniento que se pueden 

encontrar, unidos a membrana, en forma soluble, o ligados a la matriz extracelular 

donde se almacenan. 

Los inhibidores de proteasas son mas que simples inhibidores de la invasión y meu1stasis, 

y tienen un gran efecto inhibitorio en el crecirniento tumoral y Ja angiogénesis, parece ser 

gracias a un efecto citostatico en el tumor primario y en el establecimiento de metastasis 

(DeCierck y Irnren, 1994). 

Y a se han inici ad o pruebas clínicas con inhibidores de proteasas ( Greenwald, 1994; 

Macualay y col., 1995; Anderson et al, 1996; Evans y col. , 1996; Parsons y col. , 1996; 

Bramhall, 1997). Pere, como la terapia anticancer con agentes citostaticos requiere la 

administración crónica para alcanzar un efecte antitumoral significativa, se plantea el 

problema de su posible toxicidad en los tejidos normales, dado el pape! que tienen las 

proteasas en muchos procesos fisio lógicos. Son necesarios, pues, avances en la adrninistración 

específica de estos inhibidores y manipulación genética de la expresión de los mismos para 

conseguir un suministro mas selectiva en los tejidos tumorales y evitar así efectes a largo 
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plazo, no deseados, para la posible utilización futura de los inhibidores de proteasas en terapia 

contra el cancer. 

l.C. CARCINOMAS 

Los dmceres con mas incidencia social son los carcinomas, tumores de origen epitelial, 

responsables de la mayor parte de la mortalidad por cancer en las sociedades occidentales. 

Ademas, son los que presentan un peor pronóstico pues originan focos metastasicos con 

facilidad. Los carcinomas con mas incidencia son los de pulmón, mama, próstata y colorrectal, 

respectivamente (Tabla !.4). El de pancreas destaca por presentar, seguramente, el peor 

pronóstico (Parker et al, 1996), y sera objeto de un apartado especial. 

Tabla 1.4 .. Mortalidad debida a cancer. Distribución en tanta por ciento respecto al total. 

Mama 
Próstata 

CoJorrectal 
Pancreas 

* Los valores indicados corresponden a estadísticas efectuadas el año 1992 en 
Catalw1a. 1993 en España y 1996 en Estados Unidos de Norteamérica (H: 
hombres; M: mujeres; T: ambos sexos). 

l.C.l. CARACTERÍSTICAS GENERALES 

Como se ha dicho anteriormente, los carcinomas son tumores de origen epitelial, por lo 

que todos los tejidos que derivan del mesoderma, ectodermo o endodermo pueden dan Jugar a 

carcinomas. Para identificar un carcinoma, en primer Jugar hay que precisar el tipo de epitelio 

de origen. Por ejemplo, un carcinoma epidermoide deriva de células escamosas de cualquiera 

de los epitelios escamosos estratificados, y un adenocarcinoma es un tumor en el cual las 

células epiteliales neoplasicas se desarroUan en un cuadro glandular. Después debe 

identificarse el tejido u órgano de origen (por ejemplo: adenocarcinoma pancreatico) y por 

último se suele especificar si el crecimiento es similar al embrionario o indiferenciada o, por 

contra, si esta mas o menos diferenciado, como el tejido del que procede. 

En las neoplasias epiteliales son comunes las alteraciones en vías de transducción de la 

señal de los factores de crecimiento. Dichas alteraciones pueden ser muy importantes en el 

desarrollo y mantenimiento del fen oti po neoplasico (Zumkeller y Schofield, 1995). El EGF, el 

TGF-a y su receptor, el EGF-R, parecen realizar un papel particularmente importante en los 

carcinomas (Lee y col. 1992). Así, parecen estar implicados en procesos como el crecimiento 
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tumoral, la vascularización, la invasividad y la metàstasis. Muchos carcinomas sobreexpresan 

el EGF-R, como los cimceres de pulmón, mama, cerebro, pancreas, esófago, cabeza y cuello y 

los de la vejiga (Rusch y col. , 1996). La sobreexpresión de ligandos para el EGF-R, 

particularmente el TGF- a , también se detecta frecuentemente. Las mutaciones en el EGF-R 

son raras, mientras que la amplificación del DNA del loci del EGF-R es mas común, y la 

sobreexpresión normalmente resulta de la sobreexpresión de su mRNA. Esta sobreexpresión 

se ha utilizado como un indicador de mal pronóstico, pues se asocia con la reaparición del 

tumor, presencia de metàstasis y supervivencia reducida (Davies y Chamberlin, 1996). 

A su vez, otro miembro de la familia de los erbBs, el erbB-2, esta alterado por 

amplificación del gen y/o sobreexpresión en una amplia gama de carcinomas humanes, aunque 

no se han detectado mutaciones en la región estructural del mismo en dichos tumores. El 

erbB-2 se ha implicado en la progresión sobre todo de los carcinomas de mama, y se ha 

intentado utilizar como factor pronóstico con resultades muy divergentes (Hynes y Stern, 

1994), aunque resultades recientes parecen decantarse por su utilidad (Tany col. , 1997). 

El erbB-3, otro miembro de la familia de los erbBs, también se sobreexpresa en tumores 

de tipo epitelial, entre los que se incluyen los tumores pancreaticos, gastricos, de colon, de 

cérvix, de próstata, de ovario, de cuello y cabeza, de vejiga, de pulmón y de endometrio 

(Gullick, 1996). 

La gran mayoría de carcinomas cursan, ademas, con mutaciones en genes supresores de 

tumores (Knudson, 1993). Por ejemplo la presencia de una p53 mutada se ha descrito en la 

mayoría de carcinomas, así como mutaciones en el I oci del gen RB 1. En la mayoría de 

carcinomas se detectan mutaciones en múltiples locus. Así, otros dos genes supresores de 

tumores que se encuentran frecuentemente mutades en carcinomas son el APC (poliposis 

adenomatosa colónica) y BRCA. 

l.C. l.a. El EGF y el EGF-R como dianas terapeúticas en el tratamiento de 

carcinomas 

La frecuente sobreexpresión de los miembros de la familia de los erbBs en tumores 

humanes y su aparente pape! en la tumorogénesis los convierte en posibles dianas terapeúticas 

para el tratamiento de los carcinomas. Las células turnoraJes parecen haber perdido la 

redundancia normal en las vías de transducción de la señaJ y por esta razón son 

pretèrenternente vulnerables a interceptores de la señal. 

En el caso del EGF-R, se han desarrollado dos estrategias principales para su posible uso 

corno diana terapeútica: 
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- La utilización de agentes citotóxicos dirigidos contra los EGF-R presentes en las 

células tumorales. 

-La modulación de las respuestas producidas por el EGF-R. 

Aunque ambas tienen sus ventajas y desventajas, las dos comparten el inconveniente de 

que el EGF-R expresado por la mayoria de células tumorales es la forma normal no mutada. 

Ademas, la capacidad de los EGF-Rs del higado de eliminar elevadas cantidades de EGF de la 

circulación representa un problema potencial para cualquier terapia antiEGF-R. Este problema 

implica la necesidad de moléculas terapéuticas de bajo peso molecular, que puedan escapar 

nípidamente de la sangre, para minimizar la eliminación por parte del higado. Ademas, las 

moléculas pequeñas penetran mejor en los tumores sólidos, un problema imponante en la 

mayoria de terapias anticancerosas (Davies y Chamberlin, 1996). 

Las terapias basadas en la utilización de agentes citotóxicos dirigidos contra los EGF-R 

presentes en las células tumorales se pueden dividir en: 

- Utilización de factores de crecimiento conjugados con toxinas: 

El EGF y el TGF- a se han unida a toxinas de plantas o bacterias para dirigir 

dichas moléculas contra tipos cel uJares determinada s (Vollmar y col. , 1987; Ozawa y 

col., 1989; Kirk et al, 1994). Se ha observada que inhiben el crecimiento de células 

que expresan elevados niveles de EGF-R, pero no el de células carentes de dicho 

receptor. En animales experimentales, que desarrollan tumores, estas toxinas también 

han dado resultados prometedores, aunque los primeros estudios muestran evidencias 

claras de toxicidad en el hígado (Pai y col. , 1991). 

- Utilización de anticuerpos contra el EGF-R: 

Vari os anticuerpos monoclonales de ratón contra dicho receptor se han 

ensayado in vitro y en tumores injertados en ratones atímicos (Modjtahedi y col. , 

1993 ). Se ha observada una inrubición parcial del crecimiento tumoral y un aumento 

de la supervivencia de los animales. Algunos de estos anticuerpos se han 

administrada satisfactoriamente en grandes dosis en ensayos clinicos en humanos 

(Divgi et a~ 1991 ; Perez Soler y col. , 1994; Schmiegel y col., 1997), pero ha 

aparecido el problema de la producción de anticuerpos contra los anticuerpos de 

ratón, lo que se conoce como respuesta HAMA, que limita su posible uso 

terapéutico. Para evitar este problema se han producido anticuerpos quiméricos 

humanizados. En todos los casos se ha observada que dichos anticuerpos deben 

suministrarse conjuntamente con otras terapias para conseguir una respuesta 

clínicamente significativa. 

La administración combinada de anticuerpos anti-EGF-R y quimioterapia ha 

resultada efectiva tanta en modelos animales como en ensayos clínicos (Fan y col. , 
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1993; Baselga y col. , 1994 ). La etèctividad de esta terapia combinada podria estar 

ligada a la posible relación del EGF-R con Ja resistencia a drogas, debido a que 

parece que dicho receptor estimula la expresión de la glucoproteína-P (que forma 

canales de membrana responsables de la salida de drogas citotóxicas de la célula). Al 

bloquear el EGF-R con anticuerpos se evita que el tumor se vuelva resistente a los 

agentes quimioterapeúticos, ya que las células no los pueden expulsar. Finalmente, en 

los últímos años, se han desarroUado anticuerpos biespecíficos que reconocen al 

EGF-R y la droga citotóx:ica doxorucibina y, consecuentemente (Morelli y col. , 

1994). 

Las terapias basadas en la modulación de la función del EGF-R se pueden dividir en dos 

grandes tipos: 
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- Las que bloquean la activación del receptor: mediante antagonistas del ligando o 

inhibidores de la dimerización. Estas moléculas acostumbran a tener un efecto 

citostatico mas que citotóx:ico, lo que ayuda a estabilizar el tumor, dado que su 

crecimiento se enlentece y se limitan las posibilidades de diseminación. Su uso, en 

combinación con agentes quimioterapéuticos convencionales, retrasa la reaparición 

del tumor. Por otro lado, al bloquear la activación del EGF-R. se inhibe su etècto 

estimulador de la resistencia a drogas, lo que podria mejorar la probabilidad de 

supervivencia en pacientes que se ven sometidos a repetides ciclos de quimioterapia. 

Antagonistas de los ligandos: 

Estas moléculas ofrecían una alternativa atractiva para inhibir la activación del 

EGF-R porque bloquearían la señal en su origen, limitando también la 

transmodulación de la misma. Ademas, el hecho de que no necesitasen atravesar la 

membrana y entrar en la célula para ejercer su efecto haria que no fuesen 

susceptibles a los mecanismes de resistencia a drogas. Pero, hasta la fecha, no se 

han obtenido antagonistas de ninguno de los ligandos del EGF-R, pese a que se 

han modificada por mutagénesis dirigida casi todos los residuos del EGF. La 

pérdida de acrividad biológica siempre ha ido acompañada de la pérdida de 

capacidad de unión al receptor. Por otro lado, se han intentada obtener 

fragmentes del EGF o del TGF- a. que retuvieran su capacidad de unión al 

receptor, pero los resultades no han sido satisfactorios (Nelson y col. , 1991 ~ 

Groenen y col. , 1994; Campion y Niyogi, 1994; Chamberlin y col. , 1995). 

- Las que evitan la transducción de la señal: como inhibidores de tirosina quinasas, de 
los dorninios SH2 y de la proteïna quinasa C. 
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/,os inhibidores de tirosina quinasas: 

Estos inhibidores bloquean la transducción de la señal en el punto intracelular 

inicial. La gran mayoría de inhibidores de tirosina quinasas compiten por el lugar 

de unión a A TP del enzima (que es común a vario s receptores), pero aún así se 

han desarrollado inhibidores específicos para el EGF-R. Los mas destacados son 

la 4,5-dianilinoptalimida (DHAPI) y la quinazolina PD 153035, que presentan una 

potente actividad antitumoral in vivo (Fry y col. , 1 994~ Levitzki, 1996). Se ha 

observada que inhiben los efectos mediados por el EGF, la expresión de genes 

como c-jun, la transformación celular y la mitogénesis. Sin embargo, también 

tienen importantes efectos tóxicos. 

I.C.2. EL CÀNCER DE PANCREAS 

Dado que en el presente trabajo los tipos de cancer estudiados fueron el cancer de 

pancreas y el de plexo coroideo, a continuación se procede a describir mas detalladamente 

estos dos tipos de tumores. 

I.C.2.a. Patologías neoplasicas del pancreas. 

El pancreas consta de dos componentes funcionalmente independientes, el endocrina y el 

exocrino. Las células de los islotes de Langerhans responsables de la secreción endocrina, se 

hallan distribuidas por todo el tejido exocrí no, y vierten sus productos directamente al torrente 

sanguíneo. El sistema acinar-ductal es la parte exocrina. Los acinos producen y secretan la 

mayoría de enzimas digestivos y los ductos drenan las secreciones al duodeno y producen un 

fluid o rico en bicarbonat o (Figura I. 11 . ). 

En humanos, los tumores de las células endocrinas son raros y generalmente presentan 

un crecimiento muy lento y un buen pronóstico. La mayoría de las neoplasias pancreaticas son 

de origen exocríno, y de elias, el 90% se han considerada tradicionalmente de origen ductal. 

Paradójicarnente, el component e ductal representa so lamente un 11% del total de células del 

pancreas exocrino (Kloppel, 1993). Esta clasificación se ha basado en anàlisis histológicos y 

en la expresión de proteínas marcadoras de linaje celular. En cambio, algunos estudios han 

demostrada la expresión de proteínas típicamente acinares en tumores pancreaticos y líneas 

celulares de cancer de pancreas (Kim y col. , 1 990~ Koivunen y col. , 1991; Miszcuk-Jamska, y 

col. , I 99 1; Fernandez L 994, Fernandez y col. , 1994; Frazier y Fernandez, 1994). Este hecho, 

unido al fenómeno de la metaplasia (la transformación de células ductales en acinares o 

viceversa que se da durante la organogénesis pancreàtica y en una gran variedad de 

circunstancias patológkas, en cultivo de células acinares, o en ciertos modelos animales de 

cancer de pancreas (Githens, 1988~ Sandgren y col. , 1990; Jhappan y col., 1990; Scarpelli y 
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col., 1991 ; Hali y Lemoine, 1992) ponen en duda un único ongen ductaJ para los 

adenocarcinomas pancreaticos. 

Figura 1.11 .: El pancreas. A) Estructura macroscópica B) Estructrura microscópica: los lóbulos y 
acinos pancreaticos, los islotes de Langerhans (flecha negra), y los ductos (flecha 
roja); tinción de azul de metileno y fusina basica, x 220. 

Dada la predorninancia de los adenocarcinomas se identifica genéricarnente aJ cancer de 

pancreas como adenocarcinoma pancreatico, y a él nos referiremos en el capitulo siguiente. 

l.C.2.b. Adenocarcinomas del pancreas exocrino 

l C2. b.J. Epidemiología y etiología del cancer de pancreas exocrino 

El cancer de pàncreas exocrino es uno de los tumores que presenta peor pronóstico y 

mayores dificultades diagnósticas. La mortalidad por cancer de pàncreas ha aumentado en los 

últimos treinta años en los países industrializados. Actualmente ocupa entre el cuarto y quinto 

Jugar entre las causas de mortalidad debidas a procesos cancerosos, y es la segunda entre las 

neoplasias gastrointestinaJes detras del cancer de colon. En general, su incidencia es mayor en 

los países desarrollados. Así, en los Estados Unidos entre 9 y 10 de cada 100.000 personas 

mueren al año debido aJ càncer de pancreas (Parker y col., 1997), y su incidencia ha 

aumentado un 24% en los últimos 35 años (Cancer Facts & Figures, 1990). 
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En Europa se observa una mayor mortalidad por cancer de pancreas en los países 

nórdicos y centroeuropeos, con tasas de mas de 8 por cada 100.000 habitantes. rnientras que 

los paises meditemineos presentan tasas menares, de 6 por cada 100.000 habitantes 

(Czernichow y col. , 1985). La incidencia es menor en mujeres que en hombres en todos los 

países europees. 

En España, la mortalidad por cancer de pancreas también ha aumentado en los últimes 

años. En 1979 las tasas se situaban en 4,2 por 100.000 habitantes para los hombres y 2,2 para 

las mujeres (Czernichow y col. , 1985). Un estudio realizado por Cortés y col. ( 1992) muestra 

un aumento de las tasas de mortalidad estandarizadas desde el 0,5 en 1950 basta el 3,3 en 

1980 (hom bres y mujeres en un solo grupo ). Estudi os recientes sitúan a España como última 

país europea respecto al ni vel de mortalidad por cancer de pancreas. 

A pesar de los considerables avances realizados en oncología, el càncer de pancreas 

exocrina sigue teniendo un pronóstico muy malo. El tiempo medio de supervivencia es de 3-6 

meses tras el diagnóstico. El ni vel de supervivencia al año es del 8%, siendo un 1% o inferior 

el correspondiente a 5 años (el peor ni vel de supervivencia a los 5 años de entre todos los 

tipos de càncer). Las tasas de morbididad y mortalidad son practicamente coincidentes debido 

principalmente al inicio asintomatico de la enfermedad y al diagnóstico tardío en la mayoría de 

los casos. Los pacientes acostumbran a presentar metastasis en el memento del diagnóstico. 

Un 90% tiene metàstasis en los nódulos linfaticos y un 80% metastasis hepaticas (Gordis & 

Gold. 1993). Las principales esperanzas de mejorar este mal pronóstico se centran en el 

diagnóstico precoz, y en el desarrollo de nuevas terapias y medidas de prevención efectivas. 

Para poder prevenir el càncer de pancreas es necesario identificar los factores causantes 

de la enfermedad y los que impliquen un riesgo elevado. Por ello, se han llevado a cabo 

estudies epiderniológjcos para determinar dichos factores (Gold, 1995). Entre los factores 

ambientales asociados al tipo de vida de los individues, hay que destacar el consumo de 

tabaco. Varios estudios ban asociado el habito de fumar cigarrillos con un aumento en un 

factor de 2 del riesgo de contraer cancer de pancreas (Gordis y Gold, 1993). Los datos de 

estudies en modelos animales sugieren que las nitrosaminas presentes en el humo del tabaco 

son carcinógenas para el pancreas (Hoffinan et al, 1976). De todos modos, la asociación es 

mucho menor que la encontrada para cancer de pulmón y otros cànceres relacionades con el 

tabaco (Gold, 1995). 

En cuanto a los habitos alimenticios, aunque los datos respecto al consumo de alcohol y 

café parecen confusos, la mayoria de estudies desestiman una asociación entre el consumo de 

alcohol o café y el cancer de pàncreas (Gold, 1995). El cancer de pancreas se ha re1acionado 

con una dieta rica en came y grasas, es decir, altamente calórica. En cambio, el consumo de 
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té, frutas y verduras frescas parece mostrar un efecto protector frente a la enfèrmedad (Gold. 

1995). 

Muchos de los estudies epiderniológicos se han orientada a la búsqueda de una relación 

entre la exposición ocupacional a mutagenos y el desarrollo del cancer de pàncreas. Por 

ejemplo, Pietri y Clave! ( 1991) utilizando tanto estudio s de cohorte como caso-control, 

concluyeron que existe una relación entre trabajadores de industrias químicas, petroleras y 

metalúrgicas (especialmente del aluminio) o de profesiones que implican contacto directa con 

tintes, colorantes o disolventes y el desarrollo del cancer de pàncreas. Sin embargo, el efecto 

no se ha podido asignar a un factor química o fisico concreto. 

Finalmente, respecto al posible pape! de diferentes patologías pancreaticas o factores 

genéticos en la etiologia del cancer de pancreas, algunos estudies han detectada la existencia 

de familias con alto riesgo de contraer éancer de pancreas, pero la escasa aparición de dicha 

asociación dificulta su estudio (Gordis y Gold, 1993). La diabetes también parece estar 

asociada con el cancer de pancreas, aunque los resultades obtenidos son inconsistentes (Gold, 

1995). La relación entre pancreatitis y càncer de pancreas es también poco clara. Algunos 

estudies sugieren una relación entre ambas patologías (Lowenfels y col. , 1993), rnientras que 

otros indican que algunas formas de pancreatitis predisponen o son síntomas tempranos del 

cancer de pancreas (Wynder y col. , 1973; Ekbom y col. , I 994). 

LC 2. b. 2. Adenocarcinomas pancreóticos: características ltistológicas 

La mayoría de los adenocarcinomas pancreaticos ductales se presentan en la cabeza del 

pancreas (70%), rnientras que el resto se localiza en el cuerpo y Ja cola (Figura I.ll.). La 

mayoría se parecen mucho en su apariencia histològica y citológica a los ductos pancreaticos 

norrnales y a las estructuras ductales biliares. Las glandulas neoplàsicas estan forrnadas por 

células cilíndricas o cuboidales que producen mucinas en cantidades variables. Todos los 

componentes epiteliales estan envueltos en un denso estroma de tejido conectivo (fenómeno 

conocído como desmoplasia) que da gran consistencia a los tumores. En los casos de 

carcinomas ductales menos diferenciades el patròn histológico es mas extraño, la anaplasia 

prominente, y la producción de mucus y la respuesta desmoplasica son algo menares 

(Kloppel, 1993). Los tumores de pancreas tienen en común Ja presencia frecuente de 

pancreatitis crònica obstructiva severa causada por oclusiòn ductal carcinomatosa (Kloppel y 

Fitzgerald, 1986) y desmoplasia. 

Clasi.flcación según el grado de diferenciación 

Los adenocarcinomas pancreàticos se pueden clasificar según el grado de diferenciación 

que presentan sus células. En general, todos los adenocarcinomas pancreaticos tienen una 
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elevada reacción desmoplasica. como se ha comentada, independientemente de su grado de 

diferenciación, aunque la reacción es algo menor en los menos diferenciades. La Tabla 1.5 . 

presenta la clasificación de los diferentes grades de diferenciación de los tumores (Kern y 

Elsàsser, 1993): 

Tabla 1.5.: Clasificación de los adenocarcinomas ductales según la gradación histológica. 

GR.ADO DJr.ERENCIACION . PRODUCCION· ANAPLASIANUCLEAR 
·,.. . .·:;:: MUCINA .; ' " 

l glindulas de tipo ductaJ bien intensiva poco polimoñlSmo, 
di fcrenciadas disoosición oolar 

n glanduJas de tipo ductaJ y irregular algún polimorfismo 
tubular moderadamente 

difercnciadas 
rn glandulas poco difercnciadas, abortada marcado polimorfismo y 

cstructuras pJeomórficas aumento del tamaòo nuclear 

En general, las células de los adenocarcinomas pancreaticos secretan mucus y, ademas, 

grandes cantidades de material de membrana como vesículas o evaginaciones del citoplasma 

(Kern y col., 1984). 

En la actualidad se desconoce cual podria ser el pape! de la desmoplasia en el desarrollo 

de los turnores pancreaticos. Lohr y Traurmann (1993) proponen que los componentes de la 

matriz extracelular ejercen efectes estimuladores sobre las células tumorales. Ademas, los 

mismos autores indican que células tumorales pancreaticas en cultivo son capaces de expresar 

proteínas de la matriz extracelular (Lohr y col. , 1994). La formación de tejido conectivo 

alrededor del tumor sucede también en el caso de las metastasis hepaticas. Gress et al ( 1995) 

y Bramhall (1997) han propuesto que en la fuerte reacción desmoplasica observada en los 

tumores humanes de cancer de pancreas pueden estar implicades las metaJoproteasas, MMP-

2, ÑlMP-7, MMP-9, MMP-11 y MT-ÑfMPl , y los inrubidores de proteasas, TIMP-1 y TIMP-

2, siendo el origen de los mismos tanto las células tumorales como las células del estroma. 

El cancer de pancreas es un tumor especialmente agresivo. La invasión intrapancreatica 

aparece en la mayoria de los pacientes. En cuanto a la expansión extrapancreatica es tarnbién 

muy frecuente. El duodeno es el órgano invadido mas a menudo en los tumores de cabeza de 

pancreas, y los nódulos linfaticos mas comúnmente afectades son el retroduodenal y el 

superior pancreatico. En situaciones avanzadas el tumor tarnbién invade el estómago, el 

peritoneo y la vejiga urinaria (Cubilla & Fitzgerald, 1978). Las metastasis mas comunes son, 

por este orden, en hígado, pulmones, adrenales, riñones, huesos, cerebro y piel. 

El pronóstico de los adenocarcinomas pancreaticos depende de diversos factores: 

localización del tumor, tamaño, fase y grado de diferenciación (Kloppel, 1993). El pronóstico 

es mejor en los adenocarcinomas localizados en la cabeza del pancreas que en los del cuerpo y 
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cola. Recientemente, se ha asociado una localizacion del tumor restringida al pancreas. la 

presencia de nódulos linfàticos benignos, ramaños del tumor inferiores a 2,5 cm, ausencia de 

invasión microvascular, histologia bien diferenciada y un requerimiento de transfusión 

sanguínea perioperatoria baja con una supervivencia mayor. Los tumores aún localizados en el 

pancreas, pero de tamaño mayor, y que han invadido nódulos linfaticos presentan mucho peor 

pronóstico (Nitecki y col., 1995). 

L C2.b.3. Bases moleculares de los adenocarcinomas pancreúticos 

Muchos estudios recientes se han encaminado a definir la naturaJeza y la secuencia 

temporal de los cambios moleculares observados en el cancer de pancreas exocrino humano 

para poder conocer su relevancia biológica, de forma que éste es actualmente uno de los 

tumores mejor caracterizados (Hall y Lemoine, 1993 ~ Friess y col., 1997a~ Korc, 1998). 

Las neoplasias pancreaticas presentan anomalías importantes en la expresión de factores 

de crecimiento y sus receptores (Korc y coL 1992: Lemoine y Pignatelli, 1995). Así, se han 

observado niveles elevados de EGF-R y varios de sus ligandos en casi todos los 

adenocarcinomas pancreaticos, lo que sugiere la existencia de un bucle autocrino (Smith y 

col. , 1987). Dicho bucle explicaria la inhibición del crecimiento de líneas celulares derivadas 

de carcinomas pancreaticos mediante oligonucleótidos anti-sentida que bloquean la expresión 

del TGF- a. o el EGF-R (Hali. y Lemoine, 1993). La presencia de EGF y TGF- a. se ha 

detectado también en lineas celulares tumoraJes pancreaticas, así como la de otros miembros 

de la familia EGF: la anfiregulina (Ebert y col. , !994), la proteína de unión a heparina tipa 

EGF (Kobrin y col. , !994) y el cripto (Friess y col., 1994 y Tsutsumi y col. , 1994). Todos 

estos datos parecen indicar pues que la estimulación (paracrina o autocrina) del EGF-R por 

sus ligandos tiene un pape! relevante en la patogénesis del cancer de pancreas (Korc y col., 

1992; Y amanaka y col. , 1993a). Por o tro I ad o, se ha observado que entre el 20 y 50 % de las 

neoplasias pancreaticas también sobreexpresan el erbB-2 (Lei y col. , 1995). Finalmente entre 

el 28 y el 47 % de los tumores pancreaticos sobreexpresan el erbB-3 , lo que se ha asociado 

con un estado avanzado del tumor y una supervivencia postoperatoria significativamente 

reducida (Lemoine y col. , 1992a; Friess et al, 1995). 

Otra importante familia de factores de crecimiento es la del TGF-P y sus analogos. 

F ri e ss y col. ( 1993 a) han demostrado que muchas células de carcinomas pancreaticos in vivo 

sobreexpresan las tres isoformas del TGFP de mamiferos, y este hecho esta asociado con un 

crecimiento del tumor mas agresivo y periodos de supervivencia postoperatoria 

significativamente reducidos. Se ha sugerido que los TGFPs contribuyen aJ proceso 

neoplasico aumentando la proliferación de las células tumorales en los carcinomas 

pancreaticos humanos mediante una activación autocrina y/o paracrina del receptor de TGFP 

11 (Fries et aJ, 1993a y b~ Yamanaka y col. , 1993b; Friess y col. , 1996). 
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Algunes miembros de la familia de factores de crecimjento de fibroblastos (FGFs) 

también estim implicades en la tumorogénesis del cancer de pancreas. Un número importante 

de tu mores pancreaticos sobreexpresan el FGF acídica y el FGF (Yamanaka y col., l993c ). 

Las hormonas producidas por los islotes de Langerhans tienen un efecte anabólico 

patente en el pancreas exocrina y pueden realizar un papel importante en la tumorogénesis 

pancreatica (Williams y Goldfine. 1986). Entre ellos se encuentran la insulina y los IGFs 

(factores de crecimiento tipo insulina) (Korc, 1998), así como, otros factores de crecimiento 

peptídicos, el inhibidor de tripsina pancreatico y djversas citoquinas (Hali y Lemoine, 1993 ). 

Sin embargo, hasta la fecha no se han encontrada evidencias directas de su papel. 

Los esteroides también son de particular interés, tanto desde el punto de vista biológjco 

como clínica (Liebow y col., 1986). Los dates epidemiológicos sugieren un papel para las 

hormonas sexuales, ya que el cancer de pancreas es mas trecuente en el hombre que en la 

mujer (Gold, 1995). 

En los adenocarcinomas pancreaticos, los miembros de la familia del oncogén ras se 

encuentran alterades con mucha frecuencia, Así, presentan una trecuencia de mutaciones de 

Ki-ras superior al 80%, que se localizan casi exclusivamente en el codón 12, e implican un 

pequeño número de bases (Almoguera y col., 1988; Shibata y col. , 1990 a y b; Scarpa y col., 

1994). Lemoine y col. ( 1992b) demostrara n, empleando carcinomas pancreaticos primerizos 

(in situ), que estas mutaciones tienen lugar en las primeras fases de la enfermedad. La 

especificidad de la mutación en el codón 12 podria reflejar una agresión carcinogéruca común 

o alguna sensibilidad especial del tejido pancreatico (Yogelstein y Kinzler, 1992). Estas 

mutaciones no se correlacionan con el estado del tumor o la supervivencia, pero pueden ser 

útiles en la diferenciación entre tumores pancreaticos exocrines y endocrines y la pancreatitis 

crónica (Howe y Conlon, 1997). 

Por otro lado, se han descrita alteraciones de genes supresores de tumores en el 

carcinoma pancreaticos y en líneas celulares establecidas a partir de los mismos (Barton y col., 

1991; Ruggeri y col. , 1992; Rozemblum y col., 1997). Por ejemplo, la proteína p53 esta 

mutada en el 60% de los adenocarcinomas pancreaticos ductales primarios y, aún en mayor 

proporción, en lineas celulares tumorales las mutaciones puntuales se localizan en las 

secuencias correspondientes a los exones 5, 6, 7, o 8 (Berrozpe y col., 1994). Las alteraciones 

en la proteína p53 podrian tener una cierta relevancia clínica para el diagnóstico diferencial 

entre el cancer de pancreas y lesiones pancreaticas inflamatorias como la pancreatitis (Hali y 

col., 199 1; Casey y col. , 1993). En el últimes años, se ha descrita también una elevada 

frecuencia de alteraciones en el gen supresor tumoral pl6/CDKN2 en carcinomas de pancreas 

avanzados (Caldas y col. , 1994; Liu y col. , 1995; Huang y col., 1996). También se han 
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detectado mutaciones en el gen supresor de tumores Sl\llAD4 en tumores pancreaucos 

(Lemoine, 1997). La importancia de mutaciones en otros genes supresores de tumores como 

son APC, DCC ( deleccionado en can cer de colon) y RB- 1, gen es de reparación del Dt A: 

MCC o c-erbB-2, en la génesis del cimcer de pancreas es menos clara (Howe y Conlon, 

1997). 

Finalmente, por lo que se refiere a reordenaciones genómicas en el cancer de pancreas, 

estas son aún poco conocidas, como en la mayoría de tumores sólidos. Se han descrita 

pérdidas del brazo corto del cromosoma 1 y del brazo largo del cromosoma 6, juntamente con 

anormalidades en el cromosoma 17 (Johansson y col., 1989). Otros estudies genéticos han 

evidenciada la pérdida de heterozigosidad en el cromosoma I p en un 25% de los casos de 

cancer de pancreas (Ding y col., 1992). 

Recientemente, se ha propuesto un modelo de neoplasia pancreatica que integra toda la 

información disponible sobre las bases moleculares del cancer de pancreas (Lemoine. 1997) 

(Figura 1.12.). Merece la pena destacar que la sobreexpresión de receptores con actividad 

tirosina-quinasa como el del EGF. erbB-2 y erbB-3, y de sus ligandos, juntamente con las 

mutaciones en el oncogén K-ras ylo en el gen supresor tumoral p53, proporciona a las células 

tumorales pancreaticas una combinación de factores potenciadores de la proliteración celular 

que podria explicar la extrema agresividad del cancer de pancreas humano. 

l'H. VI'- I 
CDKN2· 
I BRCA2 

I Ductal cell J 

I 7 AooptOSIS I 

SMAJ).I • 
.....--- FRRB~ + CNDI + 

... 
I 

TP53 · I 
I 

-. 

r Metastattc 
I neoplasta ¡ 

ECAD+ 
TF+ 

• FGI-R 1,3. 4 + FGF 1.2 
+ FGF I,:!. 3, 4, ~ + liGI 
+ MEl 

S tro ma 

Figura 1.12.: Modelo propuesto para las bases genéticas de la tumorogénesis pancreatica. TRYP-1 
= tripsinógeno-1 ; CDKN2 = gen supresor de tu mores p16; BRCA2 = gen de 
susceptibilidad al cancer de mama; TP53 = gen de la p53; CCND1 = ciclina 01 ; 
ECAD = E-caderina; TF = factor tisular; FGF = factor de crecimiento de fibroblastos; 
FGFR = receptor del factor de crecimiento de fibroblastos; HGF = factor de 
crecimiento de hepatocitos; MET = receptor del factor de crecimiento de hepatocitos. 
(Tornado de Lemoine, 1997). 

34 



lntroducción 

lC 2. b. 4. Sintomatología y diagnóstico de los adenocarcinomas pancretíticos 

Las manifestaciones iniciales de los adenocarcinomas pancreaticos son inespecíficas y 

poco detenninantes. Debido a su proxirnidad con el arbol biliar, los adenocarcinomas de 

cabeza de pancreas provocan ictericia y prurito. Los pacientes presentan, ademas, dolor 

epigastrico y pérdida de peso. Pueden aparecer también intolerancia a la comida y nauseas y 

vómitos en el caso de metastasis hepaticas. Este tipo de sintomatología es común a otras 

enfermedades y no es posible discriminar el cancer de pancreas de otros estados patológicos 

(Raijman & Levin, 1993). Los reconocimientos médicos no pueden distinguir el tumor debido 

a la localización del pancreas, que lo hace dificilmente palpable. 

Actualmente, el mejor método para tratar el tumor es la resección quirúrgica operatoria, 

pero sólo es posible si el tumor esta circunscrito únicamente al pancreas, y aún en estos casos 

la tasa de supervivencia es muy ·baja. Por ello, es necesario un diagnóstico precoz de la 

enfermedad que permita la detección del tumor mientras esté focalizado y no haya dado Jugar 

a diseminación, unido a un mejor conocimiento de la biología del tumor que permita avances 

en su terapia. 

Un buen método diagnóstico debería ser capaz de: 

i) diagnosticar pequeños tumores que puedan ser resectables. 

ii) diferenciar el carcinoma pancreatico de otras enfermedades pancreaticas 

benignas, especialmente de la pancreatitis crónica. 

iii) proporcionar una gran especificidad, distinguiendo entre cancer de pancreas y 

otros tipos de tumores. 

iv) facilitar infonnación aplicable a la elección de la estrategia terapéutica. 

En una reciente revisión sobre estrategias para el tratamiento del adenocarcinoma 

pancreatico, Ettinghausen y col. ( 1995) ponen de manífiesto la utilidad de técnicas de imagen 

para la evaluación de la resectabilidad de un tumor o no. Audiso y col. ( 1996) hacen una 

revisión de la utilidad de los marcadores serológicos no sólo en el diagnóstico precoz, sino 

también en la diferenciación entre el cancer de pimcreas y otras patologías pancreaticas, así 

como en el seguimiento de los pacientes sometidos a tratamiento. Friess y col. ( 1997a) han 

revisado los marcadores séricos y moleculares del cimcer de pancreas. 

Técnicas de imagen: 

Las modemas técnicas de imagen han penn.itido visualizar órganos gastrointestinales, 

entre ellos el pancreas, que inicialmente habían sido invisibles en términos de diagnóstico 

clínico. Así, la ultrasonografia abdominal (US), la tomografia computerizada (CT), y la 

colangiopancreotografia endoscópica retrógrada (ERCP) han hecho posible visualizar tumores 

incipientes, imposibles de detectar hasta hace unos años. La ERCP también permite la 
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detenninación preoperativa de resectabilidad del tumor. En los últimos años, la laparoscopía 

se ha utilizado para identificar metastasis en el hígado y en superficies peritoneales en 

pacientes que se creía que sólo tenían tumores resectables. La ultrasonografia endoscópica 

(EUS) se ha utilizado para detectar tumores inferiores a 2 cm y para diferenciar 

adenocarcinomas pancreaticos de insulinomas y, mas importante aún, de "pseudotumores" de 

pancreatitis. La reciente experiencia con el ultrasonido laparoscópico muestra una mejora en 

la capacidad de detección de linfoadenopatías regionales malignas y metastasis ocultas en el 

hígado. Ademas, la aspiración de biopsias con aguja fina bajo la guia de US, CT o 

laparoscopía perrniten un diagnóstico preoperatorio de la enferrnedad. 

La mayoría de estas técnicas son invasivas y por ello aún no se pueden utilizar de manera 

rapida y eficaz en la rutina clínica. 

Marcadores tumorales en el cémcà de pémcreas: 

Históricamente, los marcadores tumorales se definieron como sustancias liberadas 

selectivamente por las células tumorales al torrente circulatorio, de manera que su detección 

en el suero, u otros fluidos biológicos, debería perrnitir el seguirniento de los procesos 

malignos. Actualmente, el térrnino marcador tumoral se ha extendido a todas aquellas 

moléculas expresadas de manera selectiva en células y tejidos tumorales. Marcadores 

citogenéticos, productos de oncogenes y otras proteínas que se expresan anorrnalmente en 

células transforrnadas pueden contribuir eficazmente, no solamente al diagnóstico, sino 

también a la caracterización del tipo de tumor y, eventualmente, constituir dianas biológicas 

específicas en nuevas terapias (Magdelénat, 1992). 

El analisis sérico de marcadores tumorales presenta la ventaja, respecto a algunas de las 

técnicas de imagen anteriores, de no ser invasivo y de perrnitir no sólo el diagnóstico, sino 

también el pronóstico y la monitorización de los procesos tumorales. La mayoría de 

marcadores tumorales utilizados se muestran eficaces en el seguirniento de pacientes ya 

diagnosticados, pero ninguno de ellos presenta una especificidad y sensibilidad 

suficientemente elevadas como para proporcionar un diagnóstico definitiva. Por ello, 

norrnalmente se combina su detección con alguna técnica de analisis de imagenes. 

Los marcadores tumorales asociados al cancer de pàncreas se incluyen en tres grandes 

categorías: enz:imas pancreaticos, antígenos asociados a tumores y antígenos oncofetales 

(Tabla L6.). 
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Tabla 1.6 .. Clasificación de los marcadores tumorales asociados al cancer de pancreas. 

Enziínas p~aeaticos .Antí&enos.-a:SocïadQs_a. , Antígenos. oncofetales 

Amilasa 
Elastasa-1 

F ostatasa alcalina 
<Jalactosiltransferasa rr 

Ribonucleasa 

tumoRS-
CA 19.9 
CA494 
CA242 
CA 50 

CAM17 

CEA 
FAP 
POA 

Abwvianuas: CA 19.9: Antígcno Carbohidrato 19-9: CA 494: Antígeno Carboltidrato 494; CA 242: Antigeno Carbobidrato 242: 
CAl'vt 17: Antígeoo de glucoproteina mucosa; CEA: Antigeuo CarcinOémbrionario: F AP: Proteina Fetoacinar Pancreàtic•: POA: 
Antigeno Oncotètal Pancreatico. 

I.C.2.b.5. Terapias de los adenocarcinomas pancretíticos 

Como se ha comentado anteriormente, los datos clínicos y los marcadores séricos de los 

que se dispone actualmente son útiles sólo en estados avanzados de la enfermedad, y un 

diagnóstico precoz es aún una meta por conseguir. Tan solo un 15% de los pacientes 

presenta, en el momento del diagnóstico, un tumor resectable, y de estos sólo un 5 % viven 

mas de 5 años. Los tratamientos aplicados sólo son, en cierta manera, efectives en estados 

iniciales de la enfermedad. 

Los tratamientos que se han venido aplicando han sido la quirnioterapia, la cirugía 

curativa o paliativa, la radiación curativa o paliativa postoperatoria, la terapia preoperatoria 

con neoadyuvantes y la terapia con adyuvantes, pero en general ninguno de ellos ha resultado 

efectivo (Raijman & Levin, 1993 ~ Andrén-Sandberg y col., 1997; Link y col., 1997; Waters y 

col. , 1997). La cirugia y la radiación han sido las opciones mas usadas. Pero la radiación, 

aunque puede paliar los síntomas locales de la enfermedad en estados avanzados, juntamente 

con la utilización de analgésicos, no permite la curación del tumor y presenta complicaciones 

en algunos casos. 

Los tumores pancreaticos han resultado ser muy resistentes a la quirnioterapia, pues en 

los últimos 20 años se han evaluado un gran número de agentes quimioterapéuticos en 

ensayos clínicos de fase li sin obtenerse importantes mejoras en los tiempos de supervivencia. 

Uno de estos agentes ha sido el 5-fluorouracil (5-FU), que se ha adrninistrado sólo o en 

combinación con otros agentes, obteniéndose respuesta entre el 15 y el 26% de los casos, 

pero sin observarse mejoras considerables en el tiempo de supervivencia. La rnitornicina-C ha 

sido otro de los agentes quimioterapéuticos ampliamente utitizado en el cancer de pancreas, 

con un 27% de respuesta. También se han utilizado diferentes antraciclinas, ifosfamidas y 

nitrosoureas, y muchos otros agentes, sin conseguir mejoras significativas. A su vez, se han 

probado combinaciones de varios de estos agentes y, aunque en muchos casos se ha 

observado una respuesta mas elevada, ello no ha implicado una ostensible mejora en el tiempo 

de supervivencia (Schnall y MacDonald, 1996~ Waters y col., 1997). 
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También se han hecho pruebas con tratamiemos hormonales, dada que hay vanas 

evidencias que apuntan a las hormonas sexuales como factores en el desarrollo del cancer de 

p{mcreas. Los agentes que se han probado han sida el tamoxifén, el inhibidor de la hormona 

liberadora de la hormona luteinizante y un anàloga de la somatostatina (el 'octreotide'), 

observandose en todos los casos mejorias ligeras y poca significativas (Schnall y MacDonaJd, 

1996~ Waters y col.. 1997). 

Ot ros nuevos agent es que se estan probando son los taxanos ( derivados del taxo!). S u 

efecto citotóx.íco es debido a que bloquean las dinamicas normales de microtúbulos requeridas 

para la división celular y otros procesos que se dan durante la interfase. Se ha obtenido 

repuesta a estos tratamientos entre el 17 y 60 % de los casos, y se han observada ligeras 

mejoras en los tiempos de supervivencia. 

La gencitabina es un nuevo anàlogò de nucleótidos substituïda con flúor. Se trata de una 

prodroga que necesita ser anabolizada mediante fosforilación para ser activa. La gencitabina 

tiene interés, no sólo porque produce una repuesta antitumoral parcial, sina también porque 

parece mejorar la caJidad de vida al reducir los requerimientos de medicación para paliar el 

dolor y mejorar el estada nutricional del paciente (Moore, 1996). 
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En los últimos años se estan intentando desarrollar otros tipes de terapia como son: 

- la inmunoterapia combinada con modificadores de la respuesta inmunitaria. Por 

ejemplo, se han utilizado los anticuerpos MAb 17-lA (que reconocen a un antígeno 

gJucídico de 37-k.Da, citoplasmatico y de membrana, que expresan las células 

pancreaticas tumorales, e inician una repuesta citotóxica celular dependiente de 

anticuerpos) combinados con la IL-2 o el factor estimulador de colonias (Friess y 

col., 1997b) 

- la combinación de la estimulación de la expresión del EGF-R con citoquinas (ripo 

TNF- a.) 

- el tratamiento con anticuerpos anti EGF-R (Schimiegel y col., 1997) 

- la utilización de inhibidores de metaloproteasas de la matriz, que se administran por 

vía oral como el Marimastat© (Evans y col. , 1997; Waters y col. , 1997) 

- la modificación, por terapia génica, de las caracteristicas genéticas de las céluJas 

tumorales mediante la introducción de nuevos genes que reemplacen a los defectivos, 

o la supresión de la expresión de los genes anormales que contribuyen al fenotipo 

maligno, siendo el gen de la p53 y de k-ras los mciximos candidatos (Waters y col. , 

1997; Lemoine, 1997) 

- la terapia de la activación gérúca de prodrogas que utiliza las diferencias en la 

transcipción entre las células normales y neoplasicas para dirigir la expresión selectiva 
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de un gen suïcida metabólico que proporciona sensibilidad a la prodroga (Lemoine, 

1997) 

La validez de estas nuevas terapias aún no ha podido evaluarse, dado que son estudios 

muy recientes. 

I.C.2.c. lnsulinomas 

Las neoplasias endocrinas pancreaticas son tumores raros que se han clasificado, según 

los péptidos que secretan y los síndromes clínicos resultantes, en 5 tipos: insulinoma, 

gastrinoma, glucagonoma, VIPoma y somatostatinoma. Hay tumores originados en el 

pancreas que secretan polipéptidos pancreaticos pero no se les ha asociado ningún síndrome. 

Por otro lado, hay tumores no funcionales (que no producen péptidos endocrinos) que 

aparecen con la misma frecuencia ·que los activos hormonalrnente (Bieligk y Jaffe, 1995). Las 

neoplasias endocrinas pancreaticas se identifican, desde el punto de vista inmunocitoquírnico, 

por la expresión de marcadores neuroendocrinos (tipo la enolasa neuro-especifica (NSE), 

cromograninas, etc) y de marcadores de péptidos y ami nas biogénicas específicas para cada 

tipo celular (Kloppel y col. , 1995). 

La rnayoria de tumores endocrinos son malignos, excepto los insulinomas que cast 

siempre son benignos, y la muerte del paciente puede ser debida a la expansión del tumor o a 

complicaciones de las endocrinopatías que conllevan. 

Los insulinomas son las neoplasias endocrinas del pancreas mas comunes, con una 

incidencia de un caso por cada millón de habitantes y por año (Norton, 1994). Dada la rareza 

de estos tumores no se han podido realizar estudios epidemiológicos precisos. Normalmente 

se trata de tumores aislados, pequeños (<2 cm), casi siempre benignos (>90%) que se 

localizan con igual frecuencia en la cabeza, cuerpo y cola del pancreas. Raramente son 

ectópicos, pero pueden ser múltiples, especialmente cuando se dan en el síndrome de 

neoplasia múltiple endocrina de tipo I (MEN-1). 

Los insulinomas malignos muestran evidencias de invasión local en el tej ido conectivo 

que los rodea o metastasis en el lúgado o nódulos linfaticos. Citológicamente no presentan 

características diferenciales de los insulinomas benignos. Estos tumores usualmente son 

alargados, como un diametro medio de 6 cm. La media de supervivencia sin reaparición de la 

enferrnedad después de la resección es de 5 años, pero la reaparición del tumor se da en el 63 

% de los casos con un intervalo medio de tiempo de reaparición de 2.8 años, seguida de una 

supervivencia media después de la reaparición de sólo 19 meses. 
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Histológicamente los insulinomas se clasifican dentro de 2 grandes grupos: nidos sólidos 

con pocos elementos tubuloacinares o bien patrones trabeculares o tipo cintas. Estos tumores 

normaJmente estan conectados a elementos ductales hiperplasicos y tienen un contenido 

variable de tejido conectivo en su interior. Los depósitos de proteínas son comunes. Ni el 

número de mitosis observadas ni Ja relación núcleo-citoplasma ayudan a predecir un 

comportamiento maligno del insulinoma (Comi y col. , 1993). En todos los insulinomas se 

detect~ inmunocitoquirnicamente, la presencia de insulina. 

I.C.2.c.l. Bases moleculares de los insulinomas 

Pavelic y col. (1996), en su estudio sobre las bases moleculares de los insulinomas, han 

estudiado aJgunas de las aJteraciones ya descritas en el caso de las neoplasias del pancreas 

exocrino. Han observado que la sobreexpresión de c-myc y TGF- a. y las mutaciones 

puntuales en el codón 12 de k-ras, aparecen relativamente pronto en la tumorogénesis de los 

insulinomas malignos, y estas aJteraciones también se han detectado, aunque en menor grado, 

en los insulinomas benignos. Ademas, los insulinomas maJignos también presentan una 

sobreexpresión de la proteína p53 mutada. 

I.C.2.c.2. Sintomatología, diagnóstico y terapia 

Los principaJes síntomas en el diagnóstico del insulinoma son los derivados de la 

hipoglucemia que conlleva. Éstos se dividen en 2 grandes grupos: neuroglucopenia y 

respuesta catecolamínica. Los síntomas mas prominentes y fidedignos son los debidos a la 

disfunción del sistema nervioso central (CNS) que incluyen la diplopia, la visión borros~ 

confusión, comportarniento anormal y amnesia. Estos pueden progresar produciéndose 

ataques, situación de coma o daño permanente del cerebro. Los síntomas de la respuesta 

catecolamínica incluyen sudoración, debiJjdad, mas apetito, temblor, nauseas, sensación de 

calor, ansiedad y paJpitaciones. Dado que todos estos síntomas no son específicos para la 

hipoglucemi~ se debe determinar una baja concentración de glucosa durante los mismos. 

Estos síntomas se hacen aparentes antes del desayuno, o varias horas después de corner, y se 

pueden precipitar debido a un elevado ejercicio fisico. Es posible evitarlos comiendo 

frecuentemente. 

El diagnóstico retardado de los insulinomas continúa siendo un problema, ya que a pesar 

de los síntomas como promedio pasan entre 15 meses y 3 años desde la aparición de los 

primeros síntomas hasta el diagnóstico. 

Una vez realizado un diagnóstico bioquímico que determine la existencia del insuJinoma 

es necesaria su localización. Las técrucas de localización no invasivas, como son la 

ultrasonografia, la tomografia computerizada y la obtención de imagenes por resonancia 

magnética, han resultado desalentadoras en la locaJización de los insulinomas, con 
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sensibilidades entre el O y el 33% (Grant, 1996). Por ello se hace necesario la utilización de 

técnicas radiológicas invasivas. De éstas, la angiografia ha dado resultades satisfactorios 

debido a la elevada vascularización del tumor. 

Una vez el insulinoma se ha diagnosticada inequívocamente y se ha localizado, se 

elimina en la mayoria de los casos por enucleación o resección operatoria. Sin embargo, 

cuando las condiciones médicas del paciente excluyen la operación, o cuando los síntomas 

pueden ser facilmente controlades con la dieta o pequeñas dosis de rnedicación, se realiza 

tratam.iento médico. Las medidas en la dieta incluyen corner mas a menudo y corner formas de 

glúcidos absorbibles lentamente, como son los polisacandos presentes en el pan, las patatas y 

el arroz. Durante los episodies hipoglucérnicos se recorniendan glúcidos rapidamente 

absorbibles, como los presentes en los zumos de frutas. Las medicaciones mas comúnmente 

usadas para suprimir la secreción de insulina son la diazoxida y las benzotiadiazinas 

natriuréticas (Perry y Vinik, 1996). 

En el caso de insulinomas malignes, se presentan los rnismos síntomas asociados a la 

hipoglucernia. Y dado que las rnetastasis también mantienen una hipersecreción hormonal se 

requiere la completa resección del tumor para que los síntomas desaparezcan completamente. 

En el caso de que la resección no sea posible se realiza un tratamiento con quirnioterapia y 

adiramicina, aunque ésta conlleva una considerable toxicidad. 

I.C.2.d. Modelos experimentales para el estudio del cancer de pancreas 

La sintomatología tardía del cancer de pancreas, y la efectividad pnícticamente nula de 

las modalidades terapéuticas de cirugía, radioterapia o quimioterapia, hacen imprescindible 

profundizar en el conocirniento de la biología de este tipo de neoplasia. 

El estudio de las propiedades biológicas de los tumores pancreaticos fue en principio 

dificil, dada la inaccesibilidad de tejido tumoral viable para estudies de laboratorio, la falta de 

modeles experimentales, y la ausencia de antígenos específicos de tejido que pudieran ayudar 

en el diagnóstico y terapia. En un esfuerzo por superar estas dificultades, se desarrollaron los 

primeres modeles an.imales de canoer de pàncreas, mediante la inducción con carcinógenos 

químicos de tumores pancreàticos en cobayas (Reddi y Rao, 1975), hamsters (Pour y col. , 

1974, 1977) y ratas (Dissin y col., 1975; Longnecker y Curphey, 1975). Por otro lado, la 

búsqueda de modeles in vitro que permitieran el estudio directe de los factores que influyen 

en los patrones de crecimiento y la conducta metastasica, la producción de determinades 

marcadores biológicos o la respuesta a diversos tratarnientos, culrninó en el establecirniento de 

líneas celulares a partir de tumores pancreaticos humanes, que han resultada ser valiosas 

herrarnientas para el estudio del cancer de pancreas. 
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l C 2. d. i. M odelos "in vitro": líneas ce/uJares 

La capacidad de manipular facilmente células pancreaticas neoplasicas in vitro ha 

supuesto un gran paso en el conocimiento de la biologia tumoral pancreatica, ya que pennite 

trabajar en situaciones controladas y repetibles. 

EI trabajo con células tumorales perrnite la caracterización bioquímica de las células 

cancerosas y la deterrninación de antígenos diferenciales (no expresados en céiulas normales), 

estudies metabólicos y de expresión génica en situación cancerosa. Asimismo, es posible 

estudiar los efectes de hormonas, factores de crecimiento, farmacos antitumorales, agentes de 

diferenciación, etc. en la proliferación, morfologia y actividad metabólica de las células en 

cultivo. 

Las Iineas ceiulares tumorales pancreaticas humanas establecidas hasta el memento se 

han clasificado como ductales, con las únicas excepciones de una linea de origen acinar y otra 

derivada de un ampuloma (Frazier y Longnecker, 1993). A pesar de clasificarse todas como 

de origen ductal, existen importantes diferencias entre ellas, tanto a nivel morfológico como 

biológico, que se centran en los estados de diferenciación, tiempos de duplicación, expresión 

de proteína y de determinades antígenos fetales o tumorales, así como alteraciones genéticas a 

nivel cariotípico y molecular. 

La mayoría de las Iineas celulares de cancer de pancreas descritas en la bibliografia se 

han establecido a partir de tumores que presentaban morfologia ductal, lo que es lógico, ya 

que el 90% de los tumores pancreaticos son adenocarcinomas y el 75% de elles se consideran 

de origen ductaL Por otro lado, hay que recordar que existe una gran controversia respecto al 

origen de estos adenocarcinomas, ya que tanto células acinares como ductales son capaces de 

formar estructuras tubuiares en situaciones patológicas (Bockman, 1981 ). 

Líneas de origen ductal 

Las líneas de adenocarcinoma pancreatico humano utilizadas en esta tesis han sido, 

Capan-1 y Panc-1 . Capan-1 fue establecida a partir de una metastasis hepatica de un 

adenocarcinoma pancreatico humano muy diferenciada (F ogh y col. , 1977 a y b ), y Panc-1 se 

estableció a partir de adenocarcinoma pancreatico humano poco diferenciada (Lieber y col. , 

1975). A continuación se detallan algunes de los estudies mas relevantes realizados con 

ambas Iineas. 

Maillet y col. ( 1993) realizaron un estudio comparativa de los tiempos de duplicación de 

las líneas de adenocarcinoma pancreatico. Hallaron que varían entre 12 y 70 horas, y se 

observó una clara correlación con ei grado de diferenciación histológica y ultraestructura!. Las 
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líneas que crecían mas lentamente presentaban un elevado grado de diferenciación. El tiempo 

de duplicación de Capan-1 era algo mas de 30 horas, rnientras que Pane-t se incluyía en el 

grupo de 20 a 30 ho ras. Se ha observado que Ja linea Capan- 1, al crecer en ratones atírnicos, 

muestra características morfológicas, biológicas y bioquírnicas sirnilares a las del tumor 

original, lo que la hace una herrarnienta muy útil para el estudio de la biologia del cancer de 

pancreas (Kyriazis y col. , 1982). 

La expresión del RNA mensajero para el TGF- a. y de la proteína, tanto en su forma 

soluble como transmembrana, se ha detectado tanto en la línea Capan-1 como en Panc-1 

(Smith y col., 1987; Estival y col., 1992; Oikawa, 1995; Watanabe y col. , 1996). En ambas 

líneas también se ha descrito la expresión de otro ligando del EGF-~ la anfiregulina (Eben y 

col. , 1994; Oikawa y col. , 1995). Respecto al receptor de EGF, la linea Capan-1 presenta 2 

subclases de receptores, uno de alta y otro de baja afinidad (Oustry y col. , 1990), y en el caso 

de Panc-1 se ha detectado la sobreexpresión del EGF-R (Korc y col., 1986). Por lo que se 

refiere al resto de erbBs, Capan-1 presenta niveles elevados de erbB-2 y niveles de erbB-3 

similares a los del EGF-R; mientras que en Panc-1 no se ha detectado erbB-3 y los niveles de 

erbB-2 son sirnilares a los EGF-R (Oikawa y col. , 1995). La expresión de otros factores de 

crecirniento y sus receptores se ha estudiado en la linea Panc-1 . Se ha observado que expresa 

el factor de crecirniento de fibroblastos (FGF) 2 y el receptor de FGF tipo I (Leung y col., 

1994). También se ha determinada que produce TGF-P 1, P2 y P3 (Beauchamp y col. , 1990). 

Barton y col. (1991) estudiaran Jas anormalidades del gen supresor de tumores p53 en 

líneas de cancer de pancreas y descubrieron que Panc-1 presenta una mutación en el exón 8 y 

los ni veles de expresión de la proteína son elevados, al igual que en Capan-1 . Kalthoff y col. 

( 1993) determinaran que el gen de la p53 presenta una mutación en el exón 5 en Capan-1 . 

Respecto a K -ras, se han detectado mutaciones en el codón 12 tant o en Capan-1 con en Pane­

t (Kalthoffy col. , 1993; Suwa y col., 1994). 

Lineas de origen acinar 

Se han establecido muy pocas líneas celulares derivadas de carcmomas de células 

acinares. La mejor caracterizada es AR42J, establecida a partir de un carcinoma acinar 

primario de un ratón tratado con azaserina (Jessop & Hai, 1980). Esta línea produce enzimas 

exocrinos y ha perrnitido el estudio de la regulación de la expresión de los mismos. La única 

línea humana de origen acinar descrita es HPCYO (Yamaguchi y col. , 1990), que produce 

tripsina, pero no amilasa (dos enzimas marcadores de origen acinar). 

Líneas de origen endocrina 

El uso de líneas celulares derivadas de islotes de Langerhans esta limitado por la 

disponibilidad de tejido pancreatico endocrino. Numerosos investigadores han intentado 
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establecer lineas celulares secretoras de insulina que mantengan una regulación de la secreción 

de insulina normal. Se han utilizado diferentes aproximaciones que incluyen la inducción de 

tumores pancreaticos mediante irradiación o infección vírica, inmortalización de células beta 

in vitro, y desarrollo de ratones transgénicos en los que se dirige la expresión del oncogén 

hacia las células beta. Pocos de estos intentes han tenido éxito. Las líneas celulares secretoras 

de insulina mas ampliamente utilizadas son RIN (Gazdar y col. , 1980), HIT (Santerre y col. , 

1981 ), MIN6 (Miyazaki y col., 1990) e INS-J (Asfari y col., 1992). Estas células expresan 

principalmente insulina y pequeñas cantidades de glucagón o somatostatina. Ninguna de estas 

lineas celulares imita perfectamente la fisiologia de las células beta, pere son herramientas muy 

valiosas para el estudio de los eventos moleculares que acompañan a la función y disfunción 

de dichas células (Poitout y col. , 1996). En esta tesis se ha trabajado con la línea HIT, 

establecida a partir de un cultivo primario de islotes de Langerhans de hamster tipo Syrian 

transformades con SV40 (Santerre y col,., 1981). 

Consideraciones generales para el cultivo de líneas ce/u/ares pancreaticas 

Existen algunes aspectes que se deben tener en cuenta durante el trabajo in vitro con 

líneas celulares pancreaticas. En primer Jugar, es necesario un control rutinario de las células 

con el fin de determinar si se han producido cambios, que pueden ocurrir como resultada de 

alteraciones en las condiciones de cultivo, tasa de crecimiento superior de una subpoblación 

celular, plasticidad genómica, contarninación con agentes infecciosos o con otra línea celular 

(Frazier y Longnecker, 1993). Ademas, algunas lineas celulares son capaces de presentar 

diferencias en sus propiedades a distintes niveles de confluencia. 

El control rutinario de la morfologia se puede llevar a cabo a través de microfotografias 

tomadas en diferentes pasos y situaciones del cultivo (sobre todo si existen cambios 

morfológicos en cultives confluentes). Analisis cariotípicos de rutina, así como analisis de 

isoenzimas son especialmente útiles en lineas con elevado número de pasos (subcultivos) y 

siempre que exista alguna sospecha de cambios en las células en cultivo. En el memento de 

establecer una línea es importante realizar estos analisis cariotípicos y de isoenzimas lo antes 

posible con el fin de tener un punto de referencia en controles posteriores. 

1C2.d2. Mode/os anima/es "in vivo" 

Los modeles animales de cancer de pancreas han proporcionado infonnación sobre la 

histogénesis y los cambios moleculares asociados a este tipo de tumor. Hasta el memento se 

han desarrollado tres modeles: carcinogénesis química en rata o hamster, ratones 

transgénicos, e implantación directa de tejido tumoral humano en ratones inmunodeprimidos 

(Longnecker y col. , 1992; Fu y col., 1992). 
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La rata se ha utilizado frecuentemente como animal modelo para provocar cancer de 

pancreas. Los tumores son de fenotipo acinar y bien diferenciades, de crecimiento lento y baja 

capacidad metastasica, caracteristicas totalmente opuestas a la de los tumores exocrines 

humanos. Tampoco no se han identificada mutaciones en Ki-ras, ni alteraciones de expresión 

del receptor de EGF y c-ErbB-2 (Hal! y col. , 1990; Lemoine y col. , 1992b,c). Este conjunto 

tan importante de diferencias fenotípicas y biológicas entre los tumores humanes y el modelo 

de carcinogénesis en rata hacen que este modelo sea poco valido para el estudio del cancer de 

pancreas exocrina humano. 

En el hamster de raza Syrian golden se pueden inducir tumores pancreat1cos con 

carcinógenos como las nitrosaminas (Lognecker et al, 1984; Scarpeili y col., 1986) o por 

manipulaciones quirúrgicas (Rosenberg y col., 1984). Estos tumores presentan un fenotipo 

ductal muy similar al observada en el hombre, con una reacción desmoplàsica pronunciada y 

una clara predominancia de la invasión perineural. Los animales presentan icterícia y caquexia, 

y el curso de la enfermedad es muy rapida, como en los adenocarcinomas ductales humanos. 

Analogamente, los tumores de hamster presentan en un estaclio temprano frecuentes 

mutaciones de Ki-ras en los codones 12 y 13 (Cemy y col. , 1990; Fujii y col. , 1990; Ushijama 

y col., 1991) y se han observada también alteraciones en la expresión de la proteína p53 (Hali 

y Lemoine, 1993). La combinación de todas estas similitudes morfológicas, "clínicas" y 

moleculares entre el modelo de hamster y el tipo mas frecuente de carcinoma pancreàtica en el 

hombre hacen que este modelo animal sea de gran utilidad para el estudio del cancer de 

pàncreas (Pour y col., 1991). 

Los ratones transgénicos, que expresan oncogenes en el pàncreas, constituyen un nuevo 

modelo de carcinogénesis pancreatica. Son una valiosa herramienta para la caracterización in 

viva de la transformación neoplàsica focal y la progresión tumoral en el pàncreas (Longnecker 

y col. , 1992). Para conseguir la expresión en el pancreas, los oncogenes se sitúan bajo el 

control de secuencias promotoras espedficas de células acinares. Los primeres estudies se 

centraran en la expresión de una construcción del promotor de la elastasa-1, una proteína 

acinar, con el gen del antígeno T grande del virus de simi os 40 (SV 40). La capacidad 

oncogénica del antígeno T es debida a que se une al DNA celular y vírico e induce su 

replicación, y a la vez forma complejos con p53 y Rb inactivando sus funciones (Fanning y 

Knippers, 1992). Se observó que aparecían en los ratones transgénicos tumores acinares 

después de 3-6 meses (Ornitz y coL, 1987). La expresión de manera analoga del oncogén ras 

activada dio lugar a adenocarcinomas màs agresivos, pero que aún mantenían el fenotipo 

acinar (Quaife y col., 1987). Otras líneas de transgénicos han proporcionada importantes 

datos sobre la biologia pancreatica, especialmente en referencia a la histogénesis del tumor. 

Así, la expresión dirigida de TGF- a en células acinares ha producido transformaciones 

ductales (Jhappan y col. , 1990; Sandgren y col., 1990), y ratones transgénicos en los que se ha 
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dirigida la expresión de c-myc hacia las células pancreaticas acinares han desarrollado tu mores 

con fenotipo ductal asociados a desmoplasia (Sandgren y col., 1991 ). 

En todos los modelos de animales transgérucos para tumores de íslotes se han utílízado 

construcciones del antígeno T de SV 40 unidos a promotores de genes que di ri gen la 

expresión hacia los íslotes. Entre dichos promotores estan el del gen de la insulina (Hanahan, 

1985), el de vasopresina (Murphy y col., 1987) y el del glucagón (Rindi y col. , 1991 ). Es de 

destacar que tarnbién se han detectada insulinomas en líneas de ratones transgénicos que no 

llevaban un promotor heterólogo o Uevaban promotores para genes no específicos de islotes 

(Bell y col., 1990). La delección del estimulador del gen de SV 40 Tag es común a todas las 

construcciones que producen insulina mas en rat ones transgénicos (Pal mi ter y col. , 198 S; 

Messing y col., 1985; Murphy y col., 1987). Todos los modelos aquí descritos proporcionan 

tumores endocrinos funcionalmente activos desde el punto de vista hormonal. 

Los modelos de cancer de pancreas en ratones inmunodeprimidos o atírnicos 

(Balblc!nulnu) consisten en la implantación de tu mores pancreaticos humanos (o la inyección 

de células tumorales pancreaticas) en estos animales para estudiar la forrnación y 

caracteristicas de los tumores derivados. Los primeros estudios mostraran que tumores 

injertados por via subcutanea o intramuscular son útiles en los estudios de crecirniento 

tumoral y malignidad, aunque pierden la capacidad metastasica del tejido tumoral de origen 

(Sordat y col., 1973). Por ello, recientemente, se ha desarrollado un nuevo modelo consistente 

en la implantación de tejido tumoral humano intacta procedente de biopsias en el propio 

pancreas del ratón (implantaciones ortotópicas), lo que aumenta el porcentaje de éxito de 

implantes y da Jugar a un patrón de diserninación en el ratón atírnico muy similar al del tumor 

humana (Fu y col., 1992; Reyes y col., 1993). Por lo tanta, este modelo de tumores de injeno 

(xenograjts) puede ser de gran utilidad para diseñar y ensayar la posible utilidad terapeútica 

de nuevos farrnacos y estrategias terapéuticas individuales para pacientes con cancer de 

pancreas. 

I.C.3. TUMORES DE PLEXO COROIDEO 

Los turnores de plexo coroideo son el otro tipo de neoplasias con el que se ha trabajado 

en esta tesis, por ello se explicaran en este apanada. 

LC.3.a. Epidemiología, etiología y terapia de los tumores de plexo coroideo 

El plexo coroideo es un epitelio que se extiende desde el epéndimo y reviste los 

ventrículos cerebrales y la médula espinal (Figura 1. 13 .). Esta en intimo contacto con las 

células epiteliales de los capilares y con el liquido cefaloraquídeo (CSF), y forma parte de la 

barrera hernatoencefalica. Los tumores derivados de las células neuroepiteliales del plexo 
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coroideo, ya sean papilomas o carcinomas, son neoplasias raras (suponen el 0,6% de todos 

los tumores intracraneales) que norrnalmente se dan en niños menores de 12 años, aunque 

pueden desarrollarse a cualquier edad. La curva de distribución en función de la edad presenta 

2 pi cos: uno al principio de la infancia y otro a edad avanzada. Est e segundo pico corresponde 

a tumores en adultos descubiertos al realizar la autopsia. Los papilomas que se desarrollan en 

niños de muy corta edad son probablemente congénitos (Schiffer, 1993; Levin y col. , 1993). 

Se estima que los papilomas son entre 4 y I O veces mas comunes que los carcinomas (Packer 

y col. , I 992). 

Los tumores de plexo coroideo podrían tener una etiologia vírica. La secuencia del 

SV40 TAg se ha detectada, por PCR y por inmunohistoquírnica, en aproximadamente la 

mitad de estos tu mores (Bergsagel y col., 1992; Lednicky y col. , I 995). Recientemente se ha 

descubierto, por técnicas de PCR, que las secuencias codificantes para el antígeno T de SV40 

estan presenten en células sanguíneas periféricas y esperma del 23 y 45 % respectivamente de 

donantes sanos estudiados (Martini y col., 1996), y se ha sugerido que las células sanguíneas 

periféricas podrían ser vectores para la transrnisión de SV40 a otros tejidos del buésped . 

. ./ .... 

Figura 1.13.: El plexo coroideo del organismo adulto y su localización ventricular. 

Los tumores de plexo coroideo norrnalmente tienen un buen pronóstico, aunque con 

cierta frecuencia se dan recurrencias tocates. Sin embargo, no aparecen metàstasis vía el CSF. 

Actualmente, la mortalidad después de la resección operatoria es inferior al 15%, y la 
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supervivencia a los 1 O años del 88%. Los tumores maligno s de plexo coroideo o plexo 

carcinomas son poco frecuentes y se detectan mayoritariamente en niños o adolescentes. En el 

caso de los carcinomas sí que aparecen metastasis ya sean extracraneales o via el CSF 

(Schiffer, 1993). 

Aunque los papilomas y carcinomas de plexo coroideo estén extensamente distribuïdes a 

Jo largo de los espacios ventriculares o subaracnoides, la detección de los papilomas es 

normalmente subclínica, mientras que por el contrario los carcinomas son claramente 

sintoma.ticos. Los tumores de plexo coroideo se detectan facilmente por barrido de tomografia 

computerizada o por resonancia magnética. En pacientes con cambios anaplasicos, es 

recomendable el seguimiento del paciente por mielografia o examinación del CSF. 

El tratamiento mas común de los papilomas de plexo coroideo es la resección quirúrgica 

total. La radioterapia en los tumores de plexo coroideo sólo se aplica en el caso de papilomas 

no resectables o de carcinomas, y la quimioterapia en tumores anaplasicos o en los casos que 

hay recurrencia. Dada la naturaleza agresiva de la mayoría de tumores anaplasicos, la terapia 

en estos casos es igualmente agresiva, con radioterapia y en algunos casos quimioterapia 

intraventricular. 

I.C.J.b. Histolo2ía de las patologías neoplasicas del plexo coroideo 

El Jugar de aparición de los tumores de plexo coroideo son preferentemente los 

ventrículos cerebrales, con frecuencias del 50, 34 y 15 .3 % en los ventrículos laterales, el 

cuarto ventrículo y el tercer ventrículo respectivamente. Los tumores de los ventrículos 

laterales parecen ser mas frecuentes en los niños y los del cuarto ventrículo en adultos. Los 

tumores del tercer ventrículo son extremadamente raros. Muy excepcionalmente, el tumor es 

biventricular. Los tumores tarnbién pueden ser extraventriculares. 

Dado que los papilomas tienden a crecer lentamente, se expanden hasta llenar el 

ventrículo y bloquear el flujo del CSF. Ademas, se cree que el propio papiloma secreta CSF. 

Los papilomas o carcinomas de plexo coroideo pueden producir hidrocefalia por obstrucción 

del CSF, por sobreproducción de dicho líquido por el tumor, o por el daño producido por la 

reabsorción de CSF debido a las continuas hemorragias. Como resultado, aparece con 

frecuencia una presión intracraneal aumentada. Los tumores en el cuarto ventrículo pueden 

provocar también ataxia. 

Los tumores tienen un aspecto globular y rojizo, y algunas veces tienen apariencia de 

coliflor. Son tumores blandes y muy vascularizados, que crecen primero por expansión dentro 

del ventrículo, desplazando y comprimiendo posteriormente estructuras yuxtaventriculares. 

Pueden alcanzar un volumen considerable y, ademas de llenar la cavidad ventricular, salir de 
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ésta e invadir el tejido nervioso. Histológicamente, su estructura es muy simple, pues a pesar 

de presentar numerosas vellosidades, la neoplasia mantiene el aspecto del plexo coroideo 

normal. Los margenes de las papilas estan constituidos por estroma vascular-conectivo. 

Normalmente no se observan mitosis y, si las hay, son signos de mayor malignidad. La 

identificación de los tumores de plexo coroideo malignes, o carcinomas, es difícil y 

esencialmente se basa en la observación de infiltración en el tejido nervioso, la aparición de 

signos histológicos de malignidad, la desaparición de la típica arquitectura regular del tumor, y 

la presencia de actividad rnitótica. Aunque generalmente son patológicamente distintes, a 

veces las neoplasias de plexo coroideo primarias pueden ser dificiles de diferenciar de 

carcinomas papilares metastasicos, ependimomas papilares o meduloblastomas. De los 

ependimomas normalmente se diferencian por la naturaleza del estroma que los rodea, que es 

neuroglial en los ependimomas y fibrovascular en los papilomas de plexo coroideo. Del resto 

de tumores papilares pueden diferenciarse gracias a estudies inmunohistoquírnicos (Ang y 

col., 1990). 

I.C.J.c. Modelos experimentales para el estud io de las neoplasias de plexo 
coroideo 

En los últimos años se han obtenido un gran número de animales transgénicos que 

desarrollan tumores de plexo coroideo. Son modeles valiosos para el estudio de las neoplasias 

cerebrales de plexo, pues los tumores aparecen de forma endógena en el contexto fisiólogico 

normal y mimetizan la etiologia de este tipo de tumor. 

Janisch y Schrieber ( 1977) observaren que en hamsters recién nacidos inoculades 

intracerebralmente con el virus SV 40 aparecían papilomas de plexo coroideo. Posteriormente, 

Brinster y col. ( 1984) describieron el primer modelo de animal transgénico que desarrollaba 

tumores de plexo coroideo, aunque algunes de estos ratones también presentaban otras 

patologías. Este modelo se obtuvo por rnicroinyección de una construcción del gen del virus 

SV40 fusionada a secuencias reguladoras del gen de la metalotionina. En los años siguientes 

se desarrollaron una gran variedad de modeles transgénicos a partir de construcciones que 

contenian el estimulador completo del gen nativo de SV40, en los que aparecían tumores de 

plexo coroideo, independientemente de la presencia de secuencias reguladoras de otros genes 

fusionades al ONA del virus (Palmiter y col. , 1 985 ~ Van Dyke y col. , 1987; Messing y col. , 

1988 ~ Marks y col. , 1989). En modelos de animales transgénicos donde el transgén utilizado 

tenia el gen del antígeno T sin la secuencia de 72 pb del estimulador, pero con la secuencia 

repetitiva de 2 1 pb los tumores de plexo coroideo aparecían raramente (Palmiter y col. , 1 985~ 

Reynolds y col. , 1988). Todo esto ha llevado a sugerir que la secuencia de 72 pb del 

estimulador y la secuencia repetitiva de 21 pb del gen de S V 40 dirige la expresión del 

oncogén ví rico al plexo coroideo. 
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Los tipos de tumores que desarrollaron estos modeles transgénicos fueron tanto 

papilomas como carcinomas del plexo coroideo, y la apariciòn de los tumores se daba en los 

primeres meses de vida de los ratones, lo que se correlaciona con la mayor frecuencia de los 

tumores humanes en niños. La disponibilidad de estos modeles animales ha permitido 

caracterizar estos tumores, tanto histològicamente como respecto a la expresiòn de genes. 

I.D. LOS INHrBIDORES PROTEICOS DE PROTEASAS 

El inhibidor de carboxipeptidasa de patata (PCI) ha sido la molécula objeto del presente 

trabajo. Se han estudiada sus efectes sobre tumores pancreaticos y de plexo coroideo. 

El PCI es uno de los numerosos inhibidores proteicos de proteasas presentes en la 

naturaleza. Las proteasas, es decir, aquelles enzimas cuya funciòn consiste en hidrolizar 

enlaces peptídicos de proteínas, estan involucradas en pnícticamente todos los aspectes de la 

vida (Schnebli y Braun, 1986). Los inhibidores proteicos de proteasas son, como estas, 

ubicuos, y se encuentran en múltiples formas en numerosos tejidos animales y vegetales, así 

como en microorganismes. La funciòn fisiològica general de los inhibidores de proteasas es 

prevenir proteòlisis no deseadas en una doble vertiente: para proteger proteínas de enzimas 

proteolíticos propios o extraños, y para impedir la proteòlisis incontrolada en aquelles Jugares 

donde la proteòlisis limitada es importante en procesos bioquímicos o fisiològicos (Laskowski 

y Kato, 1980). Los inhibidores de proteasas se encuentran, por ello, implicades en los rnismos 

procesos que las proteasas, algunes de los cuales son el procesamiento de hormonas 

peptídicas y neuropéptidos, la activaciòn del complemento y la coagulaciòn de la sangre, la 

fecundaciòn, la carcinogénesis, los mecanismes de defensa contra patògenes, etc. (Ribbons y 

Brew, 1976~ Ryan, 1 989~ Fritz y col. , 1990). Por lo anteriormente explicado, los inhibidores 

de proteasas tienen un gran interés biotecnològico, y algunes de ellos se comercializan en la 

actualidad, dado que poseen diferentes aplicaciones farmacéuticas, en investigaciòn biomédica 

e industriales (Hewlet, 1990; Scharpe y col. , 1991). La funciòn fisiològica exacta de 

numerosos inhibidores de proteasas se desconoce, pues muchos de ellos se han descubierto y 

aislado por su capacidad de inhibir proteasas de las que es faci! disponer (p. ej ., tripsina, 

quimotripsina, subtilisina, ... ) y no se sabe cual es el enzima que inhiben en condiciones 

fisiològicas, su verdadera diana. Constituyen, por esta razòn, proteínas a la búsqueda de una 

funciòn. 

Con la única excepciòn de las macroglobulinas, los inhibidores de proteasas presentan 

las características siguientes: 

so 

- Cada inhibidor de proteasa sòlo inhibe proteasas pertenecientes a la rnisma clase 

mecanística. 

- La inhibiciòn es competitiva. 
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- En el complejo enzima-inhibidor, la actividad enzimatica respecto a todos los 

sustratos queda totalmente suprimida. 

En los vegetales se han encontrada inhibidores de proteasas pertenecientes a tres clases 

mecanisticas (Ryan, 1989): 

- Inhibidores de serina-proteasas: se encuentran muy extendidos en el reina vegetal y 

pertenecen, como mínima, a seis familias no homólogas entre sí. 

- Inhibidores de cisteina-proteasas: se han haUado hasta el memento en patatas, piña 

tropical y arroz. 

-Inhibidores de metaloproteasas: se han descrita inhibidores de carboxipeptidasas (A 

y B) en patata (Solanum tuberosum) y tomate (S. lycopersicon), que se han 

denominada, respectivamente, inhibidores de carboxipeptidasa de patata (PCI) y de 

tomate (TCI). 

I.D.l. INHffiiDORES DE PROTEASAS Y CÀNCER 

En la última década se ha demostrada que una gran variedad de inhibidores de proteasas 

de diferentes origenes (animal, vegetal y de microorganismes) tienen una fuerte actividad 

anticarcinogénica en modeles animales in vivo (Kennedy, 1994). Entre éstos, el inhibidor de 

Bowman-Birk (BBI), derivada de soja, que inhibe a la quimotripsina y la tripsina, se ha 

estudiada extensamente. El BBI inhibe la carcinogénesis inducida por diferentes tipos de 

carcinógenos, y administrada por diferentes vias (incluida la dieta) inhibe la aparición de 

diferentes tumores en varias especies animales (Kennedy, 1993). Sin embargo, se desconoce 

con exactitud el mecanisme por el cu al muchos inhibidores de proteasas (como el BBI), 

contribuyen a la prevención del cancer. 

Los inhibidores de proteasas podrian interferir en la génesis y el desarrollo tumoral 

mediante una gran variedad de mecanismes (DeClerk y Imren, 1994; Kennedy, 1993; 

Clawson, 1996), algunes de ellos ya mencionades en el apartada I.B.3. En efecto, los 

inhibidores de proteasas pueden: 

- Bloquear la cascada de proteasas implicadas en el proceso invasiva y metastasico. 

- lnhibir la angiogénesis. 

- Inhibir la liberación de factores de crecimiento necesarios para el crecimiento 

tumoral . 

- Impedir la formación de radicales libres de oxigeno> los cuales posiblemente estan 

implicades en el inicio de la transformación celular. 

- Afectar la expresión de ciertos oncogenes ( c-myc, e-fos). 

- Reducir la amplificación del DNA asociada a la transformación celular inducida por 

radiación. 
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l.D.2. EL INHIB.IDOR OE CARBOXIPEPTlOASA DE PATATA (PCI) 

I.D.2.a. Características generales 

El PCI es una proteína pequeña, rica en puentes disulfuro, presente de forma natural en 

la patata. Su conformación es globular, y esta formada por un núcleo central compacto del 

que protuyen las colas y C terminaJes (Figura I. 14.). En la naturaJeza, el PCI existe en cinco 

isofonnas, cuyas propiedades se resumen en la Tabla I. 7. (Hass y col., 1979). Como se puede 

observar, se trata de proteínas muy pequeñas, de 37-39 resíduos, correspondientes a pesos 

moleculares entre 4075 y 4333 Da. Todas elias tienen un punto isoeléctrico inferior a 7, y no 

poseen ni leucina ni metionina y su coeficiente de extinción del PCI a 280 nm es de Eo,l%=3. 

El PCI es un inhibidor de las carboxipeptidasas A y 8 de muy alta afinidad, siendo su Ki del 

orden de nM. No existen diferencias significativas en esta Ki entre las diferentes isofonnas del 

inhibidor. El PCI es muy resistente a· la proteólisis y a altas temperaturas, debido a su 

reducido tamaño y a la presencia de los tres puentes disulfuro por molècula (Ryan y col. , 

1974). 

Ta bla I. 7.: Características de las isoformas del PCI de los tubérculos de patata. 

Isoforma 

Propiedad PCI-Ia PCI-Ib PCI-Ua PCI-llb PCI-fll 

Peso molecular 4219 4089 4333 4204 4075 

N° de residuos 39 38 39 38 37 

Punto isoeJéctrico 4,6 5,8 6,5 

K¡, app. (CPA) 1,9-3,5 nM 1,5-2,7 nM 1,6-3,3 nM 

K¡, app. (CPB) 3,2-6 nM 1,1-5,5 nM 1,3-3,3 nM 

Las cinco isoformas del PCI tienen secuencias de arninoacidos casi idénticas, como se 

muestra a continuación. Todas poseen 3 puentes disulfuro. La isoforma utilizada en el 

presente trabajo ha sido la lla. 

5 10 15 20 25 30 35 

PCI-Ia <EOHADPI CNKP CKTHDD CSGAWF COA CWNAAGT CGPYVG 

PCI-Ib <EHADPI CNKP CKTHDD CSGAWF COA CWNAAGT CGPYVG 

PCI-IIa <EOHADPI CNKP CKTHDD CSGAWF COA CWNSART CGPYVG 

PCI-IIb <EHADPI CNKP CKTHDD CSGAWF COA CWNSART CGPYVG 

PCI-111 HADPI CNKP CKTHDD CSGAWF COA CWNSART CGPYVG 

Por lo que respeta a su localización en la planta, el PCI es especialrnente abundante en 

los tubérculos, y se ha encontrada que se acumula, en grado variable. en las hojas, taJlos y 
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yemas (Hass y col. , 1979), sobre todo en circunstancias especiales, como por ejemplo en 

respuesta a heridas (Graham y Ryan, 1981 ). Respecto a su localización intracelular 

(Hollander-Czitko y col., 1985), se ha descrito que el PCI se acumula en las vacuolas de las 

células del mesófilo en las hojas de la patata, por lo que es de esperar que en las células del 

resto de los órganos donde aparece el PCf sea también de localización vacuolar. 

Dado que el PCI en su fuente natural no es demasiado abundante, en el presente trabajo 

el inhibidor se ha obtenido de manera recombinante en E. coli. Se ha utilizado un gen sintético 

para el PCI, que se ha expresado en E. coli para obtener el inhibidor recombinante en gran des 

canti dades mediant e ferrnentación (Molina y col. , 1992; Molina y col. , 1994; Marino y col. , 

1994). 

La función o funciones fisiológicas del PCI no estan aún claras. Se ha sugerido que 

podria regular proteasas endógenas de la patata, o bien tener como rnisión protegerla contra 

proteasas de plagas (insectos, fitófagos, hongos, etc; Ryan y col. , 1974). Hasta el momento no 

se ha encontrada que el PCI inhiba ninguna de las carboxipeptidasas encontradas en 

solamíceas ( Ryan, 1981 ), pero sí se ha descrito que el PCI inh i be una carboxipeptidasa 

producida por el hongo entomopatogénico de la cutícula de cucarachas Metarhizium 

anisopliae (Leger y col., 1994), así como la de ciertas bacterias (Hass y Ryan, 1981). Hay 

algunos datos que parecen apoyar la posible función del PCI como una molécula defensiva 

frente a los herbívoros. Así, se acumula en los tubérculos de patata y se encuentra presente, en 

una concentración menor, en los órganos aéreos de la planta. Su concentración en las hojas se 

incrementa de 2 a 3 veces en respuesta a heridas mecanicas (Graham y Ryan, 1981). Éste es el 

rnismo comportamiento que presentan otros inhibidores de proteasas de la patata que se ha 

comprobado que sí son deletéreos para fitófagos. Ademas, se ha comprobado que el PCI 

inhibe el crecirniento del gusano Diatrotica larval, que se encuentra en una especie de maíz 

(Orr y col., 1994). 

Estructura tridimensional: 

En 1982, Rees y Lipscomb resolvieron, por cristalografia de rayos X, la estructura 

tridimensional del complejo PCI-CP A y 5 años después, en 1987, Clore y col. determinaran la 

conforrnación del PCI libre, en disolución, mediante resonancia magnética nuclear (Figura 

1. 14.). A pesar de su pequeño tamaño, el PCI posee una conforrnación globular y constituye 

un buen ejemplo de "proteïna mínima" capaz de adoptar una estructura tridimensional estable 

y funcional. 

Tanto la cristalografia de rayos X como la RMN -2D han revelado que el PCl posee una 

estructura tridimensional compacta, en forma de un núcleo globular del que sobresalen los 

extremo s N- y C-terrninal (Figura I. 14. ). Le fa !tan los dos elementos clasicos de estructura 
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secundaria: las bélices a. y las hojas B, y sólo posee una hélice 310 entre los residuos 14 a 18. 

de manera que su estructura tridimensional se organjza en tomo a sus tres puentes disulfuro, 

que enlazan las cisteínas 8 y 24, 12 y 27 y la 18 y 34, y forman un núcleo alrededor del cual se 

dobla la molécula. Este núcleo, que también se ha observada en muchas otras proteínas (ver 

Tabla I 8.), se ha denominada nudo de cisteínas (McDonald y Hendrickson, 1 993 ~ Sun, 1995: 

Ling y Nussinov, 1995) El extremo C-terminal constituye el centro de unión primario del PCI 

a la carboxipeptidasa, y se introduce en el centro activo de esta durante la formación del 

complejo PCI-CPA (Figura 1.15.). Las simulaciones mediante dinamica molecular del PCl 

libre, tanto en ausencia como en presencia de disolvente (Oliva y col. , 1991 a, b~ 1992), 

revelan que este extremo presenta una conformación con un alto grado de estabilidad que 

mantiene una direccionalidad respecto al núcleo central del inhibidor, muy similar a la que 

posee en el complejo PCI-CPA. En el mantenimiento de esta direccionalidad parecen tener un 

pape! importante diversos puentes de h.idrógeno que se establecen entre 'ítomos de la cadena 

principal de los residuos de la cola y otros del núcleo globular, destacando los siguientes: 

Ala26-Gly35, Trp28-Pro36, Trp22-Tyr37 y Asp 16-Tyr37. 

Tabla 1.8.: Superfamilias de proteínas que comparten un plegamiento 
de nudo de cisteínas. 

1 Lectinas de plantas/péptidos antimicrobianes 
2 lnhlbidores de proteasas de origen vegetal 
3 Kalata Bl 
4 Gunnarina, polipéptido supresor de gusto dulce 
5 Toxina tipo omega 
6 Toxina de escorpión 
7 Dominio de unión a celulosa 
8 (Pro)colipasa 
9 EGF!laminina 
lO Inhibidor bromeliano VI (inhib1dor de cisteín proteasas) 
ll BBl 
12 Tipo Elafina 
13 Inhibidor del Factor Xa, antistasin 

Figura 1.14.: Estructura del esqueleto de carbonos a del PCI representada en forma de cinta. Los 
puentes disulfuro se muestran explícitamente en color amarillo. 
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l.D.2.b. Interacciones entre el PCl y la carboxipeptidasa A (CPA) 

En el complejo PCl-CPA, residuos del centro activo del enzima interaccionan con los 

cuatro aminoacidos C-terrninales del PCI: Gly 39, Val 38, Tyr 37 y Pro 36, fonnando la 

región de contacto primario (Figura 1.15.). La Val 38 del PCI, que ocupa el subsitio S1 de la 

CP A en el complejo entre ambas proteínas, establece diferentes interacciones con residuos del 

centro activo del enzima, responsables de la energia de asociación del complejo, tal y como se 

ha demostrada mediante técnicas de ingenieria de proteínas (Molina y col., 1994). 

Los residu os 27 a 30 del PCI contactan con los 246 a 248 de la CP A, formando una 

región de contacto secundari o. La cadena lateral de la Hi s I S del PCI también forma parte de 

esta región (Rees and Lipscomb, 1982). 

Breve descripción del mecanismo de acción del PCI 

Una vez unido el PCl a la CPA, ésta hidroliza el residuo C-terrninal del inhibidor (Gly 

39), que pennanece atrapado en el centro activo. Si el Pel fuese un sustrato normal, a 

continuación la eP A cortaria el siguiente residu o, pe ro est o no ocurre porque el núcleo 

globular del Pel impide que su cola e-terminal avance un Jugar en el centro activo del 

enzima, lo que seria necesario para que ésta cortase el nuevo residuo e-terminal (Val 38). Por 

o tro lado, las interacciones que se establecen entre el Pel y la eP A provocan que el complejo 

sea muy estable e impiden su disociación. Por lo tanto, el Pel permanece bloqueando el 

centro activo de la eP A sin poder ser cortado por ella, de aquí su capacidad inhibitoria. 

Figura 1.15.: Estructura del complejo PCI-CPA. Ambas proteínas se representan en forma de cinta, 
en verde la CPA, en rojo el PCI (en amarillo sus puentes disulfuro). 
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I.D.2.c. Aplicaciones del PCI 

El PCI, al igual que otros inhibidores de proteasas, tiene varies campos de aplicación, 

entre los que se encuentran los siguientes: 

-El PCI constituye un modelo para el estudio de la relación "estructura-función" en proteínas. 

Aprovechando que es una proteína pequeña y que se puede expresar en forma nativa, soluble 

y estable, se pueden introducir cambios en su secuencia de aminoacidos mediante mutagénesis 

dirigida, y estudiar las alteraciones que estos cambios pueden provocar en su estructura y 

cómo afectan a su función inhibitoria (Querol y coL, 1993). 

- Los complejos proteasa-inhibidor (como el CPA-PCI) son buenos modeles para el estudio 

de las interacciones proteína-proteína, sobre las cuales aún existen muchas cuestiones por 

resol ver (Molina y coL, 1994 ). El conocimíento de las características estructural es de los 

complejos proteína-proteína, y de las fuerzas que gobiernan su formación, resulta del maximo 

interés, no sólo teórico, sino también aplicado, porque podría llevar al diseño de farmacos 

peptídicos, dirigides específicamente contra proteínas concretas. 

- Inhibición de proteasas en cultives celulares y tisulares. En las muestras originales para la 

purificación de ciertas proteínas hay muchas carboxipeptidasas que se deben inhibir. 

- Purificación de proteasas: el PCI se utiliza para la purificación de diversas carboxipeptidasas 

mediante cromatografia de afinidad, uniendo PCI a la resina (Hass y col. , 1979 y Hass y Ryan, 

1981 ). El PCI presenta diversas caracteristicas que lo hacen especialmente adecuado como 

ligando en cromatografia de afinidad: se une fuertemente a sus enzimas diana; es estable a pHs 

extremes; el cloruro de guanidinio 6 M no desnaturaliza al inhibidor de forma irreversible y 

puede por ello ser utilizado para lavar la columna. Los grupos amino del inhibidor se pueden 

modificar sin reducir su actividad, Jo que hace posible acoplar directamente el PCI a Sefarosa 

activada con BrCN. Como resultada de todas estas propiedades, la resina de afinidad con PCI 

unido es efectiva y estable durante meses, y se ha utilizado para purificar CP A y CPB porcina 

y bovina (Ager y Has, 1977), carboxipeptidasa de mastocitos (Everit y Neurath, 1980), y 

otras. 

- Aplicaciones clínicas: en este campo, el PCI podría tener aplicaciones en el futuro en dos 

areas diferentes. 
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- Se ha encontrada que el PCI, a bajas concentraciones (5 ¡..tg/mL), inhibe in vitro la 

transformación tumoral inducida por radiación de células embrionarias de ratón 

(Billings y coL, 1989). El PCI se une ptimero a la membrana plasmàtica de las 

células, y se internaliza ràpidamente. Se ha comprobado, asimismo, que el inhibidor 

li de patata (un inhibidor de serín-proteasas) también inhibe Ja transformación 
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tumoral inducida por radiación, y, lo que es mas interesante, ambos inhibidores (el 

PCT y el inhibidor IT) tienen un efecto sinérgico, es decir, su efecto supresor de la 

transformación tumoral se incrementa si se administran conjuntamente. Previamente 

al estudio de Billings y col. se había demostrado que los inhibidores de serín­

proteasas son supresores efectives de la carcinogénesis inducida quimicamente y por 

radiación, no solo in vitro sino también in vivo (Hocman, 1992). Esto lleva a suponer 

que existe una serín-proteasa implicada en la transformación maligna de las células. 

Los resultades obtenidos por Billings y col. sugieren que hay, al menos, dos 

actividades proteasicas diferentes involucradas en la transformación maligna de las 

células: una serin-proteasa y una metaloproteasa, siendo esta última susceptible de 

ser inhibida por el PCI. Esta metaloproteasa podria ser intracelular, y el PCI llegaria 

hasta ella gracias a que es intemalizado. Por todo esto, no se descarta que en el 

futuro los inrubidores de proteasas puedan ser utilizados en clínica como inhibidores 

de la transformación tumoral. Debido al efecto sinérgico citado seria ideal la 

utitización de una mezcla de uno o diversos inrubidores de serin-proteasas y un 

inhibidor de metaloproteasas, como el PCI. 

- Existen diversas carboxipeptidasas reguladoras implicadas en el control de procesos 

fisiológicos en el cuerpo humano, como el procesamiento de hormonas peptídicas y 

neurotransmisores (Gee y col. , 1993 y Wang y col. , 1994). La mayoría de elias se 

encuentran en la membrana plasmatica de las células, con el centro activo protuyendo 

al exterior. Algunas de estas carboxipeptidasas son inrubidas por el PCL, como ocurre 

con la de mastocitos o la de placenta. Por ello, no es descartable que el día que se 

conozca la función fisiológica exacta de estas carboxipeptidasas, y su posible pape! 

en disfunciones y entèrmedades, el PCI encuentre aplicación como inhibidor de las 

mismas en los casos en que una excesiva actividad carboxipeptidasica esté implicada 

en la enfermedad. 

- Resistencia a plagas en plantas: ya se ha comentado como el posible pape! fisiológico del PCI 

podria ser conferir resistencia frente a fitófagos. Así, se ha descrito que el gusano Diatrotica 

larval, que se encuentra en una especie de maíz, ve inhibido su crecimiento al ser alimentado 

con PCI y fragmentes trípticos de una multicistatina de patata (Orr y col., 1994). Por lo tanto 

seria posible crear plantas transgénicas para el PCI con el fin de conferiri es una mayor 

resistencia a fitófagos, como ya se ha hecho con otros inhibidores de proteasas (Ryan, 1989). 

- En el presente trabajo, como se describiní posteriormente, se ha encontrado otra posible 

aplicación clínica del PCI, de gran transcendencia. 
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U. OBJETIVOS 

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido el estudio de los efectos del PCI sobre 

células tumorales, así como el amilisis de su mecanismo de acción a nivel celular y molecular, 

con el fin de determinar su potencial como nuevo farrnaco antitumoral. 

Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudiar la acción in vitro del PCI sobre el crecimiento de células tumorales de pancreas. 

2. Estudiar la acción in vivo del PCI sobre tumores implantados en ratones atímicos e 

inducidos en ratones transgénicos. 

3. Caracterizar el meca ni sm o celular de acción del PCI mediant e estudio s de internalización del 

inhibidor y de aJteración de la expresión génica en células de cancer de pàncreas. 

4. Determinar el mecan1smo molecular de acción del PCl mediante estudios de unión y 

activación de receptores. 
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ID.A. OBTENCIÓN DE PCI RECOMBINANTE 

ill.A.l. EQUIPO Y PRODUCTOS QUÍMJCOS EN GENERAL 

ill.A.l.a. Equipo 

Durante la realización del presente trabajo se han utilizado con caracter general los aparatos que se 
detallan a continuación. Aquellos aparatos empleados sólo para técnicas concretas se citan en los apartados 
donde se describen las técnicas correspondientes. 

Agitadores magnéticos Agimatic-NM (Selecta, Espafia) 
Agitador vòrtex Technokartell. TkJS (Selecta, Espafia) 
Aparato de ultrafiltración de agua Mono-Q plus (Millipore, EE.UU.). 
Autoclave AE-75 (Raypa, Espafia). 
Balanzas FY -300 y ER-120A (A&D Co. Sal ter, Japón). 
Baño termostatico Tectron S-543 (Selecta, España) 
Bloque termostatico Tectron-100 (Selecta, España) 
Cabina de flujo laminar 2G.9 (Telstar, Espafia) 
Centrífuga de eppendorfs 2Kl5 (Sigma, España) 
Centrífuga RC-58 (Sorvall, EE.UU.) 
Congeladores -20°C (Aspes y Balay, España) y -80°C (Sanyo, Japón) 
Destilador de agua Milli-Ro 6 (Millipore, EE.UU.) 
Espectrofotómetro CE6602 (Cecil, Reino Unido) 
Estufa de cultivo I-280 (Raypa, Espafia) 
Estufa de secado T6030 (Heraeus, RFA) 
Fuentes de alimentación para electroforesis modelos G-200 (SBS instruments, Espada) y EPS 200 
(Pharmacia Biotech. Suecia) 
Tmpresora para espectrofotómetro CE6606 (Cecil. Reino Unido) 
Incubador de precisión HotCold-UM (Selecta, Espada) 
Lector de microplacas ELx800 (Bio-Tek Instruments Inc. , EE.UU.) 
Liofilizador HETOLap Equipment (HETO, Dinamarca) 
Microondas M704 (Philips, R.F.A) 
pHmetro micropH2000 (Crison, España) 
Pipetas automaticas (Finnpipette, Finlandia) 
Placas de ELISA modelo 17298 (Nunc. Dinamarca) 
Rotovapor (centrifuga de vacío) VR-l/120/240 (HETO, Dinamarca) 

ill.A.l.b. Productos químicos 

Los productos químicos de uso general utilizados han sido reactivos de grado analitico procedentes de 
las compañias Fluka (Suiza), Merck (R.F.A.), Serva (R.F.A.) y Sigma Chemical Co. (EE.UU.). La procedencia 
de los productos de uso mas especifico se indicara a medida que estos aparezcan en el texto. 

III.A.2 MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 

ill.A.2.a. Medios de cultivo 

Los medi os de cultivo que se utilizaron para el crecimiento de la cepa bacteriana E. coli [piMAM3] se 
detallau a continuación: 

Medi o de cultivo M9CAS 

La composición es: 
Sales M9x5 
MgS04 1M 
CaCI2 0.1 M 
Tiamina 1M 
Glicerol 80% 
Casaminoacidos 20% 
Agua destilada 

200 mL 
2mL 
1 mL 
I mL 
Hasta 0,5% final 
Hasta 0.2% final 
Hasta I L 
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Estas siete ctisoluciones se esterilizan por separado. la tiamina por filtración y el resto mectiante 
autoclavado ( l20°C, 20 min). 

Composición de las sales M9x5 : 
Na2HP04.H20 32,3 g 
KH2P04 15g 
NH4Cl 5g 
NaCI 2,5 g 
H20 Hasta 1 L 
Una vez mezcladas, la ctisolución se ajusta a pH 7.4 y se esteriliza en autoclave. 

Medi o de fermentación 

Se utüiza M9CAS. acticionando una serie de oligoelementos (Marino. 1994): 

Los oligoclcmentos son : 
9tigoelemento 
MnS04.H20 
CaCI.6H20 
ZnS04 .7 H20 
CuCI2.H20 
H3B03 
AICI3 
FeS04.1H20 

cc. final 
lO ¡.tg/L 
4¡.tg/L 
2 J.ig/L 
I ¡.tg/L 
0,5 ¡.tg/L 
I ¡.tg/L 
40 ~Lg/L 

Ill.A.2.b. Cepa utilizada y mantenimiento de la misma 

En el presente trabajo la cepa utiJizada ha sido: 

-Escherichia-coli cepa MC 106l(Casadaban y Cohen. 1980) con genotipo: hsd R2, hsd W. hsd s+. ara 

Dl39, 6(ara-leu)7697, 6(1ac)X47. gal El5, gal Kl6, rps L (Str'). Mer A. Mer Bl. Esta cepa estaba 
transformada con el pl<ísmido piMAM3 de 7250 pb (Figura lli. I), cticho plasnúdo consiste en tm gen sintético 
para el PCI insertado en el vector de expresión piN-IIl-ompA-3 (Molina, 1992). La cepa fue suministrada por 
los Drs. F. X. Avilés y M. A. Molina. 

El vector piN-111-ompA-3 pcrtencce a la fanúlia de vectores piN-lll-ompA (Ghrayeb y col., 1984), que 
contieoen un gen de resistencia a la ampicilina, el gen del represor Iac!. un origen de replicación del tipo 
ColE I y un promotor lpp-lacZpo, inducible por IPTG, que controla la eÀ-presión de la secuencia sei1al de 
secreción OmpA. Esta es una secuencia de 63 pb que codifica para un péptido seiial de secreción detras del 
cuat hay tres ctianas de restricción únicas (EcoRL BamHJ y Hindlll) en las que se insertan los genes foràoeos, 
que quedan fusionados al péptido sefiaJ OmpA. Cuando atraviesa la membrana interna de la bacteria y sale al 
espacio periplàsnúco el péptido señal es cortado. dejando la proteína recombinante Libre. Los tres vectores de 
la familia piN-IIT-ompA varian en el marco de lectura en el que se encuentran las dianas de restricción úJúcas 
mencionadas. 

Figura 111.1 .: Mapa del vector piMAM3. /pp, promotor de lipoprotelna; Jac, promotor operador Iac; ompA, 
secuencia para el péptido señal OmpA; PCI, gen para el PCI-IIa; laci, gen para el represor Iac. 
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Para el mantenimiento de la cepa portadora de piMAM3 se realizaron glicerinados con medio de 
congelación. 

La composición del medio de congelación x 2 es: 
K2HP04 12.6 g 
Citrato sódico 0.9 g 
MgS04.1H20 0,18 g 

(NH4)2S04 1.8 g 

KH2P04 3,6 g 
Glicerol 88 g 
Agua destilada Hasta I L 

Una vez preparada. se autoclava (120°C, 20 m.in) y se conserva a temperatura ambiente. 

III.A.2.c. Condiciones de cultivo de E. coli productora de PCI 

La cepa de E. coli portadora del plàsmido piMAM3 se cultivó en medio M9CAS con 50 ¡.tg/mL de 
ampicilina. utilizando como fuente de carbono glicerol al 0,5%. El crecimiento se realizó a J7°C y con una 
agitación de 250-300 rpm. Las cepas de E.coli [pfMAM3] se conservaran glicerinadas a -70°C. Los 
glicerinados se realizaron directamente a partir de las colonias obtenidas por transformación de E. coli con 
piMAM3. Para el crecimiento de estas cepas en medio líquido en primer lugar se inició un cultivo de noche de 
la cepa deseada. inoculandola a partir de un glicerinado en 1 a 5 mL de M9CAS+ Ap. Al día sigui en te se 
inoculó el volumen deseado de M9CAS+Ap fresco con l/100 de cultivo de noche. 

III.A.J. EXPRESIÓN DEL PCI RECOMBINANTE 

El PCl recombinante se obtuvo por fennentación discontinua alimentada de la cepa de E. coli 
MC I 06 1 [piMAM3]. El protocol o empleado se detalla a continuación. 

III.A.J.a. Preparación de una fermentación 

1- Montaje del fermentador 

A- Se monta el fermentador (Biostat B, Braun, R.F.A.) tal y como se utilizaní (Figura ill.2), 
colocando las botellas y calibradores en la posición de uso. Se comprueba que esté bien cerrado. que 
los tubos que salen de las botellas de alimentación lleguen bien a las bombas y que los cables que 
salen de las sondas de pH. 02, antiespumante etc., lleguen bien hasta el cuerpo del fermentador 
(donde debenin conectarse). 

8- Se llena la camisa externa con agua hasta aproximadamente 3/4 de su capacidad, para 
conseguir un calentamiento mas homogéneo del vaso del fermentador y evitar la rotura del vidrio 
durante el autoclavado. Se dejan los conductos de entrada y salida de la camisa abiertos. ya que de lo 
contrario puede explotar con la presión. 

C- Se comprueba que los tubos que acaben libres tengan algodón y pape! de aluminio en la punta. 
Deberan estar pinzados con pinzas Hoffman tanto los trozos de goma de conexión. como los que 
acaben libres, para evitar el escape de medio de cultivo durante el autoclavado. 

D- Antes de poner el vaso en el autoclave, se comprueba que las partes eléctricas de las sondas de 
Ü2 y pH estén protegidas. 

2- LJenado del fermentador, esterilización y calibrado de las sondas. 

A- La sonda de pH se calibra ~:-..'temamente al vaso del fermentador. Ya que el electrodo de pH se 
sumerge directamente dentro del medío de fermentación (debido a que no tiene una funda que lo separe 
del medio) se calibra antes de autoclavar. El calibrada resiste el proceso sin sufrir modiñcaciones, 
mientras que la sonda de 0 2 se calibra después de autoclavar. 

B- Se llena el vaso del fermentador con el medío deseado. En este caso se pone a autoclavar 
juntamente con el vaso, el agua y las sales M9. El resto de componentcs del medío se añadiran después 
del autoclavado. Finalizados estos dos procedimientos. se pone el vaso del fermentador, completamente 
montado (tal como sera utilizado) en el autoclave, para su esterilización. No ohidar dejar un orifici o 
abierto para evitar que explote por exceso de presión, que se cerraní inmediatamente al sacar el vaso del 
autoclave. 
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C- Una vez autoclavado. sc espera que baje la temperatura para proceder a acabar de llenar el 
fermentador. Para agilizar cste proceso. sc puede concctar el vaso al cuerpo del fe rmentador y 
proporcionarle agitación y circulación de agua fria por su camisa. Cuando se encuentre alrcdedor de los 
3 7"C. se añaden ba jo campana el resto de componentes del medi o. En este caso. mediante est e 
proccdimiento. se ailadc: CaCI. MgS04. tianúna. glicerol. casaminoacidos. mczcla dc oligoclementos y 

ampicílína. Si sc agrcgan pocas cosas. se puede hacer "in situ". utilizando un sépturn en alguna puerta 
de la tapa del vaso. En cstc trabajo se añadió el inductor IPTG por un séptum. inmediatarncntc antes de 
empezar la fermentación. 

D- Se deja el fermentador toda la noche en las condiciones iniciales de fermentación. es decir en 
agitación. aireación a 37"C y con las sondas conectadas. Esto permitir.í la polari7..ación de la sonda de 
02. que debe estar. como núnimo. ocho horas concctada antes de su utilización. Adcrruís. dejar el 

medio durante toda la noche en eStas condiciones pcnnitirn comprobar si ha habido alguna 
contaminación. ya que si es así se vern el mcdio opaco y no cristalino (debido al crccimiemo de 
microorganismos). 

E- Se calibra la sonda dc 02- Primero sc calibra al 0%. bombeando N2 por el sistema de aireo 

durante 20-30 min con agitación fuerte (900 rpm). Este tiempo es suficiente parJ dcsplazar todo el 02 

contenido en el fermentador. Dcspués se calibra al 100% bombeando aire. también con agitación. y 
durante el mismo tiempo. El fcm1entador queda así preparado para iniciar la fermentación. Se prosigue 
con la inoculación. 

Figura 111.2.: Esquema de un fermentador 

Ill.A.J.b. Obtención del inóculo 

Para llegar al díade la fcrmentación con un inóculo adecuado. se debe empezar la preparación con dos 
dfas de antclación. Dado que los inóculos se hacen 1/100 para cultivos en erlenmeyers. y 1/10 para inocular al 
fermentador. el primer día se hacc una inoculación (mojando la punta de un asa de Kohl en el glicerinado 
deseado) en 1.5 mL del mcdio dc cultivo M9CAS + Ap. Sedeja crccer toda la noche a 37"C y 300-350 rpm. 
para tener así el inóculo primario. El scgundo día sc añade el inóculo prirnario a un erlenmeycr que contiene 
150 mL de medi o fresco (inóculo 1/l 00). Se dcja crecer el cultivo o/n en idénticas condiciones. Este es el 
inóculo secundario. EI tercer dfa sc siembra el fermentador con los 150 mL de inóculo sccundario. Como que 
la fem1cntación que sc realiza es dc 1.5 L. este contcndr.í 1350 mL de medio fresco (inócuJo 1/1 0). 

IO.A.J.c. Fermcntación discontinua alimentada 

EI tipo de fermentac16n en cstc trabajo ha sido discontinua alimentada o "red batch". Esta técnica es 
cscncialmente un cultivo en batch que sc alimenta con nutrientes rrcscos. En este tipo de rcrmcntación hay dos 
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fases. durante la primera las células crecen hasta agotar los nutrientes del media inicialmente puestos en el 
fermentador. Si fmalizasc aquí. la fermentación seria típicamente un cultivo en batch. AJ continuar. se entra 
en una segw1<ia etapa en la que se deben añadir los nutrientes limitantes del crecimiento. para mantener el 
cultivo en fase exponencial. Si se deja de suplementar el medio en este punto, el cultivo entrara en fase 
estacionaria. y posteriormente de muerte. La otra característica fundamental de estc tipo de fcm1entación es la 
aireación forzosa que se consigue burbujeando oxígeno a prcsión a través del cultivo. Esta aireación forzosa 
conjuntamente con el sun1inistro continuo de nutrientcs permite la obtención de densidades celulares del 
cultivo 60 veces superiores a las que se consiguen en un cultivo discontinuo. 

Las técnicas de control feedback se clasifican. para este tipo de cultivos. en dos grupos principales: 
control feedback indirecto. que consiste en seguir par:ímetros de fermentación que estan ligados 
indirectamente con el sustrato que puede o no ser limitante (como el oxigeno disuelto, cociente respiratorio y 
pH); y control feedback directa, que consiste en el seguimiento de la concentración del sustrato en el medio de 
cultivo. 

En este trabajo se utilizó la presión de oxigeno como indicador del estado metabólico del cultivo 
(control indirecta). Así. si las células estan limitadas por alguna de los nutrientes. experimentan un descenso 
de su actividad metabólica. lo que se traduce en un consumo mas bajo de oxigeno. Debido a esto. aumenta la 
presión de oxigeno en el fermentador. y es esta lo que se detecta a través de la sonda. Un ascenso nipido de la 
presión de Ü2 indica que el sustrato limj.tante. en aquel momento. es la fuente de carbono. Si la presión de Ü2 
aun1enta mas lentamentc. y cuando se adicionan unas gotas de NH3 empieza a bajar. es indicativo de que el 

sustrato limitante. en aquel momento. es la fuente de nitrógeno. 

La adición de nutricntes en una fermentación úpica se muestra en la Tabla Ill. l. aunque cada 
fem1entación es diferentc de la anterior, y el orden en que se deben añadir los sustratos puede variar, por que 
cada fem1entación debe seguirse para poder tomar en cada momento la decisión adecuada. 

Ta bla Illl.. adkión de nutrientes durante una fermentac1ón. 

2, 15 
4,00 
4,25 

4,45 
5,00 
10,30 

26-30 

Condiciones iniciales: pH = 7, temp. = 37 "C, agitacion = 
300 rpm. aire = 6 Umin 
Medio = M9CAS +Ap+ Oligoelementos + IPTG. 

adi ci ona 
CASaa 
glicerol +CASaa 
MgS04 +CaCI + sales M9 + tiamina + Ap 
CASaa 
eruiquecimiento del aire con Ü2 
MgS04 + CaCI + sales M9 + tiamina + Ap 
+glicerol+ CASaa + IPTG. 
FINAL 

ID.A4. PURIFICACIÓN DEL PCI RECOMBINANTE 

La purificación del PCI recombinante se llevó a cabo por centrifugación, seguida de cromatografia 
atmosférica de fase reversa. FPLC de intercambio aniónico y .finalmente HPLC de fase reversa. EI proceso de 
purificación se siguió estimando, después de cada paso, la concentración de proteínas 
espectrofotométricamcnte, y la concentración de PCJ recombinante por determinación de la actividad 
inhibitoria de CPA 

ll.AA.a. Obtención de medio extracelula r de cultivos por fermentación 

El media procedcnte de una fermentación sc somete al siguiente procedimiento: 

l. Se centrifuga a 10.000 x g dumnte 30 min. 
2. Se filtra por 0.8, 0,4 y 0,22 ¡.un sucesivamente. Los filtros util izados fueron Millex - GV 

(Millipore, EE.UU.), ya que tienen una baja retención de proteínas. 
3. Se concentra por filtración tangencial (Pellicoo MiJlipore. EE.UU.) a través de membranas de 

tan1año de po ro de 1000 Da. 
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LU.AA.b. Conccntración 110r cromatografía de fase reversa 

El medi o procedente del paso anterior sc concentra nucvamente utilizando columna s "Scp-Pak C !8 

cnvironmentaJ" (Waters. EE.UU.) de 35 cm3_ Estas son columnas de fase reversa ya cmpaquctadas. que 
rctienen el PCL 

El procedinúento seguido es: 

I. Sc pretrata la colwnna pasandole primero 50 mL de acctonitrilo (grado 1-IPLC) y dcspués LOO 
mL dc agua grado Mono--Q. 

2. Se pasa el medio por la columna. 
3. Se lava la columna con 100 mL de agua grado Mono--Q . 
~- Se lava la columna una vez con 50 mL de acetonilrilo 10% y otra con 50 mL dc acetonitrilo 

15%. para elinúnar proteínas débilmente unidas a la columna. 
5. Sc cluye el retenido con 50 mL de isopropanol al 30%. Sc recoge en tubos de 50 mL. 
6. Se evapora el retcnido en el rotovapor hasta un volumen aproximadamentc 1/ 10 del inicial. 

Esta disolución es el material de la etapa l. 

lU.AA.c. FPLC de intercambio aniónico 

La columna dc intercambio aniónico uúüzada fuc una TSK-DEAE 5PW de 21.5 x 150 mm 

(LKB.Suecia). El apar.lto de FPLC utilizado fue el FPLC SystemOY (LKB Pharmacia. Succia) al que se 
cncuentra acoplado un ordenador Tandon PAC 3865x. 
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El protocolo seguido se detalla a contiouación: 

1. Tampones de FPLC: 
- Tampón A: Tris-acético 20 mM pH 8.5. Se obtiene disolvicndo Tns 

(hidroximetilanúnometano) a una concentración 20 mM y ajustando su pH a 8.5 con acético 
glacial. 

- Tampón B: Tris-acético 20 mM pH 8.5 + Acetato amónico 0.8 M. Se obtiene 
disolviendo el Tris y el acetato amónico a las concentrac10nes señaladas y ajustando el pH 
con amoníaco. 

Sc filtran y desgasifican ambos tampones. Se rnide la conductividad del tampón A. que no 
acostumbra a superar los 400 J!S. 

2. Se equilibra la columna pasandole tampón A a un flujo de 4 mL/min durante. como mínímo. 
media hora. Al final del equilibrado el pH y la conductividad a la S<tlida de la columna. dcben ser 
iguales a los del tampón A. 

3. Mientras la columna se esta equiJibrando se centrifuga el material de la etapa I a IOOOOxg 
durante 5-10 nún. A continuación se añade tampón A hasta 30 mL y se rnide su conductividad y 
pH. Esta no ha de superar los 1500 J.LS. Si esto sucede hay que diluir el material en tampón A. 
Respecto al pH, si es inferior a 8,25 hay que subirlo basta este valor añadiendo NaOH 1 M 
Finaln1eote. se pasa el material por un filtro de 0.22 ¡mL 

~- Se carga el material en la colunma y se realiza la cromatografia utilizando el gradiente 
siguiente: 

Ticmpo o/oA %8 
(min) 
o 100 o 
30 100 o A: Tris-AcOH 20 mM (pH 8,5) 
90 80 20 8 : Tris-AcOI I 20 mNt AcONI-L¡ 0,8 M (pH 8,5) 
100 o 100 El flujo uulilado es de 4 mUmm 
125 o 100 
130 100 o 

5. La cromatografia se sigue detectando la rl280 a la salida de la columna. 
6. EI pico correspondiente al PCI recombinante se localiza detcrminando su actividad inhibitoria 

de CPA Se reúnen las fracciones con PCI. que conslituyen el material de la etapa 2. 
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El material de la etapa anterior se concentra de nuevo mediante una colunma Sep-Pak C18 con la 
finalidad de reducir su volumen y eliminar las sales. El protocolo seguido es: 

1. Se pretrata la columna pasandole primero 50 mL de acetonitrilo (grado HPLC) y después 100 
rnL de agua grado Mono-Q. 

2. Se pasa el material dc la etapa 2 por un filtro de 0,22 J.lOl y a continuación por la colunma. 
3. Se lava la columna con 100 mL de agua grado Mono-Q. 
4. Se eluye el retenido con 50 mL de isopropanol al 30%. Se recoge en tubos de 50 mL. 
5. Se evapora el retenido en el rotovapor basta que queda un volun1en muy pequeño, para diluirlo 

finalmente en 2 mL de H20 . Esta disolución es el material de la etapa siguiente. 

m.A.4.d. HPLC de fase reversa 

El último paso de la purificación del PCl recombinante es una cromatografia HPLC de fase reversa. La 
columna utilizada es una C4 semipreparativa Vydac 214TP1010 (1 ,0 x 25 cm). que tiene un tamaño de 
partícula de lO J.llll y un diéímetro de poro de 30 nm. 

El protocolo seguido fue: 

1. Preparación de los tampones A y B, que son los siguientes: 
- Tampón A: Agua Mono-Q con un O, l% de TF A. 
- Tampón B: Acetonitrilo con un 0.1% de TF A 
Sc filtran y desgasifican ambos tampones. 
2. Se equilibra la columna con una mezcla 80% A+ 20% B a un flujo de 1,4 mL/min al menos 

durante 20 min. 
3. Mientras la columna se esta equilibrando se centrifuga el material de la etapa 3 a I OOOOxg 

duran te 5 a lO min. 
4. Se carga la muestra en la columna y se reahza la cromatografia según el gradiente siguiente: 

Tiempo(min) %A o/oB 
o 80 20 
5 80 20 A: H20 + 0,1% TFA 
45 60 40 B: CH3CN + 0,1% TFA 
50 20 80 El tlujo es de 1,4 mUmin 
55 20 80 
57 80 20 

5. Se recoge en una fracción el pico del PCI, que aparece hacia los 35 mín. Si se desea, se puede 
comprobar la presencia de PCI mediante determinación de la actividad inhibitoria de CP A, 
utilizando otras fracciones como control. 

6. Se liofiliza la fracción anterior, obteniéndose así el PCI purificado. 

m .B. TÉCNlCAS DE À.NALlSIS DE PROTEÍNAS 

ffi.B.l. MÉTODOS DE CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

Para la determinación de Ja cantidad de proteína total y de PCI presente en las diferentcs muestras se 
utilizaron los protocolos que se describen a continuación. 

m .B.l.a. Determioación de la concentración de proteíoa 

Las estimaciones de la cantidad de proteina total se realizaron utilizando una adaptación del método de 
Bradford (1976), basado en la unión del colorante azul de Coomasie a las proteínas, utiJizando albúmina sérica 
como patrón. La determinación se realiza en placa de ELISA y se Iee la absorbencia a 620 nm en lector de 
microplacas. 
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ITI.B.l.b. Determinación de la concentración de PCI recombinante 

Para la detenninación de la cantidad de PCI recombinante presente en las muestras se utilizaron tres 
procedimientos: el primero espectrofotométrico, aplkable solo a disoluciones puras de PCI, e l segundo basado 
en la medida de la actividad inhibitoria de carboxipeptidasa A de la muestra, y el tercero por ELISA 
empleando anticuerpos contra el PCI. 

1/I.B.J.b./. Absorbencia A 280 nm. 

En el caso dc soluciones de PCI puras se detennina su concentración conociendo que el coefíci ente de 
e:\1inción es E o, 1 % = 3 (Hass y Ryan 1981 ). 

J/l.B.J.h.2. Determinación tle la activitlad inhihitoria de carboxipeptidasa A. 

El ensayo usado para la determinación de la actividad inhibitoria de carboxipeptidasa A de Jas muestras 
fue e l descrito por Hass y Ryan (1981 ). con alguna modificación. 

El ensayo es: 

l. Se prepara una disolución de benzoii-L-glicil-fenilalanina (hipuril-fenilalanina. sustrato 

artificial de la CPA) I mM en tampón de actividad de CPA (Tris· HCI20 mM. pH 7,5; NaCJ 0,5 M) 
La hipuril-fenilalanina es un sustrato de alta afínidad para la CPA cuya absorbencia a 254 nm 

aumenla de forma notable al ser hidrolizado por el enzima, lo que pcrmite segtúr el curso de la 
reacción cnzimatica. 

2. Se prepara w1a disolución de CPA bovina 0.1 mg/mL en tampón de actividad dc CPA 
diluyendo 2 ¡.t.L de disolución de CPA 25 mg/mL (Boehringer Mamlheim. R.F.A. : conservada a ~°C) 
en 0,5 mL de tampón de actividad 

3. Se mezcla en una cubeta dc cuano de l mL: 
Disolución de hipuril-fenj)alanina I mL 
Disolución de CPA O, I mg/mL 20 ¡.t.L (2 J.lg CPA) 
Muestra 2-50 ¡.t.L 
La cantidad de muestra que se añade en el ensayo depende de la concentración de PCI que se 

espera esté presente en ésta. 
4. Se mezcla invirtiendo la cubeta dos o tres veces dcspués de haber tapado su boca con paralïlm. 

y se sigue inmediatamente la A254 en w1 espectrofotómetro durantc 2 mín. 

Para estimar la cantidad de PCI presente en una muestra mediante este ensayo se debe disponer de una 
disolución control adecuada que sea Jo mas parecida posible a la muestra pero que no tenga PCI. Esta 
disolución control se debc someter al ensayo utilizando el mismo volumen que se utilizaní de muestra. La 
cantidad de PCI presente puede entonces estimarse de Ja forma siguiente: 

L. Se calculau las pendientes de las rectas de A 254 f rente al tiempo (min) obtenidas en los ensayos 

del control y la rnuestra. 
2. Se calcula el porcentaje de inhibición de la actividad CPA producido por la muestra según la 
fórmula . 

(Pendiente control - Pendientc muestr~ 
% Inhibición =---------------

Pendiente control 

3. Se calcula la concentración de PCI en la muestra según la fórmula: 

% lnh 2 ~g CPA I ~mol PCI 4295 ~g PCI Vol. utilizado (mL) 
Conc. PCI (~glmL) = --x x x x-------

100 35250 ~g CPA/ ~mol 1 ~mol CPA I ~mol PCJ Vol. muestra (mL) 

Hay otras sustancias. ademas del PCI. que pueden producir w1a cierta inhibición de la CPA. Así, la 
utilización de controles íncorrcctos puede producir errores en estas estimaciones. Durante este trabajo se han 
utilizado diferentes tipos de control según Ja muestra de que se tratara: 
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-Fracciones de los diferentes pasos de purificación: tanto para los picos de FPLC y HPLC se utili:r.a 
como control una fracción de ticmpo anterior al corrcspondicnte al pico de PCT. 
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- Soluciones de PCI puras: se utiliza como control agua destilada. 
- Dcterminaciones de actividad inhibitoria de medio de cultivo con PCI: se utiliza el mismo medio 
de cultivo proporcionado a las células, durante el núsmo tiempo, al cuat no se había añadido PCI. 

lllB.l.h.3. Ensayo de inmunosorhente ligado a enzima (ELISA) 

Se realiza utilizando anticuerpos purificados anti-PCI (Molina, 1993). Se determina la respuesta de 
ctiJuciones de PCI de concentración conocida. A continuación se realizan curvas-patrón con los datos de éstas 
a partir de las cuales se interpolan las concentraciones de PCI en las muestras. El protocolo utilizado es el 
siguiente: 

l . Se prepararan ctiluciones de PCI de concentración conocida en tampón carbonato-bicarbonato 
O, 1 M (pH 9,6). Dichas ctiluciones se preparan a partir de una ctisolución de PCI cuya 
concentración se estima por mectición de la A 280 y por determinación de la actividad inhibitoria de 
CPA. Las diJuciones de PCI utilizadas habitualmente van de 5 a 200 ng/mL (200, 150, 100. 90, 80, 
70, 60, 50. 45. 40, 35, 30. 25, 20, 1.5, 10 y 5 nglmL). 

La preparación del tampón carbonato es como sigue: 
a) Se prepara la Hamada ctisolución A ctisolviendo 2,756 g de Na2C03 en 130 mL de agua 

destilada, y la Hamada disolución B ctisolviendo 6,217 g de NaHC03 en 370 mL de agua destilada. 
Dichas ctisoluciones pueden almacenarse a temperatura ambiente. 

b) Se prepara el tampón carbonato mezclando 26 mL de A con 74 mL de B y 100 mL de agua 
destilada. Se núde su pH, que ha de ser muy próximo a 9,6. 

2. Se preparau diluciones de las muestras en tampón carbonato-bicarbonato. Dichas diluciones 
son l/10 y l/100 ó 1/100 y 1/1000 según las concentraciones de PCI esperadas en las muestras. 

3. lncubación del antígeno: se colocan 100 ~L de las diluciones patrón y de las muestras en 
pocillos de una placa de ELISA. Es conveniente poner todas las diluciones por duplicado. Se 
mantiene al menos 1 h a 37°C en una camara húmeda. 

4. Lavados: se elimina el exceso de la ctisolución de antigeno de la placa de ELISA por 
decantación. Se lavan los pocillos tres veces con "Saline Tween". En cada lavado, se llenan los 
pocillos con cticha disolución y luego se vacían por decantación. Tras el último lavado, se seca la 
placa golpeandola contra papei"Trapicel". 

EI "Saline Tween" se prepara ctiluyendo 1110 en agua destilada una disolución x10 cuya 
composición es: 

NaCl 90 g 
Tween 20 (BioRad) 5 mL 
Agua destilada l L 
Esta disolución puede conservarse a temperatura ambiente. 
5. Bloqueo de los Jugares libres: Se añade a cada pocillo 100 ~de una ctisolución de BSA al 

1% en tampón PBS-Tween. Se incuba 1 ha 37°C en càmara húmeda. 
El tampón PBS se prepara diluyendo 1/5 en agua destilada una disolución PBSx5 cuya 

composición es: 
NaCl 
Na2HP04.2H20 
NaH2P04.H20 

40,908 g 
6,67 g 
L72 g 

Agua destilada Hasta l L 
Se ajusta a pH 7,2 con acido fosfórico o NaOH. 
El tapón PBSxl es NaCI 140 mM; Na2HP04 7,5 mM; NaH2P04 2,5 mM. 
El PBS Tween se prepara añactiendo al tampón PBS un 0.05% de Tween 20. 
6. Se decanta el PBS Tween de los pocillos de la placa de ELISA. 
7. Incubación de los anticuerpos: Se afiaden a los pocillos 100 ~de una dilución adecuada en 

PBS Tween de los anticuerpos (o antisuero) ctirigidos contra el antígeno utilizado. Se incuba I ha 
37°C en camara húmeda. En nuestro caso se emplea una ctilución l/2000 de los anticuerpos anti­
PCI purificados. 

8. Lavados: Se procede como en 4. 
9. Incubación del conjugado: Se añade a los pocillos una dilución 1/2000 en PBS Tween de 

conjugado GAR-Po ("goat anti-rabbit peroxidase", Norctic, Holanda). Este consiste en anticuerpos 
de cabra contra la porción Fc de anticuerpos de conejo unidos químicamente al enzima peroxidasa. 
Se incuba a 37°C durante 1 h en camara húmeda. 
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10. Lavados: Se procede como en ~ . Asegurarse que al final los pocillos de la placa de ELISA 
estan bien secos, de lo contrario pueden obtenerse resultados extraños. 

11. Revelado: Se añade a cada pocillo 100 ¡.tL de disolución reveladora (sustrato colorimétrico 
de la peroxidasa). Se incuba en camara húmeda a 37°C el tiempo necesario para que los pocillos 
adquieran color, para lo que en general basta con 5 a I O mi n. 

La preparación de la disolución reveladora es como sigue: 
a) Se prepara tampón fosfato O, I M pH 7, cuya composición es: 
KH2P04 5,3 g 

NaH2P04 8.65 g 

H20 Hasta I L 

b) Sc preparau 500 mL de una disolución de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona 
hidrocloridro monohidrato (MBTH) 1.8 mM en tampón fosfato O, I M pH 7. Para ello se disuelven 
210 mg de MBTH en 400 mL de tampón fosfato. se lleva el pH a 6.25 con clorhídrico conccntrado 
y se agita l h a temperatura ambiente. A continuación se añade tampón fosfato basta 500 mL. sc 
ajusta a pH 6.25 con HCI y se filtra a través de un filtro Whatman 11°1. Se mide Ja A285 de una 

dilución l/10 de la disolución y se calcula Ja concentración de MBTH en la misma sabiendo que la 
00285 de w1a dilución 1/10 de una disolución 1.8 mM ha de ser 0.930. La disolución se alicuota y 
se congela a -20°C. conservandose a oscuras pues es fotosensible. 

e) Sc prepara Wl3 disolución de acido 3-dietilaminobenzoico (DMAB) en tampón fosfato 0.1 M 
pH 7. Para ello sc disuelven 6 g de DMAB en 160 mL de tampón fosfato. se lleva a pH 7 con 
NaOH 5 M y sc agita I h a temperatura ambiente ajustando periódicamcntc el pH. A continuación 
se lleva a 200 mL con tampón fosfato, sc ajusta el pH a 7 y sc filtra . Finalmente se mide la A305 de 

una dilución 1/200 de Ja disolución, que debe ser I ,29; y se alicuota la disolución. conservandose a 
-20°C. 

d) Sc prepara la disolución reveladora imnediatamente antes de usaria mczclando: 
Disolución de DMAB 180 mM 2.35 mL 
Diso1ución de MBTH 1,8 mM 9.3 mL 
ffi~1 6~ 
H202 30% 6.8 ¡.tL 
En el caso de que las disoluciones de DMAB y/o MBTH tuvieran molaridades diferentes a las 

descritas se usan los volúmencs de las mjsmas adecuados para lograr idéntica molaridad final en la 
disolución reveladora. a la vez que se modifica el volumen de PBS añadido para que el volwnen 
final de disolución reveladora sea el mismo. 

12. Paro de la rcacción: Se aíiaden a cada pocillo 40 ¡.tL de una disolución de H2S04 2M. 
13. Medida de las absorbencias: Se detennina la absorbencia de cada pocillo a 620 mn usando un 

lector de microplacas. 

En los ELIS As realizados se destinaron siempre cuatro pocillos a blancos: en uno se añadió ant1geno y 
luego anticuerpo, pero no conjugado. En otro anticuerpo y conjugado. pero no anúgeno: en w1 tercero 
antígeno y conjugado pero no anticuerpo; y en el último anúgeno. suero control de un conejo sin üumuuzar y 
conjugado. Dichos pocillos se tomaron como blancos a la hora de determinar la A620 dc los dcmas. 

Con los datos dc A620 de los pocillos con concentraciones conocidas de PCI se obtuvo Wla curva 
patrón que se ajustó según u11a regresión logarítmica y gracias a la cual se interpoló la concentración de PCJ 
en las muestras a partir de la A620 de los pocillos que contenían éstas. 

IU.C. TÉCN ICAS OE CULTIVO CELULAR 

ID.C. l EQU lPOS Y MATERIAL BASICO 
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Campana dc cultivo de fiu jo laminar Cultair Bio ~8M (CulteK. Espa:ña) 
Centrífuga de tubos Digicen-R (ALRES~ España) 
Citómctro de flujo: EPICS-752 Flow Cytometer (Coulter Electronics lnc. EE. VU.) 
Criotubos de 1 ,8 mL (Nunc, Dinamarca) 
CytoFluorTM 2300/2350 Fluorescence Measurcment System (Millipore. EE. UU.) 
Equipo de nitrógeno líquido (Abelló Oxígeno Linde, España) 
Frasco Roux de cultivo de plastico estériles de 75, 150 y 300 mL (Nunc. Dinamarca) 
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Hemocitómctro (Afora. España) 
Incubador de C02 Biocenter 200 1 (Salvis. Suiza) 
Microscopio invenido de contraste de fases (Zeiss. R.F.A.) 
Microscopio óptico (Zciss. R.F.A.) 
P1acas de cultivo de lO cm de diametro (Nunc. Dinamarca) 
Placas de cultivo de 24 y 96 pocillos (Costar. EE.UU.) 

DLC.2. MEDIOS Y DISOLUCIONES 

Azul de tripano (Merck. R.F.A.) 
BCECF-AM (Molecular Probes. Inc., EE.UU.) 
DMEM (Dulbecco's Modified Eaglc's Medium) liquido (Sebak, RFA) 
DMSO (Dimetil Sulfóxido) (Sigma, España) 
EBSS (Eaglc's Balance SaJt Solution) con EDT A 
EGF (R&D. EE.UU.) 
Eosina (Merck, R.F.A.) 
Gentamicina 50 mg/mL (Sebak, R.F.A.) 
FBS (FoetaJ Calf Scrum) (Sebak, R.F.A.) 
Hematoxilina de Delafield (Merck. R.F.A.) 
Insulina (Boheringer Mannheim. RF.A) 
Yoduro de propidio (Boheringer Mannheim. R.F.A) 
Kit EZ4U (Biomedica. Austria) 
Medio de montado (Merck. RFA) 
Piruvato 100 mM (Sebak. R.F.A) 
RNAsa A (Boheringer. R.F.A.) 
RPMJ-1640 líquido (Sebak. R.F.A.) 
Tripsina en polvo (Difco. R.F.A) 

PREPARACIÓN DE MEDIOS Y DISOLUCIONES 

BCECF-AM: (2'.7'-bis-(2-carboxi~tilo)-5-(6) carl.x>xifluoresceína. aminóxido-metilo éster): se prepara 
resuspendiendo 100 Jtg de dicho reactivo en 10 J1L de DMSO que se añaden a 12 mL de medio 
(DMEM+ 10%FBS). 

EBSS:_0,4 g de KCI. 6.8 g dc NaCL 2,2 g de NaHC03, 0.14 g de NaH2P04-H20, I g de O-glucosa y 

0,2 g de EDTA en 1 L de agua destilada. La mezcla se esteriliza por filtración (Embudo Nalgene. 
EE.UU.) con un filtro de 0.22 J1Il1 de baja adsorción de proteinas (Gelman, R.F.A.) 

Eosina: 1 g de eosina en 100 mL de H20 destilada. Una vez preparada se añaden unas gotas de acido 
acético. 

Hematoxilina de Delaficld: primero se preparan las disoluciones A (4 g hematoxilina. 25 mL alcohol 
absoluto) y B (40 g sulfato alumínica amónico en 400 mL de H20 destilada). Se mezclan y al cabo de 
4 o 5 días se filtran y se añaden 100 mL de glicerina y 100 mL de alcohol metílico. Pasados 4 o 5 días 
mas se fi ltra y ya se puede uti1izar. 

Medio incompleto: DMEM o RPMI (200 mL) + piruvato 0.5 mM (1 mL dc una disolución 100 mM)+ 
gentamicina 50 Jtg/mL (0.2 mL dc una disolución 50 mg/mL) + L-glutamina 4 mM (4 mL de una 
solución 200 mM). 

Medio completo con suero bovino: Medio incompleto + 10% FBS. 

Medio de congelación: DMEM o RPMJ + 20% FBS + 10% DMSO. 

Disolución de fijación de las células: etanol 70% a -2ooc. 

Diso1ución de voduro de propidio: yoduro de propidio (PI) 50 J!g/mL y ribonucleasa 20 11g/mL. 

75 



Material v Métodos 

Disolución de tripsina: 0.5 g de tripsina en polvo. 0,2 g de EDT A 8 g Na CI. ~00 mg KCI y 350 mg de 
citrato sódico en I L de agua destilada. La mezcla se esteriliza por filtración (E mbudo Nalgene. 
EE.UU.) con un fillro de 0.22 J.uu de baja adsorción de proteínas (Gelman. R.F.A). 
Tamoón CMFH-Tripsina-EDTA: 7.54 giL NaCl. 0,37 giL KCI. 0,0478 giL Na2HP04, 0,084 giL 

NaHC03, 0.9 giL glucosa (dextrosa). 5.96 giL HEPES, tripsina concentración final 0,0025% y EDT A 

concentración final 2 mM. Dicha disolución se tampona con NaOH a pH 7A: y posterionnente se 
fiJtra bajo campana con un filtro de 0.22 ¡.un. 

Tampón PBS. Su composición es la siguiente: NaCl 1~0 mM: Na2HP04 7,5 mM: NaH2P04 2.5 mM. 
Su pH se ajusta a 7.5 con NaOH o acido fosfórico. 

Medio sin suero COMEM - FBS): se prepara mezclando 200 mL de DMEM. 1 mL de disolución de 
piruvato 100 mM. 0.2 mL de disolución de gentamicina 50 mg/mL, BSA (albúmina sérica bovina) a 
una concentración finaJ del I%. 

Medio libre de suero <SFM): se prepara mezclando 200 mL de DMEM. I mL de disolución de 
piruvato 100 mM. 0.2 mL de disolución de gentamicina 50 mg/mL. BSA (albúmina sérica bovina) a 
una concentración final del 1%. transferrina a una concentración finaJ 5 !!g/rnL y seleni to sódico a una 
concentración final 5 ng/mL. 

Disolución de EGF: se prepara una disolución 100 !!g/mL de EGF en lO mM acido acético-0,2%BSA. 
que se estcril iza por filtración. Posterionnente se realiza una dilución I: 10 de la disolución madre 
también en 1 O mM acido acético-0.2%BSA. Se conserva alicuotada a -so·c. 

Disolución de insulina: se prepara una disolución stock de insulina 10 mg/mL en agua milliQ, que se 
esteriliza por fillración. Las diluciones posteriores se reaJizan en PBS-0, 1 o/oBSA. Se conserva 
alicuotada a -so·c. 

ill.C.3. LÍNEAS CELULARES UTILIZADAS 

ll.C.3.a. Líneas comerciaJes (ATCC) 

A43l : 1ínea de carcinoma epidermoide ATCC W CRL 1555. Establecida por Giard y col. (1973) a 
partir de un carcinoma epidérmico de vulva de una mujer de 85 años de edad. 

BI6Fl0: El melanoma 816 es un tumor muy indiferenciado que se aisló en los laboratorios Jackson 
(Maine. EE.UU.) en 1954. de un tumor subcutaneo espontíneo surgido en un ratón de la cepa C57BL/6J. 
Partiendo de esta linea primitiva U . Fidler obtuvo en 1972, mediante implantes reiterados por vía 
intravenosa de la células tumorales obtenidas de los focas metastasicos pulmonares. variantes celulares con 
diferente potencial metastflsico. De este modo seleccionó una Unea celu1ar con mayor capacidad metastasica 
que se conoce como B16Fl0 (Fidler y Nicolson. 1976) 

HIT: Linea transformada de insulinoma de Mmster ATCC N° CRL 1777. Establecida por Santerre 
(Santerre y col., 198 1) a partir de un cultivo primari o de islotes de Langerhans de Mmster tipo Syrian, que 
fuero n transformados con SV40. 

Capan-l : Linea de adenocarcinoma pancreatico humano. ATCC (American Type Culture Collection) 
N° HTB-79. Establecida por Fogh y col. (1977a y b) a partir de una metastasis en higado de un 
adenocarcinoma pancreatico de un hombre de 40 años blanco con t:ipo sanguíneo A+. La morfologia de las 
células es de tipo epitelial, la citopatología in vitro determinó un adenocarcinoma de células muy 
diferenciadas. En ratones atímicos las células desarrollan adenocarcimas similares a carcinomas pancreaticos 
de células ductales. 

PANC-1 : linea de adenocarcinoma pancreatico humano poco diferenciada ATCC N° CRL 1469. 
Establecida por Lieber y col. (1975) a partir de w1 carcinoma pancrcatico de origen ductal de un hombre 
blanco de 56 años de edad 
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IILC.J.b. Líneas procedentes del M.D. Anderson Cancer Ccnter 

MDAPanc-3: línea de adenocarcinoma pancreatico humano. Establecida por Olivé (Frazier y col.. 
1990) a partir de una metastasis en lúgado de un adenocarcinoma pancreatico moderadamente diferenciada 
localizado en la cabeza del pancreas de un paciente blanco de 52 años. 

ID.C.J.c. Líneas establecidas por el grupo 
lBF-CP3: línea de adenocarcinoma pancreatico humano. Establecida por E. Ferruíndez (Ferruindez. 

1994 ). Esta línea deriva de una biopsia de un adenocarcinoma de cabeza de pancreas. La paciente de 54 años 
presentaba Lnetastasis hepaticas. La anatomía patológica permitió clasi.ficar el tumor como adenocarcinoma 
mucosecretor moderadamente diferenciada con marcada reacción desmoplasica del estroma. 

iCAil-2: linea de insulinoma de ratón. Establecida por E. Ferruíndez. Esta linea denva del insulinoma 
de un ratón transgénico para una secuencia de la anhidrasa carbónica y la región codificadora del antígeno T 
de SY40. 

m.C.-t MANTENIMIENTO DE LAS LÍNEAS CELULARES 

ID.C. ... a. Mantenimieoto del cultivo 

Las células de las líneas utiliza~ se cultivan rutinariarnente en medio completo con lO% de suero 
fetal bovino (FBS) en frascos Rou.x de cultivo estériles. Los frascos se manrienen en un incubador a 37°C. 5% 
de C02 y 87% de humedad Se dejan crecer las células basta un 90% de confluencia. cambiando el medio 
según Jas necesidades del cultivo (cada 3-5 días). Una vez obtenida la monocapa se tripsinizan las células para 
realizar nuevos subcultivos. y si se desea para congelar una parte en N2 liquido. 

Las cantidades de medio añadidas según el tamaño del frasco utilizado son: 
- Frasco de 25 cm3 : 5 mL de medio. 
- Frasco de 75 cm3 : 15 mL de medio. 
- F rasco de 150 cm3 · 30 mL de medio. 

IILCA.b. Tripsinización 

El proceso de lripsinización incluye los siguientes pasos (cantidades utilizadas en el caso de frascos de 
25 cm3): 

l. Se retira el medio del frasco. 
2. Se limpian las células con 1 mL de EBSS durante l mín. Se retira la disolución salina. Este 

lavado pennite eliminar los restos de medio con suero que queden en el cultivo y favorecer el proceso 
de desanclado de las células del frasco al añadir EDT A. 

3. Se añaden al frasco 0.5 mL de tripsina y se coloca en el incubador. basta observar al microscopio 
invertida que las células empiezan a desengancharse (adoplan una moñología redonda y refringente), 
normalmente basta l o 2 rnin. Para acabar de desengancharlas se da un golpe seco al frasco. La 
reacción se para añadiendo al frasco l mL de medio completo. 

4. Se rccoge el medio con las células y se centrifuga en un tubo cónico estéril a 1500 rpm durantc 
10 roin. 

5. Se elimina el sobrenadante. se resuspende el sedimento en seco. se a.òade I mL de medio nuevo y 
se siembran nuevos frascos. 

ill.CA.c. Recuento directo 

El procedimíento para realizar el recuento y asi conocer la viabilidad y el número de células en 
cualquier momento del cultivo incluye los síguientes pasos: 

l. Tripsinización de las células según lo descrito el apartado ill.C.4.b. 
2. Una vez resuspendidas las células en I mL de medio, se toma una alicuota de 10 ¡.1l. y se coloca 

en un eppendorf. Se a.òaden lO ¡.1l. de azuJ de tripano y se mezcla. Se toman lO ¡.1l. de la mezcla y se 
depositan en un hemocitómetro. Las células vivas se observan como esferas refringentes y claras. 
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mientras que las muertas se observan como opacas y teñidas de azul. ya que el colorante sólo es capaz 
de penetrar en las células muertas. 

3. Se cuenta el total de célu1as de la zona W del hemocitómetro bajo el microscopio invertida. 
ctiferenciando las vivas dc las muertas. Las células contadas se convienen en células por mL 

multiplicando la cifra obtenida por lxl04 (factor de corrección de volumen) y por 2 (factor de la 
dilución hecha para el recuento). La viabilidad se calcula dividiendo el número de células vivas por el 
total de céluJas contadas y multiplicando por 100 . 
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Figura 111.3.: Hemocitómetro 

ffi.C.-'.d. Congelación y descongelación 

Una vez las células se ban tripsinizado y centrifugada (apartada III.C.4.b) se puede proceder a su 
congelación. Se deshace el sedimento en seco y se añade el medio de congelación (apartado III.C.2) a 4°C (el 
medio de congelación contiene DMSO, este producto hace que el citoplasma se componc como un gel duran te 
la congelación, lo que evita la forrnación de cristales que podrían romper las células). Todo el proceso dc 
congelación se realiza manteniendo los tubos y el medio en hielo, ya que el DMSO es tóxico para las células a 
temperaturas mas elevadas. 

Se recoge este medio con las células y se guarda en alícuotas de 1 mL en criotubos. El proccso dc 
congelación utilizado incluye los siguientes pasos: 

I. El criotubo se mantiene I h a -20°C. 
2. Sedeja al menos w1a nocbe a -80°C en una caja de poliestireno. 
3. Se guarda en Nz liquido (-196°C). 
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El proceso de descongelación de las células es el siguiente: se sacan las células de N2 líquido y se 
descongelan r<ipidamente en un baño a 37°C. una vez se ha deshecho el hielo se recoge el medio con las 
células y se col oca en un lubo de centrifuga estéril de 15 mL. Se aiiade gota a gota medi o completo (a -+ °C) al 
tubo. agitando enérgicamente después de añadir cada gota para homogeneizar la mezcla. Sc añade medio de 
cultivo basta un volumen de 6 mL. Este proceso es necesario para diluir de manera lenta el DMSO que 
conlieuen las células. Se centrifuga a 1500 rpm durante lO min. Se elimina el sobrenedante y el sedimento se 
deshace en seco. Se añade mcdio de cultivo y se colocan las células en un frasco nuevo. 

OI.C.S. ESTUDIO DE LOS EFECTOS PRODUCIDOS POR EL PCI 

Con la finalidad de determinar si la presencia de PCI en el medio de cultivo puede producir algún efecto 
sobre el crecimiento in vitro de las diferentes líneas celulares (apartado ill.C.3.) se han utilizado diferentes 
procedinúemos para determinar la proliferación relativa en presencia o ausencia de PCI. También se ha 
analizado si el efecto producido por el PCI implica cambios en las fases del ciclo. o si induce citotoxicidad de 
forma inespecífica sobre las células. 

OI.C.S.a. Disoluciones de PCI para incorporar a los cultivos 

El PCI liofilizado se disuelve en agua grado Mono Q y se determina su concentración 
cspcctrofotométricamente. El coeficiente de extinción del PCI es Eo.l%= 3 (Has y Ryan. 1981). La 
concentración dc PCI se corrobora por actividad inhibitoria de CPA 

Postcriormente el PCI se disuelve en medio completo con 10 % FBS hasta obtener una concentración 
que nos permjta incorporar al cultivo la concentración que queremos. 

La disolución de PCI se ftJtra. en condiciones estériles. a través de filtros de 0.22 j.Ull, de baja retención 
de proteínas (Nalgenc. EE.UU.). 

OI. C.5.b. Efectos del PCI sobre el crecimiento celular 

Se realiaron diferentes aruílisis para determinar el crecimiento celular relativo en presencia de PCI: 
recueoto directo del número de células y detemúnación indirecta de las mismas mediante sales de tetrazolio. 
También se estudió el efecto del tratamiento prolongado con PCI sobre el crecimjenro celular. 

l/J.C.5.b.l. Recuento directo del número de células mediante hemocitómetro 

En este ensayo, con el fin de determinar si la presencia de PCI en el medio de cultivo produce algún 
efecto sobre el crecimiento m vitro de las líneas celulares estudiadas. se calcula el número final de células en 
presencia y en ausencia de inhibidor. El cilculo se realiza por tripsinización y posterior recuento directo del 
número de células en un hemocitómetro. 

El procedimiento detallado es el siguiente: 

l. En tres frascos dc cultivo de 25 cm2 se siembran 5xl05 células en cada uno y se añade un 
volumen total de medio de cultivo de 5 mL: 

- Un primer frasco es el control, y no se le añade PCI. 
- A un segundo frasco se le añade PCI unas horas después de íniciado el cultivo. una vez que las 

células se han adherido al fondo del frasco. Este tipo de ensayo se define como de post-adbesión. 
- A un tercer frasco se lc añade PCI en el mismo momento de inicio del cultivo. antes de que las 

células hayan tenido tiempo de adherirsc al fondo de frasco. constituyendo el ensayo de pre-adbesión. 
2. Las células se mantienen en un incubador a 37°C. 87% de bumedad relativa y 5% de C02. El 

medio contenido en los frascos se cambia cada 34 días. Al frasco control se lc añade medio libre de 
PCT y a los otros dos medio con PCI. 

3. Cuando el cultivo de uno de los frascos llega a la situación de monocapa (o bien tras un número 
determinado de elias) se procede a contar el número de células en cada uno de ellos. Para ello, en 
primer Jugar se tripsinizan las células y posteriormente se determina su número (apartado m .C.4.c). 

Los ensayos se realizaron con 2 concentraciones diferentes de PCI, 5 y 10 J.1g/mL. Bijjjngs y col. 
( 1989) babían utilizado una concentración de 5 J.1g/mL en cnsayos de transformación cclular inducida por 
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radiación. y habían observado w1 efecto de inhibición. Ademas. esta conccntración no resultaba tóxica para 
las células (Billings y col.. 1989), por lo que se decidió emplearla en los ensayos. Con la finaiidad de ver si 
podia haber una relación dosis-efecto se duplicó dicha concentración. 

El efecto que produce la presencia de PCI en el medio se expresa como % de inJubidón del 
crecinuento celular. que sc calcula de acuerdo con la fórmula: 

~ cél vivas control -~ cél. vivas frasco con PCI ) 
% lnh. = 100- ------------------- x 100 

N° cél. vivas control 

EI efecto de la presencia del PCI también se puede expresar como el % de crecirniento celular relaúvo 
a los controles (sin PCD, que se calcula: 

N° cél vivas control - N° cél. vivas frasco con PCT 
% Crec.= ------------------ x 100 

N° cél. vivas control 

Se realizaron ensayos de proliferación' celular por recuento del número de células con las Jíneas 
MDAPanc-3. IBF-CP3 y HIT. 

JJJ. C.5.b.2. Ensayo de proliferación por determinación indirecta del número de células 
mediante sales de tetrazolio 

En cste ensayo, con el fin de determinar si la presencia de PCI en el medio de cultivo producc algún 
efecto sobre el crecirniento in vitro de las lineas celulares. se evaluó la canlidad final de células tras w1 
número determinada de días. en presencia y en ausencia de inrubidor. EI número final de células sc 
deternlÍnó mediante sales de tetrazolio (kit EZ4U), que al ser añadidas a los culúvos son reducidas por 
enzimas mitocondriales de las células, a derivados de formazan, cuyo color es disúnto. La cantidad de 
derivados formados depende del número de células presentes. 

El protocolo detallado que se sigujó fue: 

L. En una placa de cultivo de 96 pocillos se siembran 48 con 5000. 2000 o 500 células por pocillo, 
según la línea celular. De estos 48 pocillos: 

- En 8 (control) se añaden 200 ~de medio completo sin PCI. 
-En 8 se añaden 200 ~de medio completo con 0,1 J..Lg PCI/mL 
- En 8. medio completo con I J..lg PCI/mL 
-En 8. medio completo con 10 J..lg PCI/mL 
- En 8, medio completo con 50 J..Lg PCT/mL 
- En 8. medio completo con 200 J..Lg PCVmL 
2. Las células se mantienen en un incubador a 37°C, 87% de humedad relativa y 5% de C02. El 

medio contenido en los pocillos se cambia cada 3-4 dias. EI medio viejo se aspira con una pipeta 
automatica. A los pocillos control se les añade medio libre de PCI y a los otros medio con idéntica 
concentración de PCI a la que tenian previan1ente. 

3. Tras un determinada número de dias. se evalúa el número de células por pocillo mediante el 
siguiente procedinl.Íento: 

3.l. Se aspira el rnedio de cultivo de cada pocillo, y se lavan todos ellos con 200 J..l.L de tampón 
PBS a 37°C. que se retira. Este paso se realiza dos veces. 

3.2. Se añaden a cada pocillo 200 ~de PBS fresco. Se colocan también 200 ~de PBS en tres 
poc.iHos que no tengan células (que son los blancos). 

3.3. Se coloca en cada pociHo 20 ~de disolución de sustrato (sal de tetrazolio). Se incuba de 2 
a 5 ha 37°C. 

3.4. Se agita la placa, y se Iee la absorbencia a 450 y a 620 nm de cada pocillo. La A450 indica 
la cantidad de derivados de formazan aparecidos, la A620 la presencia de deshechos cel uJares. 

Para calcular el resultado del ensayo, se procede como sigue: de la A620 de cada pocillo se sustrae la 
media de las A620 de los blancos. A conlinuación, de la A450 de cada pocillo se resta el resultado de la 
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sustracción anterior. así como la media de la A450 de los blancos. El resultado así obtenido es directamente 
proporcional a la cantidad de células presentes en el pocillo. A continuación se obtiene la media y la 
desv1ación típica de Los resultados de los pocillos sometidos a idéntico Lratamiento. 

EL efecto de la presencia del PCI se puede expresar como el porcentaje de crecimiento cel uJar relativo a 
los controles (sin PCI), que se calcula sencillamente: 

Media resuJtados pocillos control - Media resultados pocillos con PCI 
%Crec.= x 100 

Media de resuJtados control 

Se realizaron ensayos de proliferación celular por determinación indirecta del número de células con las 
líneas: Capa.n-1 , Panc-L, A431 e iCAII-2. 

Ill.C.5.h.3. Determinacit)n de la curva de crecimiento de la línea celular Capan-1 en 
presencia y ausencia de PCI 

Uno de los aspectos mas importantes para seguir el efecto del PCI sobre las líneas cclulares, es la 
realización de curvas de crecimiento. A partir de elias se pueden determinar tres parametros importantes: el 
tiempo de Latencia, el tiempo de duplicación, y la densidad de saturación en monocapa. Estos tres datos 
indican cómo la presencia de PCI afecta 'al crecimiento cel uJar. 

La curva de crecim.ieoto de La línea de adenocarcinoma pancreatico humano Capa.n-1 se determinó 
cuJtivando las células en medio DMEM suplementado con 10% de FBS. Se emplearonn placas de seis pocillos, 

cada uno con 1 O cm2 de superficie. El número de células sembrado inicialmente por pocillo fue de 1 x I o5, y 
se realizaron cambios de medio cada cuatro días. añadiendo PCI nuevo en el medio en el caso de las células 
t:ratadas con PCI. 

Se determinaron tres curvas de crecuruento: en ausencia de PCL y en presencia de PCI a 
concent:raciones de 1 J!g/mL. y de lO J!g/mL. lnicialmente se siembran 45 pocillos-réplica para cada 
t:ratamiento. Durante 15 dias. se toman diariamente tres de los pocillos-réplica de cada tratamiento y se cuenta 
su número de células medíante tripsinización y recuento empleando hemocitómetro (apartado ill.C.4.b y 
Ill.C..t.c.). El recuento de los primeros frascos nos permite determinar el tiempo de latencia. Los siguientes se 
encuentran en la fase exponencial y el resto en la de saturación. Con estos datos se construye una gnífica de 
número de células en función del tiempo (días). 

III.C.5.b . ./. Estudios del ejecto del tratamiento prolongado con PCI sobre el crecimiento 
celular 

Se realizaron diversos experimentos par-à determinar el efecto del tratamiento prolongado con PCI 
sobre el crecimiento de lineas celulares tumorales. Las líneas celulares anaJizadas han sido Capan-1 e iCAII-
2. 

En el caso de la linea Capa.n-1 se realizaron 2 tipos de ensayos diferentes que se describen a 
continuación: 

a) Ensavos de proliferación: 

1. Se siembran dos pocillos de una placa de 12 con 5000 células. Uno de los pocillos se crece con 
medio (células no pretratadas), y el otro con medio con 50 J!g/mL de PCI (células pretratadas). Las 
células se mantienen en dichas condiciones durante el tiempo que se indica en la sección de resultados 
como tiempo de pretratamiento. 

2. Dos veces por semaoa el medio de los pocillos se reemplaza por medio fresco con o sin PCI, y 
cada vez que en alguno de los pocillos se alcanza conflueocia. las células se tripsinizan y 1/1 O de las 
mismas se vuelve a sembrar en el pocillo originario, el resto de células se descarta o congela. 

3. Una vez transcurrido el tiempo de pretratamiento deseado. las células se tripsinizan. se cuentan. 
y se emplean para iniciar ensayos de proliferación como los descritos en el apartado ill.C.5.b.2. El 
número de células que se siembra por pocillo en la placa de proliferación (de 96 pocillos) es de 2000, 
sembrandose 7 réplicas para cada tratamiento. Las células se someten entonces a tratamiento con 
distintas concentraciones de PCI, o bien a la ausencia del mismo. 
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4. Una vez pasado el tiempo de tratamiento. se estima el número de células por pocillo como sc ha 
descrito en el apartado III.C.5.b.2. 

b) Curva de crecimiento 

Se obtienen las curvas de crecimiento de células Capan-1 pretratadas con PCI, así como de células 
no pretratadas. El protocolo empleado es idéntico al descrito para los ensayos de prolifcración. con la 
particularidad de que se siembran el mismo dia y empleando Jas mismas células cinco placas dc 96 
pocillos distintas, que se revelan a los 3. 6. 9. 13 y 17 dias. 

En el caso de la línea iCAll-2 sólo se llevaron a cabo ensayos de proliferación. Estos se realizan de 
forma idéntica a lo descrito en el caso de Capan- L. con la única diferencia que el número de células que se 
siembra por pociUo en la placa de 96 es de 500 en Jugar de 2000, ya que el tiempo de duplicación de la línea 
iCAIT-2 es inferior al de la linea Capan-1. 

IIJ.C.5.b.5. Estudio del eJecto del PCI sobre la proliferación celular inducida por el EGF y 
la insulina 

Se realizaron ensayos como los del Apartado m .C.5.b.2. con la principal diferencia de que las células 
se hicieron crecer en medi o sin suero fetal bovino durante los dias del ensayo. Estos fueron estudios a tiempo 
corto. 72h. y de competencia con un factor de crecimiento mas el PCT. Los factores de crecirniento estudiados 
fueron dos. el EGF y la insulina. El protocolo seguido fue el mismo para los dos factores y lo único que varió 
fue la concentración uülizada de cada uno de ell os. 1 O ng/mL y 5 J.Lg/mL respectivamente. para el EGF y Ja 
insulina. Estos ensayos se rcalizaron con la linea Capan-1 . 

El protocolo seguido se detalla a continuación: 

1. En una placa de cultivo de 96 pocillos se siembran 5000 células por pocillo en 36 de ellos. Las 
células se siembran en medi o completo (DMEM+ I 0%FBS). 

2. Después de 72h, tras haber pennitido la adhesión de las células a la superificie del pocillo así 
como la divísión de las mismas. se retira el medio de los pocillos y para eliminar los restos de suero se 
añaden 200 f.LL de PBS a cada pocillo. 

3. Se retira el PBS y se añaden 200 f.LL de DMEM sin FBS. 
4. Después de 24h se retira el medio y se aplican los siguientes tratamientos: 
-En 6 pocillos (control): se aiiaden 200 f.LL dc medio líbre de suero (SFM). 
- En 6 pocillos se añadieron 200 f.LL de SFM mas PCI a una concentración final de 50 J.Lg/mL. 
- En 6 pocillos se añaden 200 f.LL de SFM con una concentración final lO ng/mL de EGF o 5 

J.Lg/m.L de insulina. 
- En 6 pocillos sc añaden 200 f.LL de SFM mas la concentración indicada de uno de los factores de 

crecimiento y PCI a una concentración final de 50 J.Lg/mL. 
5. Las células se mantiencn en un incubador a 37°C. 87% de humedad relativa y 10% de C02. 
6. Tras 72 horas. se evalúa el crccimiento celular por pocillo, según el procedimiento detallada en 

el protocolo del apartado ID.C.5.b.2. 

Dl.C.S.c. Efectos del PCI sobre otros procesos celulares 

Se detenninó si el efecto que produce el PCI es citotóxico o citostat.ico. Tarnbién se analizó como 
afecta el inhibidor a la distribución de las fases del ciclo celular 

1/l C. 5.c.l. Citotoxicidad 

Con el fin de establecer si el efecto inhibidor del crecirniento producido por el PCl es debido a que 
induce citotoxicidad de forma inespecífica, o si el efecto es específico, y provocada por la alteración de 
algunos procesos celulares, se realizó un ensayo de citotoxicidad ··in vitro.. del PCI sobre la línea de 
adenocarcinoma pancreatico humano Capan-t . 

El ensayo de citotoxicidad se basa en la utilización de dos fluoróforos: la BCECF-AM y el yoduro de 
propidio. El primero se emplea como marcador de células viables debido a que penetra rapidameme en el 
citoplasma celular donde es fragmentada por la acción de las estensas. y se convierte en una molécu.la 
fluorescente. Estas esterasas son sólo activas cuando la células estan vivas. El yoduro de propidio es un 
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derivado del fenantreno que se une específicamente a la estructura polinuclcotidica de los acidos nucleicos 
intercalandose entre sus pares de bases. Debido a su estructura iónica no puede penetrar en las células vivas, 
pcro sí en las muertas. y marca ONA y RNA El ensayo consiste en poner en contacto Las células con el PCI y 
seguir la viabilidad y mortalidad durante 24 h: se considera que un producto es citotóxico si, a una 
determinada concentración. produce una disminución de la viabilidad respecto a las células control (no 
tratadas con dicho producto) que conlleva un aumento de la mortalidad. 

El procedimiento que se siguió fue: 

En una placa de 24 pocillos se siembra cada uno dc ellos con 160.000 células de la línea de 
adcnocarcinorna pancreatico humano Capan-1. Se dejan en el incubador durante 24 h. tiempo suficiente para 
que las células estén completamente adheridas a la superficie, y en csc momcnto se inicia el ensayo. 

I. Sc Iee la absorbencia de la placa con un citoflúor. El citoflúor es un fluorímetro diseñado 
cspecialmente para la lectura de fl uorescencia en células. Ticnc un control por ordenador que pennite 
utilizar varias combinaciones de filtros de excitación-cmisión a la vez. En nuestro caso se utiliza un 
liltro dc excitación de 485 nm y uno de emisión de 530 y 645 nm. Estos filtros pcnniten detectar la 
fluorescencia de los dos reactivos utilizados para el ensayo dc citotoxicidad, la BCECF-AM y el yoduro 
dc propidio. Esta primera lectura, 24 h después de sembrar las células. corresponde a la 
autofluorescencia de las células. que luego se resta al valor final de fluorescencía. 

2. A continuación se incuban las células con la BCECF-AM durante 30 min a 37°C. La cantidad de 
BCECF-AM que se afiade a cada pocillo es de 500 ~ dc la disolución descrita en el apartado III. C. I . 

3. A continuación se Iee la absorbencia de la placa. Esta medida corresponde a la fluorescencia 
total. 

~. Se lava la placa dos veces con medio (DMEM + 10% FBS). Estos lavados penniten eliminar la 
fluorcsccncia que no ha sido incorporada por las células. 

5. Se añaden 200 ~ de medio a cada pocillo con las díferentes concentraciones de PCI a ensayar, 
se rcaliL.an cuadruplicados de cada concentración ensayada. En nuestro caso son de O. 10 J.tg/nlL. 30 
J.tg/m.L. 45 J.tg/mL. 60 J.tg/rnL. 75 J.tg/rnL. Al mismo tiempo se añaden 50 ~ de yoduro de propidio a 
cada pocillo. para tener una concentración final de dicho producto 2 J!M. 

6. Lectura de la placa. Esta lectura corresponde al tiempo O y a partir de este momento se realizan 
lccturas cada hora mientras dura el ensayo. 

Una vcz obtenidos todos los valores de intensidad de fluoresccncia (I.F.) a los díferentcs tiempos se calcula el 
valor real de fl uorescencia debido a la BCECF-AM y el yoduro de propidio mediante la siguiente fónnula: 

I. F.= I. F. a un determinado tiempo - I.F. autofluorcscencia de las células 

II/.C.5.c.2. Andlisis por citometría de flujo de la distrihucwn de las fases del cic/o celular 

La mctodología de la cítometria de flujo perrnitc rcalizar histogramas de contenido de ONA a partir 
del cuat se pucdc estimar el porcentaje de células que estan en cada una de las fases del cíclo celular: G1/Go. 
S y G2/M (Onnerod y Kubbies. 1992). 

La finalidad dc este experimento fue detenninar si el tratamiento con PCI de las células de 
adenocarcinoma pancreatico humano Capan-1 produce alguna variación en la distribución de las fases del 
ciclo celular. 

A continuación se detalla el procedimiento que se siguió para rcalízar los estudios de citometria flujo: 

I. Sc siembran 1 x 106 células en frascos de 75 cm2 (3 frascos para cada tratanúento). Se realizan: 
un tratamiento control sin PCI y seis tratamientos con 50 J.tg/ntL de PCI a díferentes tiempos: 1, 2, 3, 
~ . 7 y 12 días. 

2. Dcspués del tratamiento se lavan dos veces las células con la disolución de lavado. 
3. Sc procede a desenganchar las células añadicndo I mL del tampón CMHF-Tripsina-EOTA por 

frasco. La reacción se para con 2 mL de medio completo por frasco. 
4. Se centrifugau las células durante 5 min a 1500 rpm. 

5. Se lavan nuevamente las células 2 veces con PBS libre dc ca2+ y Mg2+. En el último lavado se 
descarta el sobrenadante. 
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6. Se resuspende el sedimento de células en 200 ~dc PBS libre de ca2+ y Mg2+. sc lc añaden 2 
mL de etanol al 70% a -20°C. Es necesario que la adición sea lenta y vaya acompañada de una ligera 
agitación, para evitar la formación de agregados de células. En cste punto se pucdcn guardar las 
células a 4°C hasta el momcnto de pasarlas por el citómctro dc flujo, sicndo el tiempo mínimo de 
lijación de 2 h. 

7. El dia del amílisis por citómetro. se centrifugan las células durante 5 mina 1500 rpm y a 4°C. 

8. Se lava dos veces el sedimento de célu1as con PBS librc dc ca2+ y Mg2+. 
9. Se tiñen las célu1as durante 15 min a 37°C con I mL dc la disolución de yoduro dc propidio. 
10. Se pasan las células por el citómetro de flujo. cxcitandolas con un laser dc 488 nm. lo que 

permite detectar la fluorcsccncia roja de los complejos DNA-yoduro de propidio. 

La citomctría de flujo pennitc determinar el porcentajc dc células en la fases del ciclo cclular: G1/G0 • 

S y G2M. Así se puedc comparar esta distribución para cada uno dc los tratamientos realiLados. 

111.0 . TÉCNlCAS DE FLllORESCENClA 

Ul.D. l. MARCADO DEL PCI CON RITC 

Con el fi n de avcriguar si el PCI es incorporado por las células. y seguir su posiblc localización dcntro 
dc Jas mísmas una vez intcmalit.ado. se procedió al marcado fluorescente de la molécula dc PCI . El fluoróforo 
cscogido fue el RITC (Rhodaminc B isoth.iocyanate, figura HIA.). pues se ha descrito que el complejo que 
forma con proteínas es mas estable que el fonnado por otros fluoróforos (Billings y col. . 1.989). El RITC 
reacciona selectivamente con aminas a través de su grupo isotiocianato. Así . puede reaccionar con el gmpo 
amino libre del e:\1remo N-tenninal o bicn con los grupos amino dc las lisinas 10 y l3 de la molécula del PCI 
(I.D.2.a). dando complcjos relativamente estables a la cxcitación por la luz. con un cspcctro dc absorción y 
cmisión no muy sensible al pH. y excitables a 546 nm. 
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Figura 111.4.: RITC 

El protocolo dc marcado fuc el descrito por Billings y col.( 1989). ligeramente modificado: 

1. Se disuelven 2 mg dc PCI. purificado según el apartado III.A.4 .. en tampón bicarbonato sódico 
0.5 MpH 9.2 hasta una concentración final I mg/mL (disolución A). 

2. Se disuelvcn 0.4 mg dc RJTC (SigmaAldrichQuímica S. A .. España) en agua grado Mono-Q hasta 
una concentración I mg/mL (disolución B). 

3. Se mezclan las disoluciones A y B a temperatura ambiente durante 3 h en una platafom1a 
giratoria. siempre protcgiéndolas de la luz. 

4. Se centrifuga a 2000 x g durante I min para que precipite el material insoluble. 
5. Para eliminar el RJTC libre no unido al PCI sc pasa la muestra por una columna de gel filtración 

PD-l O (Sephadex G-25 M . Pham1acia, Suecia). según el siguiente protocolo: 
5.1. Se equilibra la columna con 25 mL de agua grado Mono-Q. 
5.2. Sc afiade la mucstra en un volumen que no supere los 2.5 mL. 
5.3. Se eluye el RJTC-PCI con 4 mL dc agua grado Mono-Q. 
5.4. El RITC librc sc cluye dcspués de pasa.r JO mL mas de agua por la columna. 
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IUD.2. DETERMINACIÓN DEL PCJ MARCADO 

La cantidad de RITC unida al PCI se determina espectrofotométricamente, a partir del coeficiente de 

extinción del RITC a 560 nm que es de E = 22.000 M - 1. 

La cantidad de PCI marcado se determina mediante una prueba de inhibición de la actividad 
carboxipeptidasa A, en la que se usa como control la disolución de RITC Libre que se obtiene de La columna 
PD-10. No se puede deternúnar la concentración espectrofotométricamente a 280 nm porque el RITC tiene 
aniUos aromaticos que absorben fuertemente a dicha longitud de onda. 

ID.D.3. INCORPORACIÓN DEL RITC-PCI A LOS CUL TIVOS CELULARES 

En los estudios de incorporación del RITC-PCI se sigue el protocolo de Billings y col. (1989), 
ligeramente modificado: 

Disoluciones: 

- Disolución de RITC-PCI. 
- Disolución de fijación: 50% metanol - 50% acetona. 
- PBS- Glicerol ( I: 1, v:v). 

Protocol o: 

I. Se ponen a crecer 200.000 células de la Línea a estudiar en camaras de cultivo (Lab-Tek Tissue 
culture chamber/slide, Nunc, Dinamarca) y se dejan crecer durante 48 h. 

2. A las células creciendo en fase exponencial se les cambia el medio y en el nuevo medio se añade 
RITC o RITC-PCI, manteniendo este durante 1 a 4h dentro del incubador. 

3. Se retira el medio después de la incubación y se lava la monocapa de células con PBS durante 10 
min a oscuras. 

4. Se fijan las células con 350 ~de una disolución 50% metanol - 50% acetona durante 8 mina 
4°C en una cantara oscura y húmeda. 

5. Se lavan de nuevo las células con PBS durante lO mina oscuras. 
6. Se secan las preparaciones con pape! absorbente y con mucho cuidado de no tocar las células. Se 

montan las preparaciones con PBS : glicerol y se seUan con laca de uílas. 
7. Se observau al microscopio de fluorescencia, si La observación no es inmediata se mantienen las 

prcparaciones a 4 oc y a oscuras. 

En las preparaciones se distinguen diferentes tipos de incubación: 

- Muestras control: 
a- La monocapa de células se incuba con la disolución de RITC eluïda de la columna PD-lO para 
comprobar si hay una intemalización y/o unión inespecífica del fluoróforo a las células. 
b- Se añade el RITC-PCI a la placa donde no hay células creciendo para ver si se adhiere 
inespecificamente a la placa. 
e- Se realiza todo el proceso sin añadir en ningún momento el RITC-PCI ui el RITC para ver si 
las propias células presentau fluorescencia al irradiarlas con la luz de excitación del fluoróforo . 

- Muestras problema: 
La monocapa de células creciendo se incuba con Ja disolución de RITC-PCI, a diferentes 
concentraciones y diferentes tiempos de incubación. 

III.E. TÉCNJCAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR. DETECCIÓN DERNA MENSAJEROS 

Poder aislar moléculas de RNA intactas es esenciaJ para analizar la ex-presión génica. La principal 
dificultad en el aislanúento del RNA es que las ribonucleasas, que son enzimas producidos por las células y los 
microorganismos presentes en la piel y en el material de laboratorio. degradan rapidamente el RNA. El primer 
paso en la extracción de RNA implica, pues, la lisis celular en un ambiente quimico que provoque la 
desnaturalización de las ribonucleasas. EI RNA se separa entonces del resto de macromoléculas celulares. La 
transferencia tipo Northern permite determinar la cantidad y el tamaño de cualquier RNA mensajero mediante 
la utilización de sondas de ONA marcadas radiactivamente. 
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La transferencia tipo Northern se utilizó para estudiar el efecto del PCI en la expresión de ciertos genes 
en líneas tumorales. 

lll.E.l. SONDAS UTIUZADAS 

a) l22 Microg!obulina 
Sonda obtenida por PCR a partir de DNA genómico humano. Se obtuvo usando los siguientes 

ceba do res: 
B2M-N90 1-920/5 : IT AGCTGTGCTCGCGCT ACT 
B2M-N3999-3980: T AACCACAACCATGCIT AC 
que se diseñaron a partir del gen de la P2 microglobulina. La sonda resultante tienc 940 pb. (Güssow y 

coL 1987) 

b) ili 
Sonda obtenida a partir de la retrotranscripción de mRNA de células humanas. El fragmento de 1760 

pb se insertó en las dia11as Sal I y EcoRI en el plasmido pUC8. El plasmido es resistente a ampicilina. 
(Harlow y coL 1985). 

e) Tripsina 
Sonda obtenida a partir del mRNA del tripsinógeno I dc pancreas de rata. El inserto de 

aproximadamente 700 pb, pcXP4-78, se clonó en la diana Pst I del vector pBR322. El plasmido presenta 
resistencia a la tetraciclina pero no a la ampicilina (McDonald y col. , 1982). 

Lll.E.2. MARCADO RADIACTIVO DE LAS SONDAS. PURlFICACIÓN DE LA SONDA 
MARCADA 

El protocolo seguido para el marcado de las sondas con 32p es el descrito por Feinberg y Volgestein en 
1983. que se detalla a continuación. 
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Dísoluciones: 

- Disolución TM: 250 mM Tris-HCL 25 mM MgC12, 50 mM B-mercaptoetanol pH 8. 

- Disolución DTM: dATP. dTIP y dGTP 100 ¡tM en disolución TM. 
- Disolución OL: lrnM Tris y lmM EDTA pH 7,5 + 90 unidades /mL de oligodeoxirribonucleótidos. 
- Disolución LS: 1 M HEPES pH 6,6 : DTM : OL (25:25:7). Almacenar alícuotas a -20°C. 

- Disolución de paro: JO mM EDTA, 1% SDS. 
- Tampón NET: 100 mM NaCI, 2 mM EDT A. 10 mM Tris-HCI pH 7.6. 
- BSA Fracción V (Boehringer Mannheim. RFA) lO mg/mL. 
- (o.-32P) dCTP 3000 Ci/mmol, 10,0 mCi/mL (Amershan1. EE.UU.). 
- DNA polimerasa (Kienow) (Boheringer Mannheim. R.FA) 
- t-RNA (Serva, RF.A.) 10 mg/mL. 
- Sefadex G-100 pureza para Biología Molecular (Pharmacia. Suecia). 
- Disolución de centelleo (Cytoscint TM. ICN Biomedicals Inc .. EE.UU.) 
- Acetato sódico 2M pH 5.0. 

Protocol o: 

I. Se ponen entre 50 y 100 ¡.tCi de 32P-dCTP en un eppendorf (5 ¡JL). Sc secan en rotovapor 10 
min. Sc añaden 5.7 ¡.tL de LS y 1 ¡JL de BSA. 

2. Se pipetean 75 ng de sonda en un eppendorf y sc llevan a 6,6 ¡.tL con agua cstéril. Se hace un 
orifício en la tapa del eppendorfy se hierve durante 3-5 min. Se enfria en hielo. 

3. Sc añadc la sonda al eppendorf con 32p-<fCTP. LS y BSA 
~- Se adiciona I ¡.tL de DNA polimerasa (Klenow), sc mezcla el contcnido con agitación suavc y se 

centrifuga unos segundos. Se mantiene de 3 h a toda la noche a temperatura ambiente. 
5. Se añaden 25 ¡JL de disolución dc paro y 5 ¡.tL de t-RNA. 

6. Se separa la sonda marcada del 32P-dCTP libre en una columna de Sephadex G-100 de 5 mL en 
tampón NET preparada en Lma pipeta dc I O mL de pl<ístico esté ri!. Sc carga la mezcla de reacción y se 
eluye con tampón NET. Se recogen 10 fracciones de 0,5 mL. 



Material v Métodos 

7. Se toman 10 ~de cada fracción y se añadcn 2 mL de disolución de ccntellco. se mezcla y se Iee 
en el contador de cemeUeo. 

8. Se recoge el primer pico radiactivo. sc añaden 50 ~ de acetato sódico 2 M pH 5 y 1 mL de 
etanol a cada eppendorf. Se mantiene a -80°C durante al menos 30 mín. 

9. Se centrifuga en minifuga 15 min. Se descana el sobrenadante, se seca el sedimento y se 
resuspende en 100 ~de TE. 

10. Se mezclan 5 ~de cada eppendorf con 2 mL de disolución de centelleo y sc leen las muestras 
en el contador de centelleo. Se estima el número de cuentas por ).lL. 

DLE.J. PURIFICACIÓN DE RNA MENSAJERO poti (A+) 

DLE.J.a. Almaceoamiento de las células 

Para la extracción deRNA mensajero de células en cultivo se precisan como mínimo las monocapas de 

10 frascos de 75 cm3, lo que corresponde a unas 6 x 107 células. La extracción puede realizarse a partir de 
sedimentos celulares de frascos acabados de tripsinizar. o bien a partir de sedimentos congelados a -80°C. Es 
conveniente porrer en cada tubo cónico las células correspondientes a un frasco y medio como rruíximo. Se 
alrnacenaron sedimentos de células tratadas con 1 y lO J.lg/mL de PCI durante 12 dias y células control que 
crecieron durante los mismos dias en ausencia de PCI. 

ID.E.J. b. Extracción deRNA total 

Para la ex1racci6n de RN A es preciso ser extremadamente cuidadoso pues cualquier pequeña 
contaminación de RN Asa degradara toda la muestra. Por eUo es necesari o trabajar siempre con guantes 
limpios. autoclavar todo el material de plastico y utilizarlo solamente para extracción de RNA lavar el 
material de vidrio con NaOH 1 N y enjuagarlo con agua desúlada estéril y tratada con dietilpirocarbonato al 
0.1 % (DEP) (Sigma. U.S.A). y fmalmente tratar todas las soluciones acuosas con DEP al 0.1 % durante al 
menos 6 b en agitación y autoclavar posteriormente (al autoclavar el DEP se elimina). 

Método del tiocianato de guanidinio .(Chomczynsk:i y Sacchi., 1987) 

Disoluciones: 

- Disolución de Stock: 250 mg de tiocianato de guanidinio (Promega. EE. UU.), 293 mL de dH20 
estéril, 17.6 mL de citrato sódico 0.75 M pH 7. se añaden 26.4 mL de sarcosil al 10% a 65°C. Se 
esteriliza por filtración y se mantiene en la oscuriclad 

- Disolución D: es una mezcla de 0.36 mL de 2-mercaptoetanol por cada 50 mL de disolución de 
stock (fiocianato de Guanidinio 4- M, citrato sódico 25 mM pH 7. sarcosil 0.5 % y 2-mercaptoetanol 
0.1 M). 

- Clorofonno: alcohol isoamilico (49: 1). 
- Fenol saturado con agua. 
- Acetato sódico 2 M pH 4 tratado con DEP y esterilizado. 
-SDS 0,5% tratado con DEP o bien EDT A I mM pH 8 tratado con DEP y estéri l. 

Protocol o: 

I. Se uúlizan células frescas o bien congeladas. 
2. Se añade I mL de disolución D a cada tubo cónico y se agita con vórtex durante 2 roin. 
3. Se añaden 0.1 mL de acetato sódico 2 M pH .J. Se agita 5 segundos. 
~- Se adiciona 1 ml de fenol. Se agita 5 segundos. 
5. Se añaden 0.2 mL de la mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico. Se agita lO segundos. Se 

mantiene en hielo 15 min. 
6. Se centrifuga en Sorvall SS-34 a 10000 rpm durante 20 mina 4°C. 
7. Para precipitar el RNA se pasa la fase acuosa a un tubo nuevo y se añadc l volumen de 

isopropanol en hielo (o bien se adicionan 2 volúmenes de etanol frio) . Se agita 10 segundos y sedeja a 
-20°C durante una hora. 

8. Se centrifuga a 10000 rpm a 4 oc durante 20 roin. Se elimina el sobrenaclante. 
9. Se reprecipita el RNA como sigue: se disuelve el sedimento deRNA en 0.3 mL de disolución D. 

Se transfiere a un eppendorf y se precipita con 1 volumen de isopropanol (o doble volumen de etanol). 
Se agita con vórtex lO segundos y se manúene l h a -20°C. 
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10. Se centrifuga en ntinifuga a ~oc durante lO min. Se descarta el sobrenadame. 
11. Se lava el sedimento con 0.5 mL de etanol frío al 75%. Se centrifuga en miiúfuga a ~oc 

durante JO min. Se descarta el sobrenadame y se seca en rotovapor 15 min. 
12. Se disuelve el sedimento en 50 ~ de SDS 0.5% a 65°C y se mantiene a esta temperatura 

durante 10 mín. También sc puedc disolvcr en EDT A 1 mM pH 8. 

ID.E.3.c. Electroforesis con acido cítrico 

La concentración deRNA total obtenido se calcula como sigue: se toman 5 ~de muestra y se diluyen 
en 0.5 mL de dH20 tratada con DEP. Se Iee la absorbencia a 260 nm en cubetas de cuarzo tratadas con 
NaOH IN y lavadas con dH2ü autoclavada y tratada con DEP. Se estirnan 50 ~g de RNA total por cada 
unidad de densidad ópúca. 

Para comprobar la calidad del RNA extraído. se somete éste a electroforesis en geles de urea y acido 
cítrico (Frazier y col., 1983). Como equipo de electroforesis se empleó el modelo Sub-cell (Bio-Rad. EE.UU.). 
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Disoluciones: 

- Agarosa de baja electroendósmosis (Boheringer Mannhcim. RF.A.). 
-Urea 10M. 
- Citrato 0.25 MpH 3.5: 48.03 g de acido cítrico. LO g NaOH. llevar a l L 
- Tampón de carga: 5 mL de citrato 0.25 M. 39 mL de urea JO M. lO g de sacarosa y 25 mg dc 

azuJ de bromofenol, llevar a 50 mL con agua. 
- Disolución de bromuro de etidio lO mg/mL en Tris-HCI 50 mM pH 7.6 (Boehringer Mannheim. 

R.FA). 

Protocolo: 

I. Se prepara un gel de agarosa al 2%: 2 g de agarosa. 60 mL de urea 10 M, lO mL de citrato 0.25 
M y 30 mL de agua destilada. Se funde la agarosa en microondas y se prepara el gel tal y como se 
indica a continuación: 

Preparación del gel: 

1. Se pesa la cantidad necesaria de agarosa y se introduce en un erlenmeyer. 
2. Se añade agua destilada (el volumen de agua añadido debe ser igual al volumen final del gel 

menos el volumen de tampón concentrado que sc añadira) y se lleva a ebullición para fundir la 
agarosa. Si se trata de geles al 2% es preferible llevar a ebullición tres veces consecuúvas. 

3. Se agita de 2 a 5 min. Es imponante asegurarse de que toda la agarosa esta fundida, es decir. 
que no queden partícuJas de Ja misma en el fondo del frasco. 

~ . Se añade el tampón concentrada, se agita de nuevo y sedeja enfriar hasta que la temperatura 
se sitúe por debajo de los 50°C. 

5. Mientras la agarosa se enfria, se prepara el molde para el gel poniendo cinta adhesiva en sus 
extremos (que son abienos). situandolo en la cubeta y colocando el peine formador de bolsillos. 
Dejar 0,5 a 1 mm entre el fondo del bolsillo y la base del gel. Asegurarse con un nivel de que el 
conjw1to esta perfectamente horizontal. 

6. Se vierte la agarosa en el molde. Asegurarse de que no queden burbujas en el interior del gel. 
7. Se deja solidificar. La soüdificación es tanto mas rapida cuanto mas concentrada es el gel. 
8. Una vez el gel esta solidificado, se quita la cinta adhesiva de los extremos. 

2. Se cargan entre 3 y 5 J,lg dc RNA total por pocillo en un volumen de 20 ).IL. Se ailaden 30 ~de 
tampón de carga. 

3. Para la electroforesis se prepara 1 L de tarnpón de electroforesis: 100 mL de citrato 0.25 M y 900 
mL de agua. Se coloca el tampón en la cubeta. tetúendo cuidado de que el gel no esté swnergido y que 
el tampón en ambos lados de la cubeta no entre en contacto. 

~ . Se corre el gel a 100 V hasta que el azuJ de bromofenol haya recorrido una distancia de unos 5 
cm. 

5. Se tiñe el gel entre 15 y 30 min con 5 ~g/mL de bromuro de etidio en el tampón de 
electroforesis. Se elimina con agua el exceso de BrEt. Se visualiza en transilunlinador de UV y se 
fotografia . 



Material y Métodos 

ID.E.3.d. Obtención deRNA poli (A+) 

En Ja obtención deRNA poli (A+) es necesario extremar los cu.idados para evitar la contarninación por 
ribonucleasas ya que en ningún paso se swninistran inhibidores de ribonucleasa. Así pues es necesario 
trabajar con material recién esterilizado, guantes y soluciones tratadas con DEP y esterilizadas. 

Magneto-esferas 

El sistema de aislarniento de RNA poli (A+) con magnetoesferas (PolyATtract mRNA Isolation 
Systems. Promega. EE.UU.) permite aislar mRNA en 45 min partiendo deRNA total sin utilizar columnas de 
oligo (dT) celulosa. lo que elimina los problemas que este método conlleva. El sistema utiliza un ccbador de 
o.ügo (dT) biotinado que hibrida en disolución a una alta eficiencia con la región 3' poli (A+) presente en la 
mayoria de los mRNA maduros de eucariotas. Los híbridos son capturados y lavados en condiciones de alta 
astringencia utilizando partículas paramagnéticas (PMP) unidas a estreptavidina y un soporte magnético. El 
mRNA se eluye de la fase só.üda mediante la simple adición de agua estérillibre de ribonucleasa. Los pasos se 
indican en la figura Ill5. 

tOta' RNA cont&t'l•ng 
'nANA fracbO'\ 

~·n7G ------AAAA.AAA.3• 

l Hyona1zt Wlll' 

' 1::1C1tn-<l·!Qo(<f") 

!',...7G - ----- AAAA.AAA.'' 
"'TT7TTT·Bs· l ~""'" '"" 

Figura 111.5.: Diagrama del proceso de aislamiento de mRNA mediante el uso de magnetoesferas. 

Disoluciones: 

- 20 x SSC : 87,7 g de NaCI, 44.1 g de citrato sódico, 500 mL de dH20. Ajustar el pH a 7,2 con 

NaOH. Tratar con DEP y esterilizar. 

Protocol o: 

1. En un tubo estéril se pipetean entre 0.1-1 mg de RNA total y se llevan hasta un volumen de 500 
¡.tL con agua libre de ribonucleasa. Se coloca el tubo en un bloque térmico a 65°C duran te I O mi n. 

2. Se añaden 3 J.!L del cebador oligo (dT) biotinado y l3 J.!L de 20 x SSC. Se mezcla suavemente y 
se incuba a temperatura ambiente hasta que la muestra se enfrie completamente (unos 10 roin). Se 
preparau 1,2 mL de 0,5 x SSC estéril (30 J.!L de 20 x SSC y 1,17 mL de agua) y 1,4 mL de 0, 1 x SSC 
estéril (7 J.!L de 20 x SSC y 1,393 mL de agua). 

3. Se resuspenden las PMP-estreptavidina suavemente hasta que estén completamente dispersas en 
el tubo y se capturan en el soporte magnético hasta que todas las partículas estén en el Lateral del tubo 
(30 segundos). Se retira el sobrenadante con una pipeta con rnucho cuidado (no centrifugar las 
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part:ículas) . 
.t. Se lavan las PMP-estreptavidina tres veces con 0.5 x SSC (0,3 mL por lavado) resuspcndJcndo 

las particulas en la disolución. capturando las PMP con el soporte magnetico y rctirando con cuidado 
la disolución con ayuda dc una pipeta. 

5. Se resuspenden las particulas magnéticas en 0. 1 mL de 0.5 x SSC. Se añade el contenido de la 
reacción de hibridación. Se incuba a temperatura ambiente lO rnin. 

6. Sc capturan las PMP utiiizando el soporte magnético y se elimina el sobrenadante con cuidado 
sin tocar las parliculas. Se conserva el sobrenadante de RNA hasta estar seguros que el mRN A se ha 
unido al cebador de oligo (d1). 

7. Se lavan las partículas cuatro veces con 0.1 x SSC (0.3 mL por lavado) igual que en el paso .t. 
En el lavado final sc elimina la totalidad de la fase acuosa. 

8. Para eluir el mRNA se resuspcnde el sedimento de partículas paramagnéticas en 0.1 mL de 
agua übre de ribonucleasa. Se capturan las PMPs en el soporte y se transfiere el mRNA eluido a un 
eppendorf cstéril. Se rcpite la clución volviendo a resuspcnder las parúculas en O, 15 mL de agua. Se 
reúne éste mRNA con el anterior (volumen total 0.25 mL). Si en el proceso sc ha arrastrado alguna 
particula. se elimina por centrifugación. Se determina la concentración por lectura a 260 nm en 
cubetas de cuarzo libres de ribonucleasa. 

ULEA. TRANSFE RENClA TIPO NORTBERN 

La transfcrcncia Lipo Northem pcrrnite' detemúnar la cantidad y el tarnaño dc un RNA mcnsajero 

especifico en preparaciones de RNA poli (A)+ (Alwine y col.. 1977). El RNA se separa mediante un gel 
desnaturalizante de agarosa y fonnaldehído. y se transfiere a una membrana de nitrocelulosa (Thomas. 1980) 
o nylon (Bresser y Gillespie. 1983). El tamaño y cantidad de un RNA especifico se determina por hibridación 
del RNA de la membrana con una sonda de DNA marcado. 
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ID.E.4.a. Geles desnaturalizantes de agarosa v formaldehído 

Disoluciones: 

- Tampón de elución x 10 (MOPS): ~ 1.8 g de MOPS. 4.1 g de acetato sódico . .tO mL de EDT A 250 
mM d.H20 llasta l li tro. ajustar a pH 7 con NaOH. Se fil tra y se mantiene en la oscuridad 

- Disolución de desnaturalización para muestras: 0.72 mL de JO x MOPS. 3.6 mL de formamida 
98%. Ll7 mL de formaldehido 37% y 0.5 L de dH20. Se filtra. Se prepara disolución nueva cada 3 

meses. 
- Tampón de carga: l mL de 10 x MOPS. 2.5 g de ficoll. S ¡.tg dc azul de bromofenol. dH20 hasta 

lO mL. 

Protocol o: 

l. Se prepara el gel como sigue: se pesan 1.87 g de agarosa. se añaden 2~ mL de tampón de elución 
JO x y 168.8 mL de dH20. Se lleva a ebullición en microondas hasta que toda la agarosa esté fundida. 

Se enfría hasta 60°C y se adicionan 39.2 mL de formaldehido al 37% en campana extmctora. se 
mezcla. Sc coloca la agarosa en un equipo Ma.;ci-Protean (Bio-Rad. EE.UU.) con vidrio pcque11o 
esmerilado (33x l6 cm) y pinza de lO pocillos. Sedeja polimerizar el gel durante I h. 

2. Preparación de las muestras: Se colocan en un eppendorf 20 ).lg de RNA polí (A+) disuelto en 
agua. Se secan las muestras en rotovapor y posteriormente se añaden 5 ).lL de agua Iibre de 
ribonucleasa. se prcparan los marcadores de RNA (5 ).l.L) como el resto de las muestras. Se adicionan 
20 J1L de disolución de desnaruralización de muestras. Se caJientan a 60°C en un baño durantc 15 min 
y a continuación se enfrian en hielo. Se añaden lO ).lL de tampón de carga. 

3. Se preparan 3 litros de tampón de elución y se monta el equipo de electroforesis. Se cargan las 
muestras con ayuda de una pipeta autom:ítica. Se corre la electroforesis a 70-80 V durante 3 h 
aproximadamente. 

~ - Se saca el gel del equipo y se trata en una estufa a 65°C con dH20 Lratada con DEP 
(previamente mante1úda a 65°C) durante 30 min para eliminar el fom1aldehido que contiene el gel. 

5. Se corta el bolsillo correspondiente a los marcadores de peso molecular y se tiñe durantc 20 min 
con bromuro de etidio. Sc destiñe toda la noche y se fotografia 
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ill.EA.b. Transfereocia 

Disoluciones: 

- 20 x SSC (apanado lll.E.J .d). 

Protocol o: 

l. Se cona un filtro de nitrocclulosa (Schleicher & Schwell. RF.A) del tamaño del gel. tres trozos 
de papel Whatman n11 l del mismo tamaño y dos trozos de 33xl6 cm. 

2. Se prepara I Htro de lO x SSC. Se sumcrgen los filtros en la disolución. Se prepara la 
transferencia según el esquema de la Figura m .6. Se coloca en la bandeja la disolución lO x SSC. 
encima el soporte y los 2 papeles Whatman cuyos extremos deben llegar hasta el fondo de la bandeja. 
Se pone el gel encima y sobre éste el filtro de nitroccJuJosa: se eHminan las burbujas entre el gel y el 
filtro con ayuda de una pipeta. Se colocan encima los tres papeles Whatman eliminando las burbujas 
cada vez, y sobre éstos se depositan servilletas de pape!. Se envuelve la parte inferior en pape! 
transparente para evitar evaporacíones y se pone un peso de aproximadamente 300 g sobre el papel. 

3. Sedeja transferir toda la nocbe. 

Figura 111.6 .. Esquema de la transferenc1a 

OI.E.4.c. Fijación del RNA aJ filtro 

En el caso de filtros de nitrocelulosa el proceso a seguir es: se saca el fil tro dc la transferencia y se seca 
sobre pape! de filtro. A continuación se coloca en un horno de vacío a 80°C durantc 2~ h. El filtro se puede 
guardar de esta forma hasta su utilización envuelto en pape! de filtro. 

Ol.EA.d. Prebibridación 

Disoluciones: 

- 20 x SSPE: 179 g de NaCI, 27,6 g de NaH2P04H20, 7,4 g EDT A. y dH20 basta 500 mL. Se 
trata con DEP y se autocJava. 

- 50 x Disolución Denhardts: 5 g dc Ficoll, 5 g de polivinilpirrolidona, 5 g de BSA fracción V. y 
dH20 basta 500 mL. Se trala con DEP. Se alicuota y se congela. 

- Disolución de prehibridación: l g de glicina, I mL de SDS 20%. 25 mL de 20 x SSPE y lO mL 
de 50 x disolución denhardts. Llevar a 100 mL con dH20 tratada con DEP. Preparar justo antes de su 
uso. 

Pro toco lo: 

Se coloca el filtro en una bolsa de hibridación. Se añadcn 50 mL de la disolución de prehibridación 
por filtro. Se eliminan las burbujas y se sella la bolsa herméticamente. Sedeja incubar en un baño a .noc con 
agitación toda la noche. 
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lll.EA.c. Hibridación 

Oisoluciones: 

- 20 x SSPE (apartada III.EA.d.) 
-50 x disolución denhardts (apanada ill.E.4.d ) 
- tRNA: 10 mg tRNA (Serva. R.F.A) por mL de agua tratada con OEP. 
- Oisolución dc ltibridación: 0.1 g de glicina. 2.5 mL dc 20 x SSPE. 0.1 mL de SOS 20%. 0,5 mL 

de 50 x disolución denhardts. 0.25 mL de tRNA (lO mg/mL), 4.5 mL de fonnanuda y 2.05 mL de 
agua libre de ribonucleasa. Sc prepara justo antes de su uso. 

Protocol o: 

1. Se saca el ftltro de la bolsa y se coloca sobre papel Whatrnan para eliminar los restos de 
disolución de prehibridación. Se deja el filtro en el pa pel 5- l O min como maximo y sc metc en una 
bolsa de ltibridación nucva. 

2. Se prepara Ja disolución de ltibridación. Se toma Ix I O 7 cpm de La sonda marcada (apartada 
lli.E.2.) por filtro. sc colocan en un eppendorf. se hace un agujero en el tapón y se hierve durante 3 
rnin. Se enfría rapidamente en hielo. Se añade la sonda a 3 mL de disolución de ltibridactón. 

3. Se añade la disolución con la son~ desnaturalizada a la bolsa que contiene el filtro. Se elirninan 
las burbujas con ayuda de una pipeta con ex"tremo cuidada ya que la disolución es radiacúva. Se seUa 
la bolsa. 

4. Se incuba en un baño con agitación a 42°C toda la ooche. 

ill.EA.f. Lavados 

Oisoluciones: 

- 20 x SSC (apartada lll.E.3.d ) 
- SDS 20%. 

Protocol o: 

t. Se saca el ftltro de la bolsa con cuidado y se coloca sobre papel Whatman para eliminar los 
restos de disolución de ltibridación. Se pone el f!ltro en una bandeja en agitación para proccder a los 
lavados. 

2. Lavados: 
a) 2 x SSC (50 mL 20 x SSC), 0.5% SOS (12.5 mL SDS 20%) en 500 mL. Se incuba 5 rnin a 

temperatura ambiente. Se repite una vez mas. 
b) l x SSC (25 mL 20 x SSC). 0.5% SDS ( 12.5 mL SOS 20%) en 500 mL. Se incuba 30 min a 

temperatura ambtente. 
e) 0.5 x SSC (12.5 mL 20 x SSC). 0.5% SOS ( 12.5 mL SDS 20%) en 500 mL. Se incuba 30 rnin a 

temperatura ambiente. 
d) 0,1 x SSC (2.5 mL 20 x SSC), 0,5% SOS (12.5 mL SOS 20%) en 500 mL. Sc incuba a 42°C 

durante 30 min. 

ill.EA.g. Autorradiografía 

Una vez lavado el filtro. se coloca sobre pape! Whatman, se clirninan los restos de disolución y sedeja 
secar al aire. A continuación el filtro se envuelve en pape! transparente y se mete en un casset1e de exposición 
con una pelicuJa Kodak X-OMAT AR (EE.UU.) con dos placas amplificadoras. Recordar poner la carn que 
conticne el RNA hacia la película. Se impresiona la película colocando el cassene a -80°C el tiempo 
necesari o. 

La autorrndiogra.fia se revela en la cimam oscura con disolución reveladora Kodak (EE.UU.), se para 
el revelada en acél.lco 10% y se tija con disolución fijadora Kodak (EE.UU.). Se lava la película con agua y se 
seca al aire. 
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Ill.E.4.h. Recuento de emisión beta 

La cuantificación de los filtros hibridados con las soudas respectivas se realizó con un contactor 
Betacospe 603 pit Analyzer (Betagen, EE.UU.). Se emplean los filtros secos y envueltos en pape! 
transparente. El tiempo de recuento fue de 45 min para los :filtros hibridados con las sonda de p53 y P2 
microglobulina y de 2 h para la sonda de tripsina. 

ll.E.4.i. Eliminación de la sonda 

Los filtros w1a vez autorradiografiados. se pueden reutilizar para una nueva ltibridiación si se elimina 
del filtro la sonda marcada. 

Protocolo: 

1. Se mete el filtro en una bolsa de hibridación nueva con 50 mL de agua libre de ribonucleasa 
(tratada con DEP y estéril) a 65°C. Se sella la bolsa evitando que queden burbujas. 

2. Se coloca la bolsa dentro de w1a bandeja con agua hirviendo. Se mantienc la bolsa a 100°C en 
agitación duran te 5-l O mín. 

3. Se saca el filtro de la bolsa y se seca al aire en el caso de filtros de ttitrocelulosa. Se envuelve el 
filtro en pape! transparente y se expone toda la noche a -80°C en las condiciones del apa.rtado 
Ill.E.4.g. 

4. Se comprueba que no existe marcado. El filtro puede volver a ser ltibridado. 

lli. F. TÉCNJCAS .PARA EL ESTUDIO DE RECEPTORES 

Con la finalidad de analizar si el PCI es capaz de unirse al receptor del factor de crecimiento 
epidérmico (EGF-R), se han reahzado ensayos de unión competitiva del EGF y el PCI al EGF-R. También, se 
ha estudiado si el PCI altera la dimerización del receptor mediante técnicas de entrecruzantiento químico; y 
se ha analizado si dicho inhibidor afecta al nivel de fosforilación del EGF-R mediante dos ensayos diferentes: 
ensayos de actividad quinasa en complejos inmunes (ICKA) y detección por inrnunotransferencia de proteinas 
rosforiladas. 

ll.F.I. ENSA YOS DE UNIÓN COMPETITIVA DEL PCI AL RECEPTOR DEL FACTOR DE 
CRECIMIENTO EPIDÉRMICO 

Para estos ensayos se ha seguido el protocolo estandar de "binding" (unión o interacción) descrito por 
Oustry y col. ( 1991) con algunas modificaciones que se detallau a continuación. 

Aparte del material reseñado en el apartado TII.C. l. y ITI.C.2., se emplearon los materiales y 
disoluciones precisos para realizar un ensayo de "binding", que se describen a continuación: 

- Medio de "binding" : DMEM-0,3% BSA- 20 mMHEPES pH 7,4. 
- EGF: se prepara una disolución stock 12 J!M en tampón HEPES 20 mM-BSA 0.3%. Las 

diluciones posteriores se realizan en el medio de "binding" (ICN, U.S.A). 
- 1251-EGF: se prepara una disolución stock en tarnpón HEPES 20 mM-BSA 0,3%. Las diluciones 

posteriores se realizan en el medio de "binding" (ICN, U.S.A). 
- PCI: se prepara una disolución stock 1 mg/mL en H20 grado Mono-Q y las diluciones posteriores 

eu medio de "binding". 
- Disolución de Javado: PBS-BSA 0,1%.- Disolución de permeabilización: NaOH IN-SOS 0,1%. 
- Contactor gamma (LKB, Suecia). 

Los estudios de unión competitiva del PCI al EGF-R se realizaron con la línea de adenocarcinoma 
pancreatico humano Capan-1. De acuerdo con el siguiente protocolo: 

I. Se siembran 1,25 x 105 células por pocillo en placas de 24 pocillos, que se mantienen en cultivo 
duraute 48 h en DMEM 10% FBS. Se siembran triplicados para cada concentración de competidor a 
ensayar. 

2. Veinticuatro h antes del ensayo, se reemplaza el medio completo de los pocillos por 2 mL de 
DMEM sin suero. 
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3. Al día siguiente se lavan las células 3 veces con medio de "binding" a 4°C. 
4. Se incuban las células con 70 ¡.tL dc mcdio de "bindíng" en el que se han añadido las 

concentraciones de competidor a ensayar. En el caso del EGF las concentraciones ensayadas fueron de 
O, 0.005. 0.01, O. l. l. lO y lOO nM. Para el PCT las concentraciones ensayadas fueron de O, 2.32 nM, 
23 ,28 nM. 232.8 nM. 2328,2 nM. 11641.4 nM y 46565,7 nM. concentraciones que se habíau utilizado 
previamente en ensayos de proliferación. Posteriormente se añaden 40000 cpm (350 pM) de 125 [­

EGF. La incubación se realiza a 4°C durante 5 h. Para detenninar la uuión inespecífica. tanto en el 
caso de competencia con EGF no marcado como con PCI. sc incubau pocillos control con un exceso 
100 veces molar de EGF no marcado (100 nM) respecto al 1251-EGF ensayado. 

5. Se lavan las células rapidamente 3 veces con 500 j.LL de la disolución de lavado fría. 
6. Se solubilizan las células con la disolución de permeabilización mcdiante incubación durante 30 

mina temperatura ambiente. 
7. La radiactividad en la suspensión sc determina con un contador gamma. Para detenninar la 

unión especifica. a la radiactividad total unida se le resta el valor de unión inespecífica. 

En primer Jugar sc realiza una competencia entre el 1251-EGF y EGF no marcado. este ensayo permitc 
determinar si la línea en estudio, Capan-1, presenta uno o varios tipos de receptor para este factor de 
crecimiento. Posteriormente. se realiza la competencia entre el PCI y el 1251-EGF para comprobar si el PCI 
compile por los mismos receptores que el EGF. 

ill.F.2. ELECTROFORESIS DISCONTINUA EN GELES DE POLLACRILAMIDA-SDS (SDS­
PAGE) 

La electroforesis discontinua en SDS (dodecilsulfato sódico) es una metodología que pernúte el 
analisis de mezclas complejas de proteínas (Laemmli. 1970). El método se basa en un soporte Hsico 
constituido por fibras de monómeros de acrilamida entrecruzadas con bisacrilamida que polimerizan en 
disolución en presencia de radicales libres. Estos radicales libres son aportados por el persLtl fato amónico y 
quedan estabilizados por el TEMEO. 

Oisoluciones: 

- Tarnpón del gel apilador (x4): Tris-HCJ 0,5 MpH 6,8, SOS 0.4%. 
- Tampón del gel separador (x4): Tris-HCI 1.5 M pH 8.8. SOS 0.4%. 
-Acri lamida 30%, N-N'-bismetilen-acrilanúda 0,8%. 
- Persulfato amónico 15% (preparado al momento). 
- Temed (N.N,N',N'- tetrametil-1 ,2-diaminoetano; Bio-Rad, EE.UU.). 
- Tarnpón de elución (xlO): glic.ina 1.92 M. Tris 0,25 M, SOS 1%. Se ajusta a pH 8.3-8,5. 
- Tampón de apticación (x2): Tris-HCI 60 mM pH 6,8. SDS 4%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 

5% y azul de bromofenol 0,01%. 

La densidad final de la malla de acrilanúda puede ser variable y depcnde de dos paramctros: la 
concentración de monómeros y la relación acrilanúda-bisacrilamida. 

En el caso de la electroforesis discontinua se polimerizan dos tipos de gel: un gel superior o apilador. y 
un gel inferior o separador. Las funciones que real izan estos dos tipos de gel son diferentes: el apilador 
pernúte que las proteínas se concentren en wta banda estrecha antes de entrar en el gel separador, 
aumentando la resolución de este al provocar que toda la muestra entre en el gel inferior al mismo tiempo; y 
el separador provoca Ja separación de las proteínas. 

Las electroforesis se llevaron a cabo en un equipo Miui-Protean-Il (Bio-Rad EE.UU.). El tamafio de 
los geles es 9 cm x 6 cm x 1,5 nun. 

En primer Jugar se polimeriza el gel separador (con el porcentaje de acrilamida deseado, nonnalmcnte 
el 8%) y sobre este el gel apilador (normalmente 3%). Una vez preparados los geles se limpian los bolsillos 
con agua para elinú nar los restos de acrilan1ida, se montan sobre el soporte y se aii.ade el tampón de elución a 
la cubeta . En el caso de electroforesis en condiciones desnaturalizantes las muestra.s se incubau dos min a 
100°C en presencia del tampón de aplicación para reducir los puentes disulfuro de la proteína. Finalmente las 
muestras se cargan en los bolsillos del gel con una jeringa Hanúlton. 
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Las electroforesis se realizaron a intensidad suave y constante (30 mA por gel). 

Los marcadores de peso molecular empleados fueron: 
Marcadores de peso molecular de amplio rango preteñidos (Novex, EE.UU.): miosina (250.000 
Da). BSA (98.000 Da), glutamato deshidrogenasa (64.000 Da). alcohol deshidrogenasa (50.000 
Da), anhidrasa carbónica (36.000 Da), mioglobina (30.000 Da), lisozima (16.000 Da). aprotinina 
(6.000 Da) e insulina, cadena B (4.000 Da). 

IILF.3. INDUCCIÓN DE LA DIMERIZACIÓN DEL RECEPTOR DE EGF. 

La dimerización del receptor de EGF se induce estimulandolo con EGF. Los dímeros formados se 
estabilizan por entrecruzarniento químico y se analizan por transferencia tipo western. EI protocolo seguido 
se detalla a continuación. 

DLF.3.a. Obtención de los extratos celulares 

La línea celular utílizada para este tipo de estudio ha sido A43 l. Las células se han mantenido en 
cultivo tal y como se ha descrito en el apartado Ill.C.4. Para poder realizar los estudios de dimerización del 
receptor es necesario lisar las células con un detergente, dado que el receptor es una proteína de membrana. A 
continuación se detallan las disoluciones. así como el protocolo seguido para la obtención de los lisados 
celulares. 

Di soluciones: 
- Tampón 1 M de fostato sódico pH 7,4: se prepara mezclando 19 mL de una disolución 1 M 

NaH2P04 con 8 mL de una disolución 1 M Na2HP04. 

- Tampón de lisis RIPA B incompleto: su composición es 20 mM tampón fostato sódico pH 7,~ , 
1% tritón X-100, 150 mM NaCl y 5 mM EDTA Esta disolución se guarda a 4°C. 

- Disolución de leupeptina (Sigma, España): se prepara un stock 10 f.!g/mL que se conserva a 
-20°C. 

- Disolución 250 mM de vanadato sódico, se conserva a- 20°C (Sigma, EE. UU.). 
- PMSF (fenilmetilsulfonilfluoruro) (Sigma, EE.UU.). 
- Aprotinina (Sigma, EE.UU.). 
-Etanol absoluto (Merck, R.F.A). 

Protocol o: 

1. Se cuiti van las células en placas de cultivo de l 00 mm hasta alcanzar un 70% de confluencia. 
2. Se retira el medio de cultivo de las células y se lavan dos veces con PBS frío. 
3. Se prepara el tampón RIPA B concentrado de la forma siguiente: se disuelve PMSF en etanol a 

una concentració o 200 mM. Se añade al tampón RIP A incompleto PMSF a una concentración final 7 
mM, se ajusta el pH a 7,4 con NaOH I M y se filtra la disolución a través de un filtro de 0,22 J.llll. 
Entonces se añade aprotinina al 1,4% (v:v). 14 f.!g/mL de leupeptina y 350 f.!g/mL de vanadato sódico. 
Se mantiene la disolución de RIPA Ben hielo. 

4. Se añaden 0,5 mL de RIPA B concentrado a cada placa. Se desenganchan las células del fondo 
de la placa con un rascador. 

5. Se transfiere el lisado celular a tubos de homogeneización de vidrio, puestos previamente en 
ltielo. Se homogeneiza 50-60 veces. 

6. Se transfiere a tubos eppendorfs previamente enfriados y se centrifugau a 10.000 rpm durante 10 
mina 4°C. 

7. Se transfiere el sobrenadante a eppendorfs y se mantienen en hielo. Se descartan los sedimentos. 
8. Se deterntina la concentración de proteína usando el método de Bradford (Bradford 1976), 

diluyendo las muestras 1:50 y 1:100 en agua y se añade el mismo volumen de RIPA B que de muestra 
a las diluciones de los pocillos de la recta patrón. 

9. Se calcula el volumen de lisado celular necesario para tener 10 Jlg de proteína. 

III.F.3.b. Inducción de la dimerización del EGF-R v entrecruzamiento guímico de los 
dímeros formados 

Una vez sc dispone dellisado celular se puede inducir la dimerización del EGF-R y estudiar si el PCI 
es capaz de inhibir dicho proceso. Se induce la dimerización del receptor mediante la estimulación del mismo 
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con EGF. y los dímeros formades se estabilizan por entrecruzamiento quimico. Y después se detecta la 
desaparición de los monómeros y aparición de los dímeres por inmunotransferencia. 

Disoluciones 
- Disolución de EGF 100 !lg/mL en lO mM acético 0.1% BSA (R&D. EE.UU.). 
- Disolución de insulina 25 mg/mL (Boheringer Mannheim. R.F.A). 
- Disolución lO mM acético. 0.1% BSA. 
- Disolución de glutaraldehído 25%. 
- Disolución de glicina 2 M. 

Protocol o: 

l. Se mezclan en un eppendorf. en este orden: 
x !lL de 1isado (los necesari os para que haya I O !lg de proteína) 
10.5 J.!L- x !lL de RIPA B concentrado 
3 J.!L de la dísolución de PCI en H20 
Se ensayan concentraciones finales de 0. 1 a 5 mg/mL de PCI. Y en el caso de los controles se añaden 3 
!lL de BSA o insulina. concentración final 5 mg/mL 

2. Se mezcla con agitación suave y se incuba a T8 ambiente durante 30 mín. 
3. Se añaden a la mezcla 1,5 !lL de lfl dísolución de EGF l J!g/mL (ésta se prepara por dí1ución en 

lO mM acético 0.1% BSA de la dísolución 100 J.!g/mL). Se mezcla con agitación suave y se incuba a 

T8 ambiente durante 30 min. 
~. Se añaden a la mezcla 5 !lL de glutaraldehído 160 mM. preparado a partir de la disolución al 

25%. Se mezcla con agitación suave y se incuba exactamente 1 min a T8 ambiente. 
5. Se añaden L7 J.!L de glicina 2 M. Se mezcla con agitación suave. El color de La solución vira a 

a.marillo. Se puede proceder entonces a analizar los dímeres fonnados mediante SDS-PAGE e 
inmunotransferencia. 

ffi.F.3.c. Detección por inmunotransferencia de monómeros v dímeros del EGF-R 

La detección de los monómeros y dírneros del EGF-R se realizó medíante la técnlca de la transferencia 
tipo Western. 

Esta técnlca. tarnbién llarnada electroblocting o Western blotting (Towbin y col.. 1979. Renart y col.. 
1979), combina la especificidad de detección de los anticuerpos con la resolución obtenlda por las técnicas 
electroforéticas. Se utiliza ampliamente por su especiñcidad en la detección de proteínas. 

Consiste en una técnica electroforética para transferir las proteínas cargadas en un gel de electroforesis 
a una membrana de material sintético (nitrocelulosa o difluoruro de polivinilideno (PVDF)) gracias a un 
campo eléctrico perpendicular a las dos partes. Los monómeros y dímeres del EGF-R se detectau incubando 
la membrana con un primer anticuerpo capaz de reconocer dícho receptor. A continuación se realiza una 
nueva incubación con un segundo anticuerpo capaz de reconocer otros anticuerpos y que esta conjugada 
quírnicamente a moléculas de peroxidasa. Por último el filtro se coloca en presencia de una dísolución con un 
reactivo quimioluminiscente que ernite luz al ser oxidado por la peroxidasa lo que perrnite realizar una 
autorradíografia. Los monómeros y dímeros aparecen como bandas de intensidad proporcional a la cantidad 
de EGF-R en una forma u otra (Figura lli. 7.). El protocolo seguida se describe a continuación: 

96 

Lv.llilioly 
.u...,.,. 

Luz 

Pnxtiaa u la Alt»""'}o Alll.in tf}O F"""""iÓa. 4t Ox!Wióa. 4tl huabol Polí<U. 4o 
ll.t .IUrua collin. la coa ptrOldU<a rMiuloJ Y ••islh olt Iu l.tl pn>4wto lb.\10< X 

prottÍJ&;a. dt ru"ció.a 

Figura 111.7.: Oetección de protefnas por quimioluminiscencia. 



Material y Métodos 

III.F.3.c.J. Tran.iferencia 

Disoluciones: 

- Membranas de PVDF (Boheringer Mannheim, RFA) 
- Tampón HEPES vanadato: su composición es 20 mM HEPES pH 7.4 y 100 ¡.tM vanadato sódico. 
- Disolución ~x de tampón de carga para SDS-PAGE: Tris-HCl 120 mM pH 6.8, SDS 8%, glicerol 

20%. y azul de bromofenol 0.02%. Se añade 5% de P-mercaptoetanol justo antes de usar. 
- Tampón de transferencia: 192 mM glicina. 25 mM tris, 20% metanol. Conservar a ~oc. 

Protocol o: 

I. Se toman 3 ~ de cada muestra de lisado procedente de la reacción de entrecruzamiento y se les 
añaden 17 ~ de dH20. 

2. Se añade tampón de carga 4x con ~-mercaptoetanol a las muestras. Se mezcla por agitación en 
vórtex. Se hierven las muestras 5 min a 100°C, juntamente con los marcadores. 

3. Se centrifugau las muestras a 13000 rpm 2 min a temperatura ambiente. 
4. Se cargan las muestras en un gel SDS-PAGE al5%. descartando los sedimemos. 
5. Se corre el gel a 30 mA durante l-2 h basta que el BPB sale del gel. 
6. Terminada la electroforesis, se sumerge el gel en tampón de transferencia frío y se agita durante 

lO min a temperatura ambiente. · 
7. La membrana utilizada para la transferencia no se puede tocar nunca con las rnanos desnudas. 

se debe manipular siempre con guantes. Se corta la membrana del mismo tamaño que el gel y se activa 
sumergiéndola 2 segundos en 5-10 mL de metanol 100%. Se elimina el metanol sumergiéndola en 
agua grado Mono-Q en exceso durante 5 mín. 

8. Los componentes del sistema (pape! whatman 3M, esponjas y la membrana activada) se incubau 
durante 10 minen el tampón de transferencia. 

9. Se monta el sistema de transferencia según el siguiente orden a partir del polo negativo (lado 
negro del sistema): 

Esponja 
Pape! Whatman 
Gel de poliacrilamida 
Membrana 
Papel Whatman 
Esponja 

A medida que se disponen los diferentes componentes es necesario ir eliminando las burbujas que 
puedan haber. 

I O. Dentro de la cubeta del Mini-Trans-Blot de Bio Rad se coloca el sistema. con su bloque de 
hielo refrigerante (que se ha mantenido a -80°C basta el momento) y una barra agitadora magnétic~ y 
se llena basta arriba de taropón de transferencia que debe estar en agitación durante todo el proceso. 

11. El aparato se conecta a una fuente de electroforesis a un voltaje constante de l 00 V durante ~ h. 
12. Una vez. fínalizada la transferencia. se separa el gel de la membrana y se comprueba la 

efectividad del proceso por la transferencia de los marcadores a la membrana. 

/JJ.F.3.c.2. Detección inmunológica por revelado especíjico con anticuerpos 

Dísoluciones: 

- Anticuerpo de conejo contra el EGF-R (Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.). 
- Anticuerpo de cabra contra la región constante de los anticuerpos de conejo conjugada con 

peroxidasa (GAR-Po) (Pierce, EE.UU.) 
-Kit de quimioluminiscencia para transferencia tipo Western (Boheringer Mannheim. RFA): 

disoluciones A y B. 
- Disolución reveladora Kodak (EE.UU.). 
- Dísolución fijadora Kodak (EE.UU.). 
- Tampón Tris/NaCI (pH 7,5): lO mM tri s, 100 mM Na CI, 0. 1% Tween-20, se prepara al 

momento. 
- Tampón de bloqueo: 10 mM tris, 100 mM NaCI; 0,1% tween-20; I% BSA, se prepara al 

momento. 
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Protocol o: 

I. Se lava la membrana durante 10 rnin con tampon Tris!NaCI. 
2. Se incuba la membrana a temperatura ambiente durante 3 h. o toda la noche. con el tampón de 

bloqueo. 
3. Se incuba La membrana a temperaturd ambiente I h. o toda la noche. con el anticuerpo contra el 

EGF-R. El anlicuerpo se prepara diluyendo I :4000 la disolución comercial en tampón dc bloqueo. 
4. Se lava la membrana con tampón Tris!NaCI. Un primer lavado de 15 min y 4 mas dc 5 min. 
5. Se incuba la membrana a temperatura ambiente I h. o toda la noche. con el GAR-Po. El 

anticuerpo se prepara diluyendo I :4000 la disolución comercial en tampón de bloqueo. 
6. Se lava la membrana con tampón Tris!NaCI. Un primer lavado de 15 min y 4 mas de 5 min. 
7. Se mezcla la disolución A precaJentada (25°q con la disolución Ben proporciones 100: I y se 

incuba durante 30 min mas a temperatura ambiente. Esta es la disolución de detccción. 
8. En la cimara oscura, se quita el exccso de tampón de los lavados presionando la membrana 

entre 2 hojas de pape! de filtro. Se pone la membrana en una bandeja nueva y se ai1ade la disolución de 
detección directamente sobre ésta. 

9. Se incuba exactamente durante 1 min. agitando rnanualmente. 
10. Se elimina el exccso dc disolución de dctccción. Se envuelve la membrana con pclícula 

transparente. 
Il . Se coloca la membrana en un cassette de exposición. con la cara que cstuvo en contacto con el 

gel boca arriba. Sobre la membrana se sïtúa una peJícula Kodak X-OMAT AR (EE.UU.). Sc cxpone la 
pclícula el tiempo necesario hasta un maximo de I h. 

12. Se revela el ftlm en la CéÍJnara oscura con disolución reveladora Kodak (EE.UU.). Se para el 
revelado con agua dcstilada y sc ñja con disolución fijadora Kodak (EE.UU.). Se lava la pclícula con 
agua y se seca al aire. 

DLFA DETERMJNACIÓN DEL GRADO DE FOSFORlLACIÓN DEL RECEPTOR DE EGF. 

El grado de fosforilación del receptor de EGF se ha anaJizado con 2 métodos difcrentcs. Ambos se 
basan en la inmunopredpitación previa del receptor para después estudiar la actividad quinasa del mjsmo 
(ICKA) o bien detectar sus tirosinas fosforiladas. A continuación sc detallan ambas técnicas. 

IILFA.a. Obtención de los extractos celulares 

Las lineas celulares utilizadas para este tipo de estudio han sido A431 y Capan-1 . Las células se han 
mantenido en cultivo tal como se ha descrito en el apartado !IJ.C.4. El protocolo seguido fuc el dctallado en el 
apartado m .F.3.a con las modificaciones siguientes. 
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Disoluciones: 

- Disolución de EGF 100 ¡.~glmL en lO mM acético. 0.1 % BSA ( R&D. EE.UU.) 

Protocol o: 

1. Se culli van las células en placas de cultivo dc I 00 mm hasta alcanzar un m:íximo del 70% de 
confluencia. 

2. Se lavan las céluJas dos veces con PBS atempcrado a 37°C. Seguidarnente se ailadc mcdio sin 
suero y se hacen crccer en el rnismo durante 18 h. 

3. Se lavan nuevamente las células 2 veces con PBS atemperado y se añade nucvo medi o s in suero. 
A continuación se añadc PCI a la concentración descada a los cuJtivos que se quieran tratar y sc incuba 
durante lO rnin a 37°C. Scguidarnente se añade EGF a los cultives (5 nglmL en el caso dc la línea 
Capan-1 y I nglmL para la linea A431) y se incuba nuevamentc durante 10 rnin a 37°C. 

4. Se retira el medio de cultivo y se lavan las células dos veces con PBS frío. 
5. Sc prepara el tampón RIPA B completo de la forma siguiente: se disuelve PMSF en etanol a una 

concentradón 200 mM. Se añadc aJ tampón RIPA incompleto PMSF a una concentración final 5 mM. 
se ajusta el pH a 7,4 con NaOH I M y se filtra la disolución a través de un fi ltro dc 0.22 ¡.~m. Entonces 
se añade aprotinina al 1% (v:v), 10 J.lg/mL de leupeptina y 250 ¡.~glmL de vanadato sódico. Se 
mantiene la disolución de RIPA Ben ruelo. 

6. Se añaden 0,5 mL dc RIPA B completo a cada placa. Se desenganchan las células del fondo de 
la placa con un rascador. 
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7. Se transfiere el lisado celular a tubos de homogeneización de vidrio, puestos previamente en 
hielo. Se homogeneiza 50-60 veces. 

8. Se transfiere a tubos eppendorfs previamente enfriados y se centrifugau a 10.000 rpm durante JO 
nún a 4°C. 

9. Se transfiere el sobrenadante a eppendorfs y se mantienen en hielo. Se descartau los sedimentos. 
10. Se determina la concentración de proteína usando el rnétodo de Bradford (Bradford, 1976), 

diluyendo las muestras 1: 100 en agua y se a11ade el mismo volurnen de RlP A B que de muestra a las 
diluciones de los pocillos de estandar. 

11 . Se calcula el volurnen de lisado celular necesario para tener 250 J.lg dc proteína. Se completa 
estc volumen basta 300 J.1L con RIPA B completo. Se procede a la inmunoprecipitación. 

ID.F.4.b. Inmunoprecipitación 

La inmunoprecipitación es una metodologia que permite la precipitación selectiva de una determinada 
proteína a partir de una mezcla compleja, mediante la utilización de inmunoglobulinas que reconocen a la 
proteiua escogida y forma complejos antígeno-anticuerpo, que se precipitau con pansorbina. 
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Figura 111.8: tnmunoprecipitación: 1. Lisis celular. 2. Formación de los complejos Ag-Ab. 3. Precipitación de 
los complejos inmunes con pansorbina. 

Disoluciones 

- Tampón ICKA: su composición es 10 mM tampón fosfato sódico pH 7,4, 150 mM NaCl y O, l% 
Lritón X-100. Esta disolución se guarda a 4°C. 

- Anticuerpo monoclonal contra el receptor de EGF: clon RPN 513 (Amersham Life Science, Reino 
Unido). 

- Pansorbina: suspensión celular de Staphyloccoccus aureus. (Calbiochem, EE.UU.) 

Protocolo 

I. Se afiaden 5 J.1L de anticuerpo contra el EGF-R a cada muestra de lisado celular y se mezcla 
mediante vórtex. Se incuba durante I h en hielo. 

2. Se añaden 50 J.LL de pansorbina a cada muestra y se mezcla mediante vórtex. Se incuba durante 
20-30 nún en lúelo. 

3. Se centrifuga a 13000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente. Se descarta el sobrenadante. 
4. Se agitau con vórtex los sedimentos y se resuspenden en I mL de tampón ICKA frío. 
5. Se repiten tres veces los pasos 3 y 4. 
6. Se secan los eppendorfs colocandolos boca abajo sobre un pape! absorbente. Se dejan los 

sedimentos en hielo y se procede inmediatamente al ensayo de actividad quinasa o a la transferencia 
tipo Western, o se congelau los sedimentos. no por mucho tiempo. a -80°C. 

m .F.4.c. Ensayos de actividad quioasa utilizando complejos iomuoes (ICK.A) 

Una vez se dispone de receptor inmunoprecipitado se puede estudiar su actividad quinasa 
detemúnando la incorporación de fósforo a sus lugares de autofosforilación. En este tipo de ensayo se 

proporciona al receptor el fósforo en forma de 32P-ATP y después se detecta su incorporación mediante wt 
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gel de electroforesis seguido de autorradiografia. 

Disoluciones 

- Disolución 100 nM MnCJ. Esta disolución se guarda a 4°C. 
- Tampón HEPES-vanadato: su composición es 20 mM HEPES pH 7.4 y 100 J.l.M vanadato sódico. 
- Disolución I M KOH. Esta disolución se conserva a temperatura ambiente. 
- Disolución de fijación: 40% metanol y 10% acido acético. 
- Secador dc geles modelo 583 (Biorad, EE.UU.). 

Protocol o 

1. Se prepara el tampón de reacción. Cada muestra necesita 50 J.l.L. 

La Se determinar la cantidad de cofactor (M112+) a añadir. La concentración final dcbe ser 8 
mM 

I. b. Se calcula el 32P-ATP necesari o. Cada muestra necesita I O J..LCi . 
Lc. Se completa el volumen total con el tampóo HEPES-vanadato. 

2. Se agitan con vórtex los sedimentos secos y sc rcsuspcnde cada uno en 50 j.lL de tampón de 
reacción acabado dc preparar. 

3. Se mezcla bien. Se incuba exactament e 10 min a temperatura ambiente. 
4. Se para la reacción añadiendo tampón de carga 4x con ~-mercaptoetanol. Se mezclan los 

sectimentos. Se hiervcn las muestras durante 5 nun a I00°C. junto con los marcadores de peso 
molecular. 

5. Se centrifugau los sobrcnadantes a 13000 rpm durante 2 mina temperatura ambiente. 
6. Se cargan las muestras en wt gel al 8% SDS-PAGE. preparado tal y como se ha descrito en el 

apartado IT!.F.2. Se dcscartan los sedimentos. 
7. Se corre el gel durante I h y 30 min a 30 mA. 
8. Se fija en Ja disolución de fijación durante 30-60 nun. 
9. Se hierve el gel en 1 M KOH durante 20 nu n. 
10. Se transfiere el gel a la disolución de fijación, que se cambia cada 5-10 min, hasta que el gel 

vuelva a aJcanzar su tamaño normal y sea transparente en Jugar de blanco. Nonnalmente tarda entre 
30 y 60 nun. 

11. Se seca el gel en un secador (al menos durante 3 h) y se autorradiografia durante unos lO min 
en el caso dc la línea A431 y durante 2 a 4 h en el de la línea Capan-1. Se determina la radiactividad 
del filtro con un contador beta. 

1/l F.4.d. Detección por inmunotransferencia de proteínas fosforiladas en tirosinas 

La dctección de la presencia de tirosinas fosforiladas en proteinas se realizó mectiante la técnica de la 
transferencia tipo Western descrita en el apartado Ili.F.3.c. En este caso el sedimento bununoprecipitado 
(obtcnido como se explica en el apartado Ill.F.4.b.) sc resuspeudió en 30 j.lL de tampón HEPES-vanadato y se 
continuó con el protocolo descrito en el apartado lli .F.3.c. l. Los residuos de tirosinas fosforiladas se 
detectaron en la membrana siguiendo el protocolo descrito en el apartado W.F.3.c.2. En este caso la 
membrana se incubó únicamente con el anticuerpo antifosfotirosina coujugado con peroxidasa. El anticuerpo 
se preparó diluyendo 1:2500 la disolución comercial en tampón de bloqueo. El revelado se llevo a cabo por 
quimiolurniJtisccncia. 

III.G. MODELOS ANIMALES 

Se han utilizado diferentes modelos animales para estudiar los efectos del PCI. Uno de ellos pemútió 
determinar si el dicho inhibidor afecta a la capacidad metastasica de las células tumorales. y los otros dos si 
tiene alguna influencia sobre la aparición y desarrollo dc tumores in vivo. 

ID.G.l. ENSAYOS DE METASTAS IS IN VIVO 

Para estudiar el efccto del PCI sobre la capacidad metastasica de las céluJas tumorales sc utilizó el 
modelo de la línea de melanoma de ratón BJ6Fl0. Estas células tumorales se inoculau en ratones singénicos 
via intraesplénica. y al cabo de 7 dias empiezan a desarrollar metastasis en el hígado. 
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lll.G.l.a. Prcparación de las células nara su inoculación v t ratamicnto dc los ratoncs 

Las céluJas dc la I inca dc melanoma de ratón B 16F I O sc mantuvicron en cultivo tal y como sc ha 
dcscrito en el apartado llf.CA .. posteriom1ente se inocularen en los nltones de la forma siguicntc: 

Material v disolucioncs: 
- MateriaJ quirúrgico neccsario para hacer una incisión y dar unos puntos dc sutura. 
- embutal: anestés1co que sc administra a w1a doSIS dc 50 mg!Kg. 
- Alfa MEM HE PES (Gibco. EE. UU. ). 
- Ratones machos C57BL/6J. de 6 a 8 sema nas (TFF A Credo. Francia). 

Tratamientos: 

- Grupo control : constituido por 5 ratoncs a los cuales sc les inocularen 300.000 céluJas cüsueltas 
en 0.1 mL de alfaMEM-HEPES. Los ratoncs. prcviamcnte anestesiades con nembutal. sc inoculan vía 
intraesplénica. mcdiantc una pequeña incisión y posterior cierre con puntos. 

- Tratamiento I: ot ros 5 ratones inoculados dc la misma forma que los control. AJ scxto dia de la 
myección. se inicia un tratamiento diario con LO ¡.tg dc PCI (disueltos en PBS) por '~a intrapcritoneaJ. 

- Tratamiento 2: en este caso las células con las cualcs se inocuJan los ratoncs. en numero de 5. se 
tratan pre,iamentc "in vitro". durante ~ dias. con una concentración de 0. 1 mg/mL de PCI. La 
inocuJación dc las céluJas es idéntica a la del grupo control. 

lli.G. I.b. Oetcnninación del número dc mctastasis formadas 

Material: 

- Fomtalina (Sigma. EE.UU.). 
- Disoluc10nes de hcmatoxilina-eosma (Apanado lll.C.2.). 
- Ultramicrotomo modelo SupemO\·a (Reichen. Austria). 
- Microscopio óptico (Zeiss. R.F.A. ). 

Protocolo: 

Todos los ratones se sacrilican por cüslocación cervical al cabo de 11 días dc la inyección de las células 
tumoralcs. Seguidamcntc sc Ics extrac el hígado. que sc tija con una cüsolución dc fonna lina y sc obtienen 
secciones mediante el uJtramicrotomo. Posteriom1cnte sc tiñen las secciones con hematoxilina-eosina y se 
cucnta el número de focos metast:ísicos. 

LO.G.2. ENSA YOS CON RA TONES ATÍMICOS 

Para determinar si el PCI licnc aJgún cfccto sobre el crccurucnto tumoral m v1vo sc siguio el 
crccimicnto de tumores subcutancos inducidos en ratoncs atímicos tratados o no con PCI 

Material v soluciones: 

- Reactivos y materialcs necesarios para cultivo celular. descrites en el apartado ITI.C.2 . 
- Ratoncs desnudos o atímicos. CD-I nudc/hembras. de seis semanas. 
- Jeringas de insuli na (Becton Dickinson Labware. EE.UU.). 
- Mctaphane (anestésico). 
- Calibrador Vernier. 

Protocolo: 

l. Los ratones se inycctan subcut:íncamentc con 10 7 cé1ulas de la linea Capan-1 disucltas en 100 
¡.tL de DMEM. A los elias 12 de la inoculación de las cétuJas. se inicia el trawnúento diario por 
inyección directa en el tumor de 100 ¡il. de las disoluciones de PCI o PBS. En este momento los 
tumores son palpables y miden como mínimo 2 mm dc diametro. Se inoculan 19 ratones que se 
distribuyen en ~ grupos: 

- Grupo control: constituido por 5 ratones. Se Ics rcaliza un tratamiento con PBS. 
- Grupo 1: constituido. también. por 5 ratoncs. Se les trata con li ¡.tg/dia dc PCI disueltos en PBS. 
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- Grupo 2: forn1ado por 5 ratones a los que se les aplica un tratamiento con w1a dosis de PCI dc 60 
Jlg/día. 

- Grupo 3: forn1ado por~ ratoncs a que recibcn w1a dosis de PCI dc 120 ¡.tg/dia. 
2. Durante el tratamicnto. que dura 32 dias. se determina cada dos d.ías el tamaño de los tumores. 

Se utiJ iza u11 calibrador Vernier. que pennite med.írlos en todas sus dimensiones. El volumcn de los 
tumores se hal la de acucrdo con la siguiente fónnula: ., 

w- xL 
V = -----

2 
donde W es la amplitud del tumor y L la longitud del mismo. 

A med.ída que se conocen los volúmcnes de los tumores. cada 7 dias se calcula su crccimiento 
relativo. mediante la siguicnte fórmula : 

Volumen del tumor al timepo t de tratamiento 
Volumen rclativo = ------------------

Volwnen al tiempo O de inicio del tratamiento 

Una vez ftnalizado el tratamiento se calcula el tiempo de duplicación de los tumores (td) . de 
acuerdo con la fórnlllla siguiente: 

2 x d 
td= ---

Vt - Vo 

don de d corresponde a los d.ías de tratamiento. V t aJ volumen del tumor al final del tratamiento : 
V0 al voltm1en al inicio del tratamiento. 

lllG.2.a. Caracterización histológica de los tumores 

Después de 32 d.ías de tratamiento todos los ratones se sacrifican por asfixia en w1a camara de C02 y sc 
les realiza la autopsia. A todos cllos se les e:--.1rae ellúgado y el twnor subcutaneo que sc les ha iJlductdo. 

Todos los tejidos se fijan durante 12 h en forn1alina tamponada con PBS. Posteriormente se embcbcn 
en parafina. Los bloques así obtenidos se cortan en secciones de 5 Jllll de grosor y se tiñen con hematoxi lina­
eosina. A partir dc estos cortes se realiza el estudio histopatológico dc los tumores. 

lli.G.3. ENSA YOS CON RA TONES TRANSGÉNICOS 

La tecnologia de los animales transgénicos. que consiste en introducir secuencias de DNA cxógcnas en 
las líneas gernlinaJes. ha pern1itido obtener ratones transgénicos predispuestos a desarrollar cancer. Dichos 
ani males constituyen modelos in vivo de fo nnación de tumorcs en los cuales los cambios preneoplasicos 
ocurrcn invariablemente en uno o varios órganos en particular y durantc un intervaJo de tiempo determinado. 
lo que pcnnite que la progresión neoplasica pueda ser estudiada sistematicamcntc. 

Muchos modclos transgénicos de desarrollo de tumores se han obtcnido por fusión de la secuencia 
reguladora de un deterntinado gen a la región tcmprana del virus SV~O, que comprende los genes dc los 
antígenos T grandc y t pcqueño de dicho vims. Las secuencia reguJadorJ dirigira la e:xpresión de la región 
temprana a uno o varies órganos. con la consecucntc aparición de un tumor debido a la acción oncogénica dc 
los antígenos SV-l-0 (Fanning. 1992). 

Por tanto se d.íspone actuaJmentc de lineas dc ratones transgénicos que desarrollan uno o varios tipos 
de tumores, y en el presente trabajo se empleó una de elias para comprobar si el PCI pucde afectar a la 
aparición y evolución de twnorcs 

A continuación se describe la línea de ratoncs con la que sc ha trabajado. denominada iCAIITag-2. 
amablemenle cedida por la Dra. M.L. Frazier del MD Anderson Cancer Centcr de Houston. así como el 
tratamiento aplicado a los mjsmos. 

l02 



Material v Métodos 

11 LG.3.a. Descripción de la linea transgénica 

La !inca de ratones transgénicos iCAll-Tag-2 se obtuvo por microinyccción de un ONA lineal de 
conccntración 1-2 nglmL en el pronúcleo de oocitos fertilizados de ratones 8602 (Gordon y Ruddle. 1981). El 
fragmento de ONA microinyectado estaba formado por secuencias reguJadoras del gen de la anhidrasa 
carbónica (CAJI) unidas a la región codificadora del antigeno T del virus SY40. El fragmento se obtuvo por 
corte con cnzimas de restricción del vector pCASV40-i (Figura 111.9), que contiene dos secuencias reguJadoras 
del gen dc la anhidrasa carbónica n. Una consistc en los 1.7 Kb situados en dirección 3' a partir del codón 
ATG del inicio de la traducción que esta unida en la oricntación opuesta a la encontrada en el gen a una 
segunda sccucncia de 3.5 kb localizada inmediatamente 5' respecto al punto dc inicio de la traducción. Oichas 
sccuencias reguladoras se ligaron a una secuencia de 2.7 kb que codifica para el antígeno T del SY40, pero que 
no ticnc ni el promotor ni el estimulador del virus. 

Los embriones se aislaron 12 a 24 h postcoito de hembras que han sido inducidas hormonalmente a 
supcrovular. Sc microinycctaron de 50 a 100 copias del fragmento dc ONA transgénico mediante una 
micropipcta inscrtada directamente en el pronúcleo del gameto mas promincntc (el proveniente del macho) 
(Hogan et al, 1986). El embrión se transfícró entonccs dircctamente al oviducto de una hembra CDI 
pseudocmbarazada. En la descendencia nacida de los huevos rnicroinyectados se analizó por PCR la presencia 
del transgén integrado en el ONA aislado de la cola de los ratones. 

Si el ONA se ha integrado en el genoma de todas las células. para poder establecer una línca 
transgénica. los ratones que han resultado ser positivos (fundadores) se cruzan con ratones negativos 
(C578 1/61). La descendencia positiva de este cruce (la generación F 1) tendra integrado establemente el 

transgén en su genoma. y aderruís. todas las células seran positivas para el rnismo. Para poder obtener una 
línca homozigota se cruzan dos ratones positivos de F¡. y en la siguiente generación (F2) un 25% de los 

ratoncs seran homozigotos para el transgén. Se comprueba que dichos ratones son homozigotos cruzimdolos 
con un ratón negaüvo y si toda la descendencia resulta ser positiva. nos indicara que el ratón de F2 era 
homozigoto. Una vez obtenidos los ratones homozigotos se mantiene la !inca cruzando siempre ratones 
homozigotos entre sí. 

AM b 
,n.t~ ... 

Figura 111.9.: Vector pCASV40- i 

111.G.3.b. Tratamiento de los ratones 

Una vez se dispuso de una población homogénea de ratones hom<Y.úgotos para el transgén descrito 
antcrionncnte. se procedió a su tratarniento con PCI, para ver si éstc pucdc afectar a la aparición y desarrollo 
dc tu mores in viva. 

Material: 

- Ratones transgénicos homo:úgotos para el vector pCASV40-i. 
- Disolución de PCI 100 J.lg/mL cstéril en agua destilada. 
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- Disoludón de PBS estéril. 
- Adyuvante completo de Freund (Sigma. EE.UU.). 
- Adyuvante incompleto de Freund (Sigma, EE.UU.). 
- Jeringas de 1 mL estériles (Becton Dickinson. EE.UU .). 
- Agujas de 27G 112 estériles (Becton Dickinson, EE.UU. ). 
- Emulsionador (Bccton Dickinson, EE. UU. ). 

Tratamientos: 

-Grupo control: grupo formado por 27 ratones que se tratan con PBS administrado según una pauta 
de inmunización. Esta consiste en administrar una primera inyección subcutanea de 200 ¡.¡L de una 
mczcla I : 1 de PBS y adyuvante completo de Freund. A la semana de la primera inyección. se 
administra una segunda. en este caso de 200 ¡.¡L de una emulsión I :1 de PBS y adyuvante incompleto de 
Freund La tercera inyección se realiza a los 37 dias y la última a los 67 dias de la primera, siendo 
ambas iguales a la scgunda. 

-Grupo Lratado con PCI: grupo fonuado, también. por 27 ratones que se tratan con PCI 
administrado según la pauta de inmtmización anteriormente descrita. sustituyendo el PBS por una 
disolución de PCI 100 ¡.tglmL. 

Todos los animales se empiezan a inyectar a los 2 meses de cdad y se sigue su evolución hasta el 
momento en que estan moribw1dos debido a que han desarrollado tumores. Los animalcs se 
inspeccionau cada 3 dias. 

A medida que los ratones se van sacrificando se calcula el % sc supervivencia dc ambos grupos con 
la siguiente fórmula: 

N° total de ratones - N> de ratones muertos 
% Supervivencia = x 100 

N° total de ratoncs 

llLG.J.c. Procesamiento de los ratones 

Cuando los ratones estan moribundos. se sacrifican por asfixia en una camara de C02 y se les realiza la 

autopsia. A todos elfos se les extrac el cerebro, pancreas y bazo. así como aquellos órganos que presenten 
anomalías macroscópicas. 

Todos los órganos se fijan durante 12 b en formalina tamponada con PBS. Posteriormente se embeben 
en parafina. Los bloques así obtenidos se cortan en secciones de 5 ¡.tm de grosor y se tiii.en con hematoxilina­
eosina. 

A partir de estos cortes se realiza el estudio histopatológico de los órganos. Se realizan cortes 
adicionales para realizar estudios de inmunohistoquímica tal y como se detalla en el apartado lll.H.l . 

lll.H. TÉCN IC AS rNM UNOHISTOQUÍMICAS 

Las técnicas inmunohistoquimicas permiten la detección de un antigeno determinado en células o 
tejidos. Se puede así demostrar tanto la presencia como la localización subcelular de dicho antígeno. 

Estas técnicas se basan en la utilización de un material (células o tejidos) que esta llllido a w1 soporte 
sólido. lo que facilita su procesamiento posterior. Seguidamente se fija el tejido (o células) y se permeabiliza 
para asegurarse Wl libre acceso del anticuerpo. para a continuación incubar el tejido con el anticuerpo y 
eliminar el no unido con lavados. Finalmente el anticuerpo unido se detecta directamentc (si estaba marcado) o 
indirectamentc mediantc un segundo anticucrpo marcado. 

A continuación se detalla el protocolo utilizado para la caracterización de los tumores desarrollados por 
los ratones transgénicos. 
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LU.H.l. CARACTERIZACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA MEDIANTE LA TÉCNICA DE LA 
INMUNOPEROXIDASA IN DlRECT A 

Esta técnica irunuhistoquímica basa la detección del antígeno en la utilización de un complcjo 
cstreptavidina-biotina-peroxidasa donde la peroxidasa precipita un cromógeno soluble dando un producte 
colorcado insoluble dondc estaba localizado el antígeno. 

Un primer anticuerpo reconoce al antígeno. Éste es a su vez rcconocido por m1 segw1do anticuerpo 
biotinado al que se !e tLne el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa que finalmente provoca la aparición 
de color. Con esta técnica se consigue ampliar la señal de manera muy significativa (Fig. IIL 10). 

Figura 111.10: Detección por inmunoperoxidasa indirecta. 1. Tejido. 2. Anticuerpo primario especifico para el 
antígeno. 3. Anticuerpo biotinado que se une al primario. 4. Complejo estreptavidina-biotina­
peroxidasa. 5. Cromógeno. 

Material: 

- Polilisina (Sigma. EE.UU.). 
- cltileno (Panreac. España). 
- etanol (Panreac. España). 
- H202 (Merck R.F.A.). 
- Metanol (Panreac. España). 
- Disolución de citrato sódico 10 mM pH 6 (Merck. R.F.A.). 
-PBS. 
- Disolución de bloqueo libre de suero (Dako. EE.UU. ). 
- Suero no inmune de cabra y de caballo (Dako. EE.UU.). 
- Suero de conejillo de indias contra la insulina porcina (Dako. EE.UU.). 
- Anticuerpo monoclonal contra la cromogranina (Biogenex.EE.UU.). 
- Liquido ascítico contra el antigeno T largo de SV-W (cedido por la Dra. Lozano del M.D. 

Anderson Cancer Center. EE.UU.). 
- ABC Kit elite (Vector. EE.UU.). 
- Anticuerpo biotinado contra la región constante de los anticuerpos de conejillo de indias (Vector. 

EE.UU.). 
- Anticuerpo biotínado contra la región constante de los anticuerpos de conejo (Vector. EE. UU.). 
- Anticuerpo biotinado contra la región constante de los anticuerpos de ratón (Vector. EE. UU.). 
- DAB (diaminobenzidina) (Research Genetics. Inc .. EE.UU.). 
- Hematoxilina de Mayer's (Richard Alien Scientifíc. EE. UU. ). 
- Aqua-Mount: medio de montaje (Lemer laboratories. EE.UU.). 
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Protocolo: 

I. Se realizan concs de ~ lill1 de los bloques embebidos en parafina y sc ponen en ponas rccubienos 
dc polilísina. 

Rccubrimiento de los ponas con polilisina: 
a. Se lavan los ponas dos veces en metanol durante 5 min. Sc dejan sccar al ai re. 
b. Se incuban los portas en una dilución I : lO dc polilisina en agua grado Mono-Q durante lO 
rnin. 
c. Se dcjan sccar los ponas completamente al aire. 
d. Se repiten los pasos b y c. 

2. Se desparafman los ponas mcdiante los pasos siguientcs: 3 lavados de 5 min en x.ileno. 2 lavados 
de 5 min en etanol 100%. I lavado de 5 min en etanol 95%. I lavado de 5 min en etanol 70% ~ 2 
lavados de 5 min en agua grado Mono-Q. 

3. Sc bloquea la actividad peroxidasa endògena deltejido íncubando los ponas en una disolución dc 
agua oxigenada al 3% en metanol durante 10 min. 

~- Se lavan los ponas en agua grado Mono-Q. 2 lavados de~ min cada uno. 
5. Se colocan los ponas en una disolución de citrato sódico 10 m.N1 pH G y se llcvan a ebullición 

durante I min en el nucroondas. con cllo sc consigue exponer el antígeno. 
6. Se lavan los portas en PBS. 2 lavados de~ min cada uno. 
7. Sc tratan los portas con una disol.ución de bloqueo libre de suero durante I O min a temperatura 

ambiente en camara húmeda. 
8. Se lavan los portas en PBS. 2 lavados de ~ min cada tmo. 
9. Se aplica a los portas durante 20 min. como segundo paso dc bloquco. sucro no inmw1c al 2 % 

disuelto en PBS (este suero corresponde al de la misma especie donde sc obtienen los amicucrpos 
biotinados). Este paso se realiza a temperatura ambiente en camara húmcda. Para la deteccion del 
antígcno T de SV40 y de la cromogranina se utiliza suero de caballo. para la insulina se utiliza suero de 
cabra. 

1 O. Se elimina el cxceso de suero no imnune de los porta s y se les a nade el primer amicuerpo 
disuelto en PBS al I% en suero no inmune. A cominuación se explican las diluciones para cada w1o de 
los antígenos a detectar: 

Antícuerpo contra el antígeno T de SV~O: dilución I :9 en PBS con un 1% de sucro de 
cabal lo. 
Anticuerpo contra la insulina: dilución I :2500 en PBS con un I% de suero dc cabra. 
Anticuerpo contra la cromogranina: dilución l :200 en PBS con un I% dc sucro dc caballo. 
Control negativo: sc te aiiadc PBS con un l% del suero no inmunc correspondicnte. 

Sc incuba en camara húmeda durante I ha 37°C para el anticuerpo contra el antígeno T de SV~O: 
a temperatura ambiente para los otros anticuerpos. 

I I. Sc lavan los portas en PBS. 2 lavados de~ min cada uno. 
12. Se cubren los portas con el scgundo anticuerpo biotinado diluido en PBS al 1% en sucro no 

inmune: 
SV~O: dilución I: 1250 en PBS (con un I% de suero no inmune de caballo) del anticuerpo contra 
la región constante del amicuerpo de ratón biotínado . 
[nsuli na: dilución J :200 en PBS (con un l% de suero no imnune de cabra) del anticuerpo com ra 
la región constante del ant.icuerpo de conejillo de indias biot i nado. 
Cromogranina: dilución 1:1250 en PBS (con un 1% de suero no inmune dc caballo) del 
anticuerpo contra la región constante del anticuerpo de ratón biotinado. 
Se incuba en camara húmeda durante 30 min a temperatura ambiente. 

I 3. Se lavan los portas en PBS. 2 lavados de ~ min cada uno. 
l~ . Sc cubren los portas con el reactivo del Kit ABC clite: 
Se diluyen 50 ¡.tL de reactivo A y 50 ¡.tL de reactivo B en 2.5 mL de PBS 
Se incuba en camara húmeda durante ~5 min a temperatura ambiente. 
15. Sc lavan los ponas en PBS. 2 lavados de ~ m.in cada Lmo. 
16. Se cubren los portas con el cromógeno. DAB. Se observa la aparición de color al microscopio. 

Sc para la reacción después de 3 1nin sm11ergiendo los portas en agua grado Mono-Q. 
17. Se realiza una contratinción de los ponas con hematoxilina dc Mayers. sumcrgiendo los ponas 

en la disolución de hematoxilina y eliminando el exceso de la m.isrna poniéndolos en agua calidad 
Mono-Q. 

18. Se cubre el tejido con el medio de montaje y con un cubreobjetos. 
19. Se observa la tinción al microscopio. 



Material v Métodos 

111.1. TÉCNICAS BIOINFORMATJCAS 

UI.Ll. COMPARACIÓN TOPOLÓGICA ENTRE EL PCI Y OTRAS MOLÉCULAS POR 
ANÀLISIS COMPUTACIONAL 

Se ha realizado un anàlisis computacional que permite establecer la similitud topológica de los puentes 
disulfuro de una proteína con los del resto de las existentes en el banco de datos de estructuras cristalogníficas 
de proteínas (Protein Data Bank, PDB) gracias a l programa KNOT-MATCH (Mas y col.. 1998). El programa 
calcula los RMSD (desviación de la raíz cuadràlica media) entre las topologías de los puentes disulfuro de las 
proteínas que compara. Valores bajos de RMSD indican w1a similitud estructural elevada. De esta forma se ha 
podido detem1inar que la topologia de puentes disulfuro presente en el PCI es compartida por otras proteínas 
entre las que se encuentran factores de creci miento tales como el EGF. TGF-a, heregulina, PDGF, NGF e 
inhibidores de proteasas como el BBI. 
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Resultados y discusióo 

fV.A. OBTENCIÓN DE rePCI MEOlANTE FERMENTACIÓN 

El PCI necesario para los experimentes fue inicialmente cedido por el grupo del Dr. F. 

X. Avilés del Instituto de Biología Fundamental de la U.A.B. Posteriormente se procedió a 

obtenerlo utilizando el método de producción de rePCT en fermentador, puesto a punto por 

Marino (1993). 

La producción de rePCT por parte del cultivo bacteriano esta directarnente ligada a la 

etapa de crecimiento exponencial. En condiciones de crecimiento bacteriano óptimo, se 

obtuvieron 200-250 mg de rePCI por litro de rnedio de cultivo, acompañado de una DO (550 

nm) de bacterias de 50-60 unidades, que representan aproximadarnente 20 giL de peso seco de 

células. La fermentación se realizó en forma discontinua alimentada (apartado III.A.3). Se 

partió de 1350 mL de medio M9cas + Ap + oligoelementos 1/ 1000, los cuales se inocularon 

con 150 mL de un cultivo o/n de E.coli MC1061(piMAM3) e inmediatamente se indujo con 

IPTG 2 mM (Marino y col., 1994). 

En el transcurso de la fermentación se fueron añadiendo al medio los diferentes 

nutrientes a medida que se iban agotando a causa del crecimiento bacteriano. En la Tabla IV.l 

se muestran las adiciones de CASaa, glicerol, CaCh, MgS04, tiamina y sales M9 que se 

realizaron a lo largo de una de las fermentaciones. La segunda inducción con IPTG, que se 

realizó aproximadamente a las 8 horas de fermentación, fue idéntica a la primera. 

Tabla IV.1.: Adiciones de soluciones de nutrientes en una fermentación típica . 

8 50 100 1,5 

20 20 40 
26 20 40 

Durante toda la fermentación, la presión de oxigeno en el cultivo se mantuvo alrededor 

del 50-60 % (Figuras IV.l y IV.2). Esto se consiguió durante las primeras 4-5 horas de 

fermentación aumentando la agitación hasta llegar a 900 rpm. A partir de este momento, se 

mantuvo gracias al enriquecimiento del aire con oxígeno, utilizando un módulo mezclador de 

gases. Se estudió el crecimiento bacteriano y la producción de rePCI tomando muestras 

periódicam.ente y analizandolas. Para estimar la concentración de bacterias se rnidió la 

absorbencia de la muestra a 550 nm. Después de una centrifugación del medio, se midió la 

actividad inhibitoria de carboxipeptidasa en el medio de cultivo, para calcular la cantidad de 
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rePCI. Con estos amíJisis se obtuvo la información necesaria para conocer la evolución de las 

fermentaciones. 
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105 - P02 rpm 

100 ~ rpm 800 
95 
90 
85 600 
80 
75 
70 400 
65 ........ valor deseado 
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~ P02 controlada por el enriquecimiento del 
aire con 0 2 

Figura IV.1 .: Esquema general de la evolución de la agitación y la presión de oxígeno durante la 
primera etapa de una fermentación típica de una cepa de E. coli productora de rePCI. 
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Figura IV.2.: Evolución de la presión de 02, agitación, adiciones de nutrientes y DO bacteriana 
durante una fermentación típica de una cepa de E.coli productora de rePCI. 

El rePCI se purificó del medio de cultivo de las fermentaciones mediante el 

procedimiento descrito por Molina ( 1993) modificada por Marino (1993). Consiste en 

concentración del medio de la fermentación mediante fiJtración tangencial, nueva 

concentracíón de la muestra mediante cromatografia de fase reversa, primera etapa de 

purificación por cromatografia de intercambio aniónico en FPLC, concentración de la muestra 

medíante columnas de fase reversa Sep-pak y última etapa de purificación por cromatografia 
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de fase reversa en HPLC. El protocolo permite obtener PCI puro (> 99% pureza, deterrnjnado 

por HPLC de fase reversa) con unos rendimientos superiores al 50%. 

1 
i -
~ 

i; 
"I ¡.. 

IJ 
I< . 
~" . 
J . 

¡._.,..."....._,__ 

-,..--- ---, 1 

I 
I 

~}l -

j 

~ 
s 
¡ 
s 
! 

Figura IV.3.: Cromatografia de intercambio aniónico (en columna de DEAE-Sepharose) de una 
alícuota de 250 ml de cultivo concentrado de la fermentación de E.coli productora de 
rePCI. La línea continua muestra las lecturas de absorbencia a 280 nm, y el 
rectangulo la fracción con actividad inhibitoria de CPA. 
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Figura JV.4.: Cromatografia de fase reversa , por HPLC en columna Vydac-C4 de la fracción con 
actividad inhibitoria de carboxipeptidasa A de la cromatografia anterior, concentrada 
mediante columna Sep-Pack C18. La línea continua muestra las lecturas de 
absorbencia a 280 nm, y el rectangulo la fracción con actividad inhibitoria de CPA. 
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IV.B. EFECTO DEL PCI LÍNEAS CELULARES 

fV.B.l. EFECTOS DEL PCl SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

El primer objetivo de este trabajo fue determinar si la presencia del inhibidor de 

carboxipeptidasa de patata (PCI) en el medio de cultivo producía algún efecto sobre el 

crecimiento in vitro de diferentes líneas celulares tumorales. Las razones que llevaron a 

plantear este objetivo fueron dos. Por un lado, Billings y col. (1989) habían descrito que el 

PCI, al igual que otros inhibidores de proteasas, es capaz de suprimir la transfom1ación 

tumoral, inducida por radiación, de células embrionarias de ratón. Por otro lado se disponía de 

un sistema de expresión de PCl en forma recombinante que nos permitía disponer de 

cantidades importantes de dicho inhibidor. 

Para llevar a cabo el objetivo señalado se estudió el crecirniento celular relativo de 

diversas líneas celulares en presencia de PCl mediante dos técnicas diferentes: el recuento 

directo del número de células y la determinación indirecta con sales de tetrazolio 

IV.B.l.a. Crecimiento relativo en presencia de PCI 

El ensayo por recuento directo del número de células (Apartado llLC.5.b. l.) consistió 

en sembrar 3 frascos con células de la linea a estudiar: un control, un frasco con PCT añadido 

antes de que las células se hubieran podido adherir (pre-adhesión) y un frasco con PCl añadido 

posteriormente a la adhesión celular (post-adhesión). Se realizaron estos dos tipos de 

tratamiento con el fin de determinar si el PCI podia atèctar a la unión de las células al plastico 

o a su crecirniento una vez adheridas. El medi o utilizado fue DMEM mas I 0% de FBS. Se 

realizaron sucesivos cambios de medio, y se mantuvo el PCI en aquellos frascos a los cuales se 

les había añadido, hasta que uno de los fi-ascos llegó a contluencia (normalmente el control). 

En este momento se procedió a determinar el número de células de los tres frascos (Apartado 

11l.C.4.c.) por recuento directo en hemocitómetro. 

Este tipo de ensayo se realizó con dos líneas celulares de adenocarcinoma pancreatico 

humano moderadamente diferenciadas: MDAPanc-3 y IBF-CP3; y con una línea de insulinoma 

de hamster, HIT. 

Con Jas líneas MDAPanc-3 y IBF-CP3 se realizaron ensayos de pre y post-adhesión 

utilizando concentraciones de PCI 5 y 1 O J.tg/mL (que habían sido las utilizada por Billings y 

col. , 1989). Los tres fi-ascos que constituían cada ensayo se mantuvieron como promedio lO 

días en cultivo. En el caso de la línea MDAPanc-3 el tiempo de post-adhesión, previo a la 

adición de PCI al medio de cultivo, fue aproximadamente de 69 horas~ mientras que para la 

línea IBF-CPJ fue aproximadamente de 45 horas. 
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En el caso la línea de insulinoma de hamster HIT, se realizaron ensayos de post-adhesión 

utilizando concentraciones de PCI de I O y 50 ¡.tg/rnL. El tiempo de post-adhesión fue de 24 

horas y las células se mantuvieron en cultivo durante 4 días. 

Los resultados, expresados como porcentaje de crecimiento celular relativo a los 

controles (apartado Ill.C.5 .b. l ), se presentan en la Tabla 1V.2 y la Figura IV.5 . 

Tabla IV.2.: Porcentaje de crecimiento de las líneas MDAPanc-3, IBF-CP3 y HIT 
en presencia de PCI. 

Línea Número Tratamiento Media de Error 
de ensayos porcentaJe de estan dar 

crecimiento 
MDAPanc-3 ..., 

-' O ¡.tg/m.L PCI 100 9,3 
MDAPanc-3 3 5 ¡.tg/mL PCI 74,6 14,4 

_Q_re-adhesión 
MDAPanc-3 ,.., 

-' 5 ¡.tg/mL PCI 79,3 13,2 
post-adhesión 

MDAPanc-3 '"' 1 O ¡.tg/mL PCI 76,6 11,3 -' 
pre-adhesión 

MDAPanc-3 3 1 O ¡.tg/mL PCI 75,9 16,6 
_post-adhesión 

IDF-CP3 3 O ¡.tg/mL PCI 100 8,9 
IDF-C3 3 5 !lg/mL PCI 70,8 27,2 

__ gre-adhesión 
IDF-CP3 3 5 ¡.tg/mLPCI 74,8 20,9 

post -adhesión 
ffiF-CP3 4 1 O ¡.tg/mL PCI 77,7 0,17 

pre-adhesión 
IBF-CP3 4 10 ¡.tg/mL PCl 82,1 23,5 

_Q_ost-adhesión 
HlT 8 O ~mLPCI 100 4,9 
HIT 8 10 J..Lg/mL PCI 57 ..., " .> , ..) 

post-adhesión 
HIT 8 50 !lg/mL PCI 39,9 3,1 

post -adhesión 

Con las líneas "MDAPanc-3 y lliF-CP3 se observó, al añadir el PCI, una porcentaje de 

crecimiento respecto a células control que osciló entre el 85 y el 70 %, y no se detectaran 

diferencias significativas entre los tratamientos de post y pre-adhesión, así como entre las dos 

concentraciones de PCI utilizadas. Con la línea HIT se observaran porcentajes de crecimiento 

que oscilaron entre el 40-60% y que disrninuyeron de manera directamente proporcional al 

aumento de la concentración de PCI en el medio. 
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Figura IV.5.: Efecto del PCI sobre el crecimiento de las líneas tumorales MDAPanc-3 (A), IBF-CP3 
(B) y HIT (C) . Las células se cultívaron en medio DMEM 10% FBS hasta que los 
controles llegaron a confluencia. Los resu ltados son la media de entre 3 y 8 
experimentos. Los datos se indican como porcentaje de crecimiento relativo a la media 
de los controles (células cultivadas en ausencia de PCI). Las barras indican el error 
estandar. 

Dado que los resultades obtenidos con las líneas MDAPanc-3 y IBF-CP3 presemaban 

una elevada variabilidad se decidió probar el efecte del PCl en otras lineas celulares, así como 

utilizar otro tipo de ensayo para la determinación del crecimiento relativo, la determinación 

indirecta del número de células mediante sales de tetrazolio. 

El ensayo por determinación indirecta del número de células consistió en sembrar, en 

una placa de 96 pocillos, 6 réplicas por tratamiento. Se utilizó medi o DMEM 10% FBS, con 

PCI en el caso de las células tratadas. Se realizaron sucesivos cambios de medio, manteniendo 
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el PCI en los pocillos en que se había añadido. Finalmente se estimó el número de células 

mediante sales de tetrazolio (apartado lll.C.5 .b.2) después de un número determinado de días. 

Este tipo de ensayo se realizó con 2 líneas de adenocarcinoma pancreatico humano 

distintas a las empleadas anteriormente: Capan-1 , muy diferenciada, y Pane-t, poc o 

diferenciada. Las concentraciones de inhibidor ensayadas fueron de 1 O y 50 ¡.tg/rnL, 

concentraciones con las que previamente se había observado una clara inhibición del 

crecimiento de la línea de insulinoma de hamster H1T. Las células se trataron con PCI durante 

23 dí as en el caso de la línea Capan-1 y I O dí as en el caso de Panc-1 . Se realizaron 3 ensayos 

diferentes para cada una de las líneas. 

Los resultades de la determinación del porcentaje de crecimiento celular relativo a los 

controles (apartado UI.C.5.b.2) de uno de los ensayos realizados (representativa del resto) se 

presentan en la Tabla lY.3. 

Tabla IV.3.: Porcentajes de crecimiento de las líneas 
Capan-1 y Panc-1 creciendo en presencia de 
PCI (relativo a células control). 

Línea Concentracióo Media de Error 
dePCl porcentaje de estan dar 

crecimiento 
Capan-1 o ¡.tg/mL 100 9.9 
Ca_Q_an-1 lO ¡.tg/mL 50 5,8 
Capan-t 50 ¡.tg/mL 44,8 5,2 
Panc-1 Oug/mL 100 3,64 
Panc-1 lO ¡.tg/mL 82,22 2,77 
Panc-1 50 ¡.tg/mL 71,14 3,63 

A partir de estos dates se reaJizó un contraste de hipótesis empleando la 1 de Student. 

Se contrastaren las medias de crecimiento a cada tratamiento con la media de los controles. 

El resu ltado fue que para todos los tratamientos las medias fueron diferentes a la media 

control , con un nivel de significación muy elevado (inferior a 0,005). Por tanto. se podia 

conduir que el PCI tiene efectes inhibitorios muy significatives sobre el crecimiento de las 

líneas Capan- 1 y Panc-1 cultivadas en medio DivlEM+ I 0% FBS. 

Los datos e representan gràficamente en la Figura IY.6. Como se puede observar, el 

crecimiento de las líneas Capan-1 y Panc-1 se vio inhibido de forma muy significativa por la 

presencia de PCI en el medio de cultivo, a las dos concentraciones ensayadas. En el caso de la 

línea Capan-1 , la inhibición observada fue de alrededor del 50 % y no se observaren 

diferencias entre las dos concentraciones ensayadas. En Panc-1 la inhibición aumentó de 
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manera proporcional al aumento de concentración de PCI, alcanzando un valor maximo del 29 

%. 

Tratamientos 

Tratamientos 

Figura IV.S. : Efecto de la presencia de PCI en el media de cultivo sobre el crecimiento de las líneas 
de adenocarcinoma pancreatico Panc-1 (A) y Capan-1 (8). Las células se cu ltivaran en 
media DMEM 10% FBS durante 23 días para la línea Capan-1 y 10 días para la línea 
Panc-1 . Para cada tratamiento se realizaron 6 réplicas. Los datos se indican como 
porcentaje de crecimiento relativa a la media de los controles (células cultivadas en 
ausencia de PCI) . Las barras indican el error estandar. "p<O,OOS y **p<0.001 . 

Una vez observada que el PCl tenía un efecto inhibitorio del crecimiento en células 

cultivadas en medio con suero, se estudió si tenía algún efecto sobre células creciendo en 

medio sin suero, tanto en ausencia como en presencia de factores de crecimiento. Para ello se 

realizaron ensayos de proliferación por detemlinación indirecta del número de celulas 

(IILC.5.b.5.). Así, se sembraran en una placa de 96 pocillos, 6 réplicas por tratamiento, y se 

rnantuvieron las células en rnedio DMEM 10% FBS durante 72 h. Después se lavaron las 

células con PBS y se les añadió medio libre de suero (DMEM + O, 1% BSA). Pasadas 24 h se 
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lavaren las células nuevamente con PBS y se añadieron los tratamientos en medio libre de 

suero mas selenito sódico y transferrina. Los tratamientos realizados fueron con EGF, insulina, 

PCI o combinaciones del PCI con uno de los factores de crecimiento. Después de 72 h se 

estimó el número de células mediante sales de tetrazolio (apartado Ill .C.5 .b.2.). 

Este tipo de ensayo se realizó con la línea Capan-1 . La concentración de inhibidor 

ensayada fue de 50 J..Lg/mL, con la que previamente se había observado una clara inhibición del 

crecimiento de esta misma Iínea en medio con suero después de 23 días de tratamiento. 

Se realizaron cuatro ensayos diferentes partiendo de distintas densidades celulares. Los 

resultados de uno de ellos, representativa de los demas, se presentan en la Tabla IV.4. 

Tabla IV.4.: Porcentaje de crecimiento de células de la línea 
Capan-1 en presencia de EGF, insulina y/o PCI 
(relativa a células control) . 

Tratamiento Media de Error 
porcentaje de estan dar 
crecimiento 

Control 100 16,3 
PCI 50 ug/mL 126,7 11 ,1 
EGF10ng/mL 223,7 11 ,4 

EGF 1 O ng/mL + 109,4 19,4 
PCI 50 llg/mL 

Insulina 5 Jlg/mL 148,6 10,4 
Insulina 5 Jlg/mL + 150,6 14,3 

PCI 50 J..Lg/mL 

A partir de estos datos se realizó un contraste de hipótesis empleando la 1 de Student. 

Como se puede observar en la figura 1 V. 7, tant o el EGF como la insulina tuvieron un efecto 

estimulador del crecimiento de la línea Capan-1 , mas pronunciado en el caso del EGF. Estos 

resultados estim de acuerdo con los obtenidos por Oustry et al (1990). La presencia del PCI en 

el medio supri.nUó completamente la estimulación de la proliferación debida al EGF, pero no 

tuvo ningún efecto significativa sobre la estimulación del crecimiento inducido por la insulina. 

Dado que el PCI revierte el efecto estimulador del EGF, se podria explicar su acción inhibitoria 

del crecimiento por la competencia con el EGF, al impedir que la célula disponga de este factor 

de crecimiento para su división. 
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Figura IV.7.: lnhibición por el PCI del efecto estimulador del crecimiento del EGF en células Capan-1 
cultivadas en medio sin suero. Los valores mostrados son la media ±sem de 6 réplicas 
de cada tratamiento. Las diferencias significativas respecto a los valores del control en 
test t de Student estan indicadas tP<O,OS, "P<0,001 . Los resu ltades que se muestran 
son representatives de 4 experimentes diferentes. 

lV.B. l.b. Curvas de crecimiento. 

Una vez se había determinada que el PCI inhibta la proliferación de diferentes líneas 

celulares. se procedió a realizar la curva de crecimiento de la línea Capan-1 , que era la que 

presentaba una mayor inhibición en respuesta al PCl. Una curva de crecimiento permite 

determinar tres panímetros celulares importantes: el tiempo de latencia. el tiempo de 

duplicación, y la densidad de saturación en monocapa, así como averiguar si dichos 

panímetros se veían afectades por la presencia de PCI. 

El ensayo de determinación de la curva de crecimiento (Apartada ll i C.S b.J .) consistió 

en sembrar 1 xI 05 células en pocillos de 1 O cm2 ( 45 pocillos para cada tratamiento: control, 

PCI I )lg/mL y PCl 1 O )lg/mL). El media empleada fue DMEM mas 10% FBS. Se realizaron 

los sucesivos cambios de media cada 4 días añadiendo PC l tresco en cada cambío. Diaríamente 

se determinó por recuento directa (Apartades Jll C.4.b. y lll.C.4.c.) el número de células de 

tres pociUos-réplica de cada tratamiento. El ensayo se prolongó durante lS días 

Los resultades obtenidos se representan en la Figura IY.8. , que muestra la evolución del 

crecimiento celular para los 3 tratamientos. 
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Figura IV.8.: Curvas de crecimiento de la línea de adenocarcinoma pancreatico humano Capan-1 
cultivadas en DMEM suplementado con 10 % FBS: control (círculos vacíos) , células 
tratadas con 1 ~g/ml de PCI (cuadrados) y 1 O ~g/ml de PCI (círculos llenos) añadido 
al medio de cultivo. Cada punto es la media de tres determinaciones. Las barras 
muestran el error estandar. 

Los resultades obtenidos revelaran que el tiempo de latencia no se vio atèctado por el 

tratamiento con PCT, siendo en todos los casos de 5 días. En cuanto a los tiempos de 

duplicación (Tabla IV.5.) se observó que las céluJas tratadas con una concentración de I O 

j.!g/mL de PCI presentan un crecimiento significativamente mas lento que las control, 

fenómeno claramente observable a partir de los 12 días. Ademas, la densidad a Ja cua! 

alcanzaban la fase estacionaria fue significativamente mas baja que en las del control 

(aproximadamente la rnitad). En cuanto a las células tratadas con I j.!g/mL de PCI. crecieron 

de forma algo mas lenta que las control, y alcanzaron la fase estacionaria a una densidad 

similar a éstas. 

Tabla IV.5.: Tiempos de duplicación celular de las 
células Capan-1 tratadas con PCI. 

Tratamiento Tiempo de duplicación 
_(h) 

Control (O j.!g{rnL PCI) 85 
I j.!g/mL PCI 90 

10 j.!g/mL PCI 130 

El hecho de que el efecto del PCI no se observe hasta después de ciertos días de 

tratamiento esta en concordancia con los resultades de los ensayos de proliferación descrites 

en los apartades anteriores, y se puede conduir que su efecto inhibitorio del crecimiento 

celular es a largo plazo y no inmediato. 
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IV.B.l.c. Pretratamiento con PCI: efectos sobre el crecimiento 

Los estudies del efecto del PCI sobre el crecirniento celular se completaren con ensayos 

para determinar el efecte del tratamiento prolongada con dicho inhibidor. Cada ensayo 

(Apartado III.C.5.b.4.) consistió en partir de un pocillo de una placa de 12 con células controL 

y un pocillo con células tratadas con 50 ¡..tg/mL de PCI, que se mantuvieron en cultivo durante 

un minimo de 4 semanas. Los cambios de medi o (D.MEM + l O%FBS) se realizaron dos veces 

por semana añadiendo PCI fi-esco a las células tratadas. Las células se tripsinizaron cada vez 

que llegaren a confluencia y se resembró I/lO de las rnismas. Una vez transcurrido el tiempo 

de pretratamiento deseado, las células se sometieron a tratamiento con distintas 

concentraciones de PCl, o bien a la ausencia del mismo, y se realizaron ensayos de 

proliferación y curvas de crecimiento por deterrninación del número de células con sales de 

tetrazolio. 

Este tipo de ensayo se reaJizó con la linea Capan-1 y la línea de insulinoma iCAII-2 

(línea derivada de un ratón transgénico con una construcción del antígeno T del vi rus de sirnio 

40 y una secuencia reguladora de la anhidrasa carbónica). En el caso de la línea Capan-l se 

real izaron tanto ensayos de proliferación como curvas de crecirniento con las células 

pretratadas con PCI. Con la linea iCAll-2 sólo se llevaren a cabo ensayos de proliferación. 

En la Tabla IV.6 se presentan los resultades de la determinación del porcentaje de 

crecimiento celular de la línea Capan-1 . Los porcemajes de las células pretratadas con PCI 

durante diferentes tiempos se expresan de manera relativa a los controles. 

Tabla IV.G.: Porcentaje de crecimiento de células de la línea Capan-1 pretratadas durante 
diferentes tiempos con PCI y posteriormente cultivadas en presencia o 
ausencia de PCI. 

Días de Díasde [PCI} (JlglmL) Número Media de Error 
pretratamiento con tratarnieoto en el de porcentaje de estan dar 

50 JLg/mL PCI ·con PCI tratamieoto r~licas crecimieoto 
- 11 o 8 100 2,8 

28 11 o 8 48,7 2,7 
28 11 0,01 8 43,6 3,9 
28 11 I 8 39 4.2 
28 1 1 50 8 42 36 
- 14 o 8 100 2,6 

34 14 o 8 57,1 2_LO 

34 14 0,01 8 55,4 2,3 
34 14 I 8 52,4 3,9 
34 14 50 8 56,3 2,0 

Los resultades obtenidos en todos los casos fueron muy sirnilares (Figura IV.9). El 

numero final de células en los pocillos donde se sembraren células pretratadas, que se 
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cultivaran a continuación en ausencia de PCI, fue aproximadamente la rnitad al observada en 

los pocillos con células no pretratadas cultivadas en el mismo medio. En los pocillos en los que 

se mantuvo el PCI en el medio, el crecirniento de las células pretratadas resultó incluso algo 

inferior al observada en ausencia de PCI. Por lo tanto, se puede conduir que una vez las 

células han crecido en presencia de PCI, su crecimiento es mas lento (respecto al de células 

que han crecido en ausencia del inhibidor) y este efecte se mantiene incluso en ausencia de 
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Figura IV.9. Ensayos de proliferación de la línea Capan-1 pretratada con 50 ¡.¡g/ml de PCI. El 
número de células se expresa en relación al de células control (cultivadas sin PCI en 
el pretratamiento). Se presenta el resultada de dos experimentes: A, pretratamiento 
28 días, tratamiento 11 días; B, pretratamiento 30 días, tratamiento 5 días. Las barras 
indican el error estfmdar. 

Los resultades anteriormente descrites llevaren a realizar una nueva sene de 

experimentes a fin de obtener una curva de crecimiento de las células Capan-1 pretratadas 

(duran te 43 dí as) y no pretratadas con PCI, curva que se presenta en la Figura lV.l O. Como se 

puede observar claramente, el crecimiento de las células pretratadas en ausencia de PCI es 
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mucho mas lento que el de las no pretratadas, haciéndose la diferencia claramente significativa 

a partir de los 13 días de cultivo. Las células pretratadas mantenidas en presencia de PCI 

presentaren un crecimiento aún mas lento AJ igual que se ha descrita para las curvas de 

crecimiento y las porliferaciones explicadas en los apartades IV.B l.a y IY.B. I.b , las células 

pretratadas con PCI sólo presentan un crecimiento mas lento, respecto a células control, 

después de 12 o mas días en cultivo, es decir, es un efecto a largo plazo. 

u o 
o control 
> 100 ·.: pretratadas-
~ o 
~ tratadas O J.Lg/m L PC1 
¡., 80 
o - prctratadas-

= 60 tratadas 1 ,...g PCI/mL 
.~ s pretratadas--
·~ 40 tratadas 50 J.&g PCl/mL / ~ 
u --· ~ 

20 / .... - ---e -
o 

2 4 6 8 lO 12 14 16 18 

Días de tratamiento 

Figura IV.10.: Curva de crecimiento de células Capan-1 pretratadas y no pretratadas con PCI. El 
pretratamiento duró 6 semanas y en todos los casos fue con 50 ~g/mL de PCI. Los 
tratamientos posteriores con PCI fueron de O ~g/mL (control, circulos vacíos y 
pretratadas, cuadrados vacíos), 1 ~g/mL (círculos llenos) y 50 ~g/mL (cuadrados 
llenos). El número de células se expresa en relación al número final de células 
control (cultivadas sin PCI en el pretratamiento). Las barras muestran el error 
estfmdar. 

La conclusión que se derivó de estos ensayos es que las células cultivadas durante, al 

menos, 28 días en presencia de PCl (a una concentración de 50 ¡.tg/mL) crecen mucho mas 

lentamente que las células control, aunque se les retire el PCI del medio. En otras palabras, el 

tratamiento con PCI durante aJ menos 4 semanas parece tener un efecto inhibitorio a largo 

plazo sobre el crecimiento de las células, efecto que se mantiene aunque la proteína ya no esté 

presente en el media. 

Los resultades de los ensayos de proliferación de las células de la línea iCAll-2 

pretratadas con PCI durante diferentes tiempos se presentan en la Tabla VI. 7. e realizaron 
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tres ensayos independientes. con tiempos de pretratamiento y tratamiento diferentes. Los 

pretratamientos fueron de 13, 20 y 30 días y los tratamientos de 7, 8 y 5 días. respecrivamente. 

Tabla IV.7.: Porcentaje de crecimiento de células de la línea iCAll-2 pretratadas durante 
diferentes tiempos con PCI y posteriormente cultivadas en presencia o ausencia de 
PCI. 

Días de Días de [PCJ1 Número Media de Error 
pret ratarniento con tratamiento (JlglmL) en eJ de porcentaje de estan dar 

50 JJ.2/mL PCI con PCI tratamiento réplicas crecimiento 

- 7 o 8 100 8,3 
13 7 o 8 51,4 3,3 
13 7 0,01 8 65,8 4,2 
13 7 I 8 55,2 6,1 
13 7 50 8 40,6 3,6 
- 8 o 8 100 6,8 

20 8 
. o 8 50,4 8,8 

20 8 0,01 8 44,8 6,9 
20 8 1 8 50,7 5,3 
20 8 50 8 46,8 6,1 
30 5 o 8 100 18,3 
30 5 o 8 51,4 4,9 
30 5 0,01 8 26,1 2,9 
30 5 l 8 29,5 4,9 
30 5 50 8 31 ,1 3,2 

Al igual que lo que ocurría en el caso de Capan-1 , las células iCAII-2 pretratadas con 

PCI, y cultivadas a continuación en ausencia de la proteína, presentan un crecimiento muy 

inferior, aproximadamente la mitad, al de las células no pretratadas. Si el PCI se mantiene en el 

medio de cultivo a una concentración 50 Jlg/mL, la tasa de crecimiento de las células 

pretratadas se ve aún mas reducida siendo el efecto mas importante cuanto mas largo ha sido el 

pretratamiento (Figura IV. Il.). Por tanto, el efecto inhibitorio a largo plazo del tratamiento 

con PCI observada en el caso de Capan-1 se produce también en la línea celular iCAIT-2, y su 

magnitud es muy similar. Aunque a menos dias porque las célulan iCAil-2 se duplican mas 

deprisa. 

El efecto inhibitorio a largo plazo del tratamiento con PCI observada en las líneas 

Capan-1 y iCAII-2, recuerda al observada por Ben-Bassat y col. ( 1997). Al tratar con el 

anticuerpo AG 1478 (bloqueante selectiva de la actividad quinasa del receptor de EGF) 

queratinocitos inmortalizados con el virus de papiloma humano 16 aparece una inhibición del 

crecimiento del que las células no se recuperaran aunque cese el tratarniento. 
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Figura IV.11.: Ensayos de proliferación de la línea iCAII-2 pretratada con 50 IJQ/ml de PCI. El 
número de células se expresa en relación al de célufas control (cultivadas sin PCI en 
el pretratamiento). Se presenta el resultada de tres experimentos: A, pretratamiento 
13 días, tratamiento 7 días; B, pretratamiento 20 días. tratamiento 8 días y C, 
pretratamiento 30 días, tratamiento 5 días. Las barras indican el error estandar. 

IV.B.l.d. Citotoxicidad del PCI 

En los experimentes anteriores se habia observada que el PCI tiene un efecto inlúbidor 

del crecimiento de diferentes líneas celulares tanta a corto como a largo plazo. Con el fin de 

establecer si dicho efecto era debido a que el PCJ induce citotox.icidad de forma inespecífica, o 
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i por contra el efecte es especifico (originada por la alteración de algunes procesos celulares) 

se realizó un ensayo de citotoxicidad in vitro del PCI sobre Ja línea de adenocarcinoma 

pancreinico humana Capan-1 . 

El ensayo de citotoxicidad (apartada IIJ .C.5.c. l .) consistió en paner en contacto las 

celulas con el PCI y seguir su viabilidad y mortalidad durante 24 h. Para ello se sembraran en 

una placa de 24 pocillos las células de la linea Capan-l y se dejaron crecer durante 24 h, 

tiempo suficiente para que estuvieran perfèctamente adheridas. Se determinó la 

autofluorescencia de las células y se inició el ensayo incubandolas con el fluoróforo BCEF­

AM, que permite detectar células viables. Una vez determinada el número de células viables 

iniciales se trataron las células con concentraciones de PCI de O a 60 ¡..tg/mL y se les añadió 

yoduro de propidio, fluoróforo marcador de células muertas. A partir de este memento se 

siguió la evolución de los dos fluoróforos durante 24 h. Se considera que un producte es 

citotóxico si a una determinada · concentración, en este període de tiempo, produce una 

disminución de viabilidad respecto a las células control (no tratadas con el producte) que 

conlleva un aumento de la mortalidad. 

Los resultades obtenidos se presentan en la Figura IV.12. En esta se representa la 

variación de la intensidad de la fluorescencia para cada uno de los tluoroforos respecto al 

tiempo para los diferentes tratamientos con PCI. 

Como puede observarse en el caso de la BCEF-AM, que indica viabilidad celular, no hay 

ninguna diferencia significativa entre el cultivo control y los tratados con PCI. La disminución 

de intensidad que se observa no es mas que la pérdida de fluorescencia por parte del propio 

fluoróforo a lo largo del tiempo. Y respecto al yoduro de propidio tampoco se observa 

ninguna diferencia significativa respecto al control, y el ligero aumento de intensidad que se 

observa es el rnismo para el control y los tratamientos, indicando que se trata de una rnuerte 

celular espontanea no debida a la presencia del PCI. Así, se puede concluir que el PCI no es 

citotóxico para la línea Capan- t, resultada que concuerda con el efecte observado en los 

diferentes ensayos de prolifèración. La inhibición del crecimiento no se produce de manera 

drastica a las pocas horas de iniciada el tratarniento con el PCI, sino que el efecte observada 

iempre es a largo plazo, después de varios dias de tratarniento, y en todos los ensayos implica 

una velocidad de crecimiento mas lenta para las células tratadas con el inhibidor. 
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Figura IV.12. : Ensayo de citotoxicidad del PCI sobre la línea Capan-1 . Se sembraron 160.000 
células por pocillo en una placa de 24 pocillos. Después de 24 h de cultivo se les 
añadió el fluoróforo de viabilidad, BCEF-AM, el fluoróforo para acidos nucleicos, 
yoduro de propidio, y las dosis de PCI a ensayar: O, 1 O, 30, 45, 60 y 75 IJQ/mL. Se 
determinó la intensidad de la fluorescencia de los dos fluoróforos durante 24 h: A, 
BCEF-AM y 8, yoduro de propidio (el descenso de intensidad que se observó para 
este fluoróforo durante las dos primeras horas fue debido a que el medio de cultivo 
acabado de añadir. sin tamponar por efecto del co2 del incubador. interfiere en el 
valor de fluorescencia del yoduro de propidio). Los valores se determinaron por 
cuadruplicado y se representa la media. 
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TV.C. EFECTO DEL PCI EN MODELOS ANIMALES 

El segundo objetivo general de esta tesis era el estudio del efecto del PCI sobre el 

desarrollo de tumores en modeles animales, necesario siempre que se analizan posibles nuevos 

farmacos. Para ello se emplearon tres modeles animales, uno que perrnitió determinar si el PCI 

afecta a la capacidad metastasica de las células tumorales y otros dos que perrnitieron evaluar 

si tiene alguna influencia sobre la aparición y desarrollo de tumores in vivo. 

En todos estos modeles de experimentación se escogió el ratón por su pequeño tamaño, 

su corto ciclo reproductivo, y dado el elevado número de trabajos que se han realizado con 

el los. 

rv.C.l. INHIBICIÓN POR EL PCI DE LA APARICIÓN DE METÀSTASIS EN 

EL MODELO DEL MELANOMA Bl6F10. 

La característica general que identifica a los tumores malignes es su capacidad de 

diseminación, que conduce a la formación de metastasis. Durante el proceso de invasión, la 

célula tumoral realiza los pasos siguientes: adhesión a un nuevo tipo celular, proteólisis de la 

matriz extracelular y emigración. Esta última etapa esta regulada, entre otros factores, por 

factores de crecimiento como el EGF (Stracke y Liotta, 1992). 

Dada la importancia de ballar farmacos antimetastasicos, se decidió estudiar si el PCI, 

ademas de inhibir la proliferación celular de células tumorales y suprimir el efecto estimulador 

del crecimiento del EGF, podía ten er algún efecte en el establecimiento de metastasis. 

Para ello se utilizó un modelo animal de formación de metastasis. Éste consiste en la 

inoculación de células de la línea de melanoma de ratón B 16F1 O, via intraesplénica, en rat ones 

singénícos que al cabo de 7 días empiezan a desarrollar metastasis en el hígado. 

Estos ensayos se llevaron a cabo en el Jaboratorio del Dr. Vidal Vanaclocha de la 

universidad del País Vasco. 

Se emplearon tres grupos de ratones: un grupo de ratones control, un grupo de ratones 

que posteriormente a la inoculación se trataron con PCI vía intraperitoneal y otro grupo a los 

que se les inocularen células que habían sido tratadas previamente en cultivo con PCI 

(Apartado ITI.G.l ). El número de células inoculada fue el mismo en todos los casos. Los 

ratones se sacrificaren por dislocación cervical 11 días después de la inoculación , y se les 

extrajo el hígado para contar el número de focos metastasicos presentes. 

Dicho recuento reveié que en el grupo control había un promedio de 23± 7 focos, en 

los ratones que fueron tratados con PCI vía intraperitoneal había 27 ± 3 focos, y en los 
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ratones que fueron inoculades con células pretratadas con PCI el número de focos fue de 4 ± 

1. Había, por tanto, una clara disminución en la capacidad metastasica de las células 

pretratadas con PCI. 

Estos resultades concuerdan con los obtenidos en los estudios de proliferación celular, 

donde se había observada que células pretratadas con PCl crecían mas lentamente que las 

control, aún después de retirar el inhibidor. Por lo tanto, pareceria que el PCI modifica alguna 

característica de la célula tumoral que implica la pérdida de su capacidad metastasica. Puesto 

que se ha observada que el PCI suprime la acción estimuladora del crecimiento del EGF, 

podría ser que la inhibición de la capacidad metastasica de las células de melanoma se debiera 

a una desaparición de receptores de EGF de la membrana de la célula tumoral por endocitosis 

del receptor al unir ligando (PCI en nuestro caso). Por consiguiente, la célula quedaria 

parcialmente desensibilizada al EGF por desaparición de los receptores de membrana (down­

regulalion), y al inyectar las células en el animal, el efecte promotor de la metàstas is del EGF 

presente en condiciones fisiológicas seria menor. Otra posible explicación también ligada aJ 

EGF es que se ha descrito que la activación del EGF-R puede influir en la interacción de las 

células con determinades componentes de la matriz. Así, el EGF-R, una vez activado, modula 

la organización de las subunidades de integrinas (proteínas implicadas en la unión de la célula 

a la matriz extracelular), lo que puede aumentar la capacidad de las células en algunas etapas 

de la cascada metastasica (Basson y col., 1992~ Khazaie y col. , 1993 ~ van der Heyden y col. , 

1997). Por lo tanto, si el PCl compite con el EGF, se podría producir una menor activación 

del receptor que podría afectar a la capacidad metastasica de la célula. 

lV.C.2. INHIBrCIÓN POR EL PCI DE TUMORES fMPLATADOS EN 

RATONES ATÍMICOS. 

Los estudies de crecirniento de células tumorales humanas in vivo se realizaron con 

ratones atímicos a los que se inocularen, por via ectópica, células de la línea tumoral humana 

Capan- I. Estos rat ones no las rechazan, debido a que tienen su respuesta inmunitaria muy 

reducida. La ventaja de este modelo sobre los cultivos in vitro es que esta mas cercano a un 

tumor real, pues las células se desarrollan en forma de tumor sólido, que presenta irrigación y 

esta sometido a los factores fisiológicos. 

Los ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de la Dra Frazier del M.D. Anderson 

Cancer Center de Houston. 

Una vez el tumor alcanzó un tamaño minimo de 3x3 mm2 se inició un tratamiento 

diario, también subcutaneo, con diferentes dosis de PCI durante 32 días, con el fin de evaluar 

la sensibilidad al PCI de los tumores. Las dosis de PCI con que se trataron los tumores fueron 

de 11, 60 y 120 !lg/día. 
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El efecto del PCI sobre el crecimiento tumoral se determinó por comparac10n del 

crecimiento relativo de los tumores de los ratones control respecto al de los ratones tratados 

con diferentes dosis de PCI (Apartado III.G.2). 

Los resultados que se obtuvieron se representan gnificamente en la Figura TV. lJ . A 

partir de estos datos se realizó un contraste de hipótesis mediante una t de Student. Se 

contrastaran las medias de crecimiento relativo a cada dosis de PCT con los controles . 
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Figura IV.13.: Supresión del crecimiento tumoral de Capan-1 en ratones atímicos. Los tumores 
inducidos se empezaron a tratar diariamente con varias dosis de PCI disuelto en 
PBS, 12 días después de la inyección de las células. Los ratones control se trataron 
con PBS. Cada grupo estaba formado por S ratones, y los tumores se midieron 
semanalmente. Los valores que se muestran corresponden a las medias ± s.e.m. 
Los símbolos sobre las barras denotan diferencias significativas respecto al grupo 
control con #P<O, 1, +P<0,025, &P<0,01 , *P<0,001 . 

A partir de los resultados del contraste de hipótesis, se puede concluir que, ya desde el 

principio del tratamiento, se observaran diferencias en el crecimiento de los tumores tratados 

respecto a los controles. Estas fueron muy significativas al finalizar el tratamiento para las 

tres dosis ensayadas. La dosis con un ruvel de significación mas elevado para el test realizado 

fue la de 60 !Jg/día, con un nivel de confianza de mas del 99.9%, seguida por la dosis de 11 

!Jg/día con un nivel de confianza de mas del 99% y finalmente la dosis de 120 11g/día con un 

nivel de confianza de mas del 90%. 

Tarnbién se calcularan los tiempos de duplicación del tumor para los diferentes 

tratamientos (Apartado III. G.2). Los resultados que se obtuvieron se recogen en la Tabla 

IV.8., donde se expresa la media y el error estandar del tiempo de duplicación para los cinco 

ratones de cada grupo. 
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Tabla IV.8.: Tiempos de duplicación de los tumores implantades en 
ratones atímicos y posteriormente tratados con o sin PCI. 

Tratamiento Tiempo de Error estandar 
duplicación (días) 

Control 4,32 0,68 
ll ¡.tg/día PCI 9,06 1,99 
60 ¡.t_g.ldía PCI 19,49 3,02 
120 ¡.tg/día PCI 5,78 0,61 

A partir de estos dates se realizó el mtsmo contraste de rupótesis que para los 

volúmenes relatives. El resultada fue que para las dos dosis en las que había resultada mas 

significativa la variación en volumen relativa, 60 ¡.tg/día y li Jlg/día. las medias del riempo de 

duplicación fueron significativamente diferentes a la media control, con un nivel de 

significación muy elevada, concretameme inferior al 0.005 para la dosis de 60 !lg/dia e 

inferior al O, I para la dosis de I I ¡.tg/día. Por lo tant o, se puede concluir que el PCI au mentó 

significativamente el tiempo de duplicación de los tu mores. 

Los dat os se reprcsentan gníficamente en la Figura lV. 14. Como se puede observar el 

tiempo de duplicación del tumor cuando se trató con una dosis de 11 11g/día de PCI fue 2 

veces superior al de los tumores control , y para la dosis de 60 ¡.tg/día el efecro fue muy 

superior siendo el tiempo de duplicación -LS veces superior al control. Cabe recordar que en 

las curvas de crecimiento con la línea Capan-1 en presencia de lO ¡.tg/mL rambién se había 

observada un aumento del tiempo de duplicación de las células. Para la dosis de 120 ¡.tgldía 

aunque no se observa una diferencia significativa en cuanto al tiempo de duplicación del 

tumor, si bien se observan ditèrencias significativas en el volumen finaJ del mismo. Esro indica 

que en todos los casos el PCT inhibió el crecimiento de los tumores implantades. 
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Figura IV.14.: Efecto del PCI sobre el tiempo de duplicación de tumores inducidos en ratones 
atímicos. Los tiempos de duplicación se ca lcularan a partir de los volúmenes de los 
tumores. Los datos representan la media ± s.e.m., n=S. Los símbolos sobre las 
barras denotan diferencias significativas respecto al grupo control con •p<Q, 1, 
#P<O,OOS. 
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En la Tabla [Y.9. se presenta un resumen de todos los resultades obtenidos a partir de 

los ensayos con los rat ones atímicos (Pierré y col. , 1991 ). Se puede conduir que el PCI, a 

una dosis de 60 )lg/día. tiene una actividad significativa en la reducción de tumores inducidos 

por inoculación de células humanas en ratones atímicos, y a una dosis de 11 )lg/día tiene una 

actividad moderada. Por otro lado, no se han observada efectos tóxicos en ninguna de los 

animales tratados. Y el amilisis histológico de los tumores no mostró diferencias 

morfológicas apreciables entre las células de los tumores de los animales tratados y los 

controles; todo esto sugiere que la reducción de tamaño de los tumores de los animales 

tratados no fue debida a efectes citotóxicos o muerte celular masiva producida por el PCI. 

Tabla IV.9.: Actividad del PCI en tumores humanos implantados en ratones atímicos. 

Tratamiento 
Línea tumoral Tipo histológico Droga (días)a 

Capan-1 Adenocarcinoma PCI 0-32 

pancrcatico 

administración s.c. 

Dosis 
(mglkg/día) T/C%b SGDC 

0.55 39.79 1.09 (+) 

3 21.36 3.51 (+++) 

6 69A 0.34 (-) 

a El tratam1ento se imció 12 dfas después de la inoculac16n de las células tumorales, los 
ratones se trataron diariamente durante 32 dfas. 

b Los valores de TIC se determinan después de finalizar el tratamiento. TIC= (media VtNo 
tratadosl med1a VtNo control) x 100. TIC < 50% actividad moderada; TIC< 25%, activ1dad 
Significativa. 

csoG= T d tratados- T d control/ T d control (SGD, ret raso de crecimiento específica; T d. 
tiempo de duplicación del tumor). SGD<1 expresado como-; >1 expresado +; y >3 expresado 
como+++ 

Durante la pauta de tratamiento se observó que, en el proceso de inyección, los tumores 

de los animales control sangraban a los tres días de iniciada el tratamiento; por contra, los 

tumores de los animales tratados con cualquiera de las dosis de PCI tardaron 8 días en sangrar. 

Los tumores control se mantuvieron con una apariencia bastante rojiza durante todo el ensayo, 

mientras que los tratados con PCI nunca alcanzaron dicha tonalidad. Asimismo, cabe destacar 

también que los tumores control presentaren siempre una gran consistencia, mantenida durante 

todo el ensayo, que los tratados con PCI nunca alcanzaron. A medida que avanzaba el 

tratamiento la piel que rodeaba los tumores tratados fue perdiendo su capacidad de retención 

de líquido, resultando cada vez mas dificultoso el suministro de PCI. Las anteriores 

observaciones son indicativas de que el tratarniento con PCI podria afectar al proceso de neo­

vascularización y de angiogénesis de los tumores. De acuerdo con Folkman (1995) una terapia 

anti-angiogénica en ratones provoca una disminución de la presión intersticial con la 

consecuente disminución de la compactación ( consistencia) de la masa tumoral. 
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IV.C.3. ENSA YO CON RA TONES TRA~SGÉN ICOS 

Durante los últimos años se han desarrollado diversas líneas de ratones transgénicos en 

los cuales aparecen tumores en uno o varios órganos en particular. y durante un intervalo de 

tiempo determinada. Dichas líneas constituyen modeles in vii'O muy cercanos a la situación 

real para un detenninado tipo de tumor o tumores. En efecto, en los ratones transgérucos, los 

tumores se encuentran en condiciones fisiológicas y estan sujeros a todos los factores externo 

que normalmente afectan al crecimiento tumoral in wvo incluido el sistema inmune. Ademas, el 

tumor se halla localizado en el órgano correspondiente. al contrario de lo que ocurre en los 

tumores subcut<:íneos en ratones atímicos. Por lo tanto, constituyen un buen modelo para 

estudiar tanto la biologia de los tumores como la posible utilización de una determinada 

molécula como agente antitumoral. 

Una vez conocido que el PCI reduce considerablemente el crecimiento de tumores 

inducidos en ratones atimicos (sin resultar tóxico para los arumales), se procedio a estudiar el 

efecte del PCJ, como posible agente antitumoral, en una línea de ratones transgénicos que 

desarrollan carcinomas la iCAli-TAg-2 (apartado lll.G.J .a.). Todos los ensayos con ratones 

atímicos se llevaran a cabo en el el laboratorio de la Dra. M.L. Frazier del M.D Anderson 

Cancer Cemer de Houston 

IV.C.3.a. Caracterización histopatológica de la línea transgénica 

La línea transgénica con la que se trabajó, desarrollada en el laboratorio de la Dra. M.L 

Frazier del M.D. Anderson Cancer Center de Houston, se obtuvo por microinyección de la 

región codificadora del antígeno T del virus SV40 (sin el promotor ru el estimulador del virus) 

unida a dos secuencias del gen de la anhidrasa carbóruca II, una de 3,5 Kb localizada 

inmediatamente S' respecto el punto de inicio de la traducción del gen y ot ra de I , 7 Kb situada 

en dirección 3' del codón de inicio de la traducción que esta uruda en la orientación opuesta a 

la encontrada en el gen nativo. La línea asi obtenida se denominó i CAll-T Ag-2. 

El primer paso para poder utilizar una línea transgéruca como modelo in viva de 

crecimiento tumoral es caracterizarla. es decir, una vez se dispone de una generación de 

animales homozigotos detenninar qué tipo de tumores desarroUan y en qué momento 

aparecen. Por ello, una vez obtenida una generación de ratones homozigotos de la línea iCAll­

T Ag-2 se procedió a su caracterización. Se observó que los ratones morian prematuramente, la 

mayoria entre los 3 y 6 meses, siendo Ja mediana de vida de 130 días (Figura IV. IS). Los 

ratones desarrollaron tumores cerebrales que posterionnente se caracterizaron como 

carcinomas de plexo coroideo, tumores de pancreas que fueron caracterizados como 

insulinomas ( carcinomas de islotes de Langerhans productores de insulina), o ambos. Un 

pequeño porcentaje de animales desarrolló otros tumores que se clasificaron como sarcomas 
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La inci.dencia de los tumores en los ratones transgénicos se determinó sacrificandolos y 

realizandoles la autopsia cuando estaban moribundos. 
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Figura IV.15: Porcentaje de supervivencia de la línea de ratones transgénicos iCAII-TAg-2. Se 
muestra el porcentaje fracciona! de supervivencia de los ratones en función de su 
edad (n=46).T50 equivale a la mediana del tiempo de supervivencia, en días. Los 
datos incluyen sólo animales que murieron o aquelles a los que se permitió vivir 
hasta que estuvieron moribundes. 

Un 95% de animales desarrollaron tumores de plexo coroideo, que empezaron a 

aparecer a una edad de 2 meses. Los insulinomas aparecieron mas tarde, a partir de los 3 

meses. Alrededor de un 30% de animales desarrollaron insulinomas, y siempre presentaren 

ademas tumores de plexo coroideo. Finalmente, un 9% de animales desarrollaron sarcomas a 

partir de una edad de 4 meses y medio. 

Los tumores de plexo coroideo que desarrollaron los ratones se identificaren 

histológicamente y se caracterizaron por inmunohistoquírnica. El plexo coroideo es una 

membrana epitelial, no neuronal, monoestratificada, que se encuentra en los ventriculos del 

cerebro. Es el responsable de Ja elaboración del fluido cerebroespina1 (CSF), y esta 

considerada la mayor barrera entre la sangre y el CSF. Los animal es que desarrollaron dichos 

tumores presentaban el craneo abombado, y se observaban líneas hemorragicas de sutura bajo 

la piel. Algunos animales también presentaban síntomas neurológicos, por ejemplo, pérdida del 

equilibrio y paraljsis parcial. 

Cuando se realizó la autopsia de los animales y se les extrajo el cerebro, normalmente 

fue posible localizar una o mas masas rojizas de tejido tumoral en los ventriculos cerebrales, 

que a menudo comprimían alguna parte del cerebro. La examinación histopatológica de los 

cortes cerebrales, teñidos con hematoxilina-eosina, permitió identificar dichas masas tumorales 

como carcinomas de plexo coroideo (Figura IV. I6.A). Los tumores no presentaran ninguna 
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predilección por un ventrículo en particular, pero cuando aparecían en el cuarto ventrículo. 

éste acababa presionando el cerebelo y consecuentemente el animal sufría perdida del equilibrio 

y panílisis parcial en un lado del cuerpo. Los carcinomas tenían una arquitectura no papilar 

bastante sólida, estaban formades por células relativamente uniformes con un núcleo 

hipercromàtico, citoplasma pequeño y una pérdida total de morfología celular. Los tumores 

estaban muy bien vascularizados. No se observó ninguna meüístasis de los carcinomas de plexo 

coroideo en los animales analizados. 

-

B 

Figura IV .16. : Microfotografías realizadas con microscopio de campo cia ro de tu mores de plexo 
coroideo (A) Sección de parafina de un tumor de plexo coroideo de un ratón iCAII­
TAg-2 de 150 días de edad, teñida con hematoxilina-eosina. Las células normales 
tienen un núcleo mas grande y un citoplasma mas abundante comparado con las 
células neoplasicas), x20. (B) Sección seriada del tumor de plexo coroideo mostrado 
en (A) , teñido por el método de la inmunoperoxidasa indirecta con anticuerpos contra 
el antígeno T grande del virus SV40. Todos los núcleos de las células tumorales 
fueron positivos para este antígeno, mientras que las células del plexo coroideo 
normal restante son negativas, x40. 
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Oiversas secc1ones de los cerebros extraídos se caracterizaron por tinción con 

anticuerpos con la técnica de la inmunoperoxidasa indirecta {Apartado ill.H.l .). Para 

demostrar que los tumores que presentaban los ra tones aparecían debido al transgén que se les 

había microinyectado, se utilizaron anticuerpos contra el antígeno T del virus SV40. Los 

tumores de plexo coroideo resultaran positivos para esta tinción (Figura IV.16.B). Se observó 

la aparición de color en el núcleo de las células tumorales, pero no en los núcleos del tejido 

cerebral adyacente, particularmente en los restos del epitelio de plexo coroideo normal. 

Respecto a los insulinomas, este tipo de tumores se detectó en un 30% de animales, 

todos con edades iguales o superiores a 3 meses. Después de la autopsia, el examen 

microscópico del pancreas reveló que algunos animales mas jóvenes presentaban islotes 

hiperplasicos, formados por células endocrinas normales, de tamaño superior al normal. En los 

animales con insulinomas también aparecían algunos islotes hiperphisicos. 

Los cortes de los pàncreas teñidos con hematoxilina-eosina mostraron que los 

insulinomas alcanzaban tamaños de entre 0,55 a 2, I mm de diametro. Las células que los 

formaban eran ovaladas o redondas con un citoplasma eosinófilo, presentaban pleomorfisrno e 

hipercromatismo nuclear, y un significativa índice mitótico. El patrón celular era típicarnente 

trabecular como en los islotes normales, pero se podían observan ciertas areas sólidas (Figura 

IY. I7.A). Ni los islotes hiperplasicos ni los neoplasicos mostraran infiltración linfocitaria. 
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Figura IV.17. (pagina siguiente): Microfotografías realizadas con microscopio de campo claro de 
tumores de islotes de pancreas. (A) Sección de parafina de un insulinoma de un ratón 
iCAII-TAg-2 de 94 días de edad, teñida con hematoxilina-eosina (Se obseNa un 
patrón trabecular, idéntico al de los islotes normales, con ciertas areas sólidas), x20. 
(B) Sección seriada del tumor del pancreas mostrado en (A}, teñido por el método de 
la inmunoperoxidasa indirecta con anticuerpos contra el antígeno T grande del virus 
SV40. La mayoría de los núcleos de las células tumorales son positivos para este 
antígeno, mientras que las células de los islotes normales son negativas, x40. (C) y 
(O) , Secciones seriadas del mismo pancreas teñidas, con el método anterior, con 
anticuerpos contra la insulina y la cromogranina respectivamente (todas las células 
del tumor son positivas para ambos antígenos, con una tinción mas débil a la que 
presentan los islotes nonnales). x20. 
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La caracterización inmunohistoquímica de los pàncreas (Apartado III.H.l) demostró que 

los núcleos de las células tumorales expresan el antígeno T grande del virus SV40 (Figura 

1V. l7.B), mientras que sólo una pequeña fracción de los islotes hiperphísicos presentan tinción 

positiva para este antígeno, y los islotes normales no presentan tinción. Con el fin de 

caracterizar los tumores pancreàticos se utilizan dos antígenos diferentes: la cromogranina, que 

es un marcador de tejido endocrina y neuronal, y la insulina, que es uno de los péptidos 

secretades por los islotes de Langerhans. Todos los tumores pancreàticos son positivos por 

inmunohistoquímica para la insulina y la cromogranina, la tinción siempre era mas débiJ a la 

observada en los islotes normales (Figura IV.l7.C y D). Esta tinción positiva para 

cromogranina e insulina permite afirmar que estos tumores pancreàticos son derivados de 

islotes y pueden clasificarse como insulinomas. 

La línea celular iCAII-2, establecida a partir del insulinoma desarrollado por uno de los 

ratones de esta línea, también presentó una tinción nuclear muy fuerte para el antígeno T 

grande del virus SV40 (Figura IV.18.). 

Figura IV.18.: Microfotografía realizada con microscopio de campo clara de células de la línea iCAII-
2 teñidas por inmunoperoxidasa indirecta con anticuerpos contra el antígeno T 
grande del virus SV40, x40. 

Como ya se ha explicada en la introducción (apartados I.C.2.d.2. y l.C.3.c.), las 

secuencias del antígeno T grande de SV40, utilizadas para la obtención de ratones 

transgénicos, juegan un pape! importante en la determinación de la especificidad tisular de la 

expresión de dicho antígeno. La región estimuladora de 72-pb parece dirigir la expresión del 

oncogén virico hacia el plexo coroideo. Si esta región esta ausente, pero la secuencias 

repetitivas de 21 pb aún estan presentes, los tumores de plexo coroideo aparecen raramente, 

pero los insulinomas se desarrollan muy frecuentemente. Si estas secuencias de 21 pb estan 
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también ausentes, los tumores de plexo coroideo no aparecen nunca o casi nunca en los 

ratones transgénicos mientras que los insulinomas si lo hacen. La región codjficante del T Ag 

parece ser suficientes para dirigir la expresión del oncogén a los islotes de Langerhans cuando 

el promotor y el estimulador no estan presentes. 

La línea de ratones transgénicos descrita en esta tesis desarrolla tumores de plexo 

coroideo con una elevada frecuencia, y también insulinomas. La construcción utilizada consiste 

en dos secuencias del gen de la anhidrasa carbó ni ca Il: una de I. 7 Kb situada en dirección 3' a 

partir del codón A TG del inicio de la traducción, unida en la orientación opuesta a la 

encontrada en el gen a una segunda secuencia de 3.5 kb localizada inmediatamente 5' respecto 

al punto de inicio de la traducción. Estas secuencias reguladoras se ligaron a la secuencia de 

2. 7 kb que codifica para el antígeno T del SV40, pero que no tiene ni el promotor ni el 

estimulador del virus. De acuerdo a lo descrita anteriormente, los insulinomas que aparecen en 

la línea transgénica aparecerían como consecuencia de la expresión del T Ag en los islotes de 

Langerhans dirigida por las secuencias incluidas en la región codificante del T Ag. S in embargo, 

los tumores de plexo coroideo son probablemente originades por la expresión de T Ag dirigida 

por las secuencias reguladoras de la anhidrasa carbónica Il. Su incidencia extremadamente 

elevada en los ratones transgénicos permite descartar la posibilidad de que su aparición se deba 

a secuencias reguladoras contenidas en la región del SV 40, dado que cuando se usa el gen del 

T Ag sin secuencias repetitivas, los tu mores de plexo coroideo aparecen raramente o no 

aparecen. 

Esta hipótesis esta apoyada por diferentes evidencias. En pnmer lugar, la anhidrasa 

carbónica li es la CA mas ampliamente distribuïda en el sistema nerviosa central. Se expresa 

en el plexo coroideo, donde juega un pape! esencial en el control del balance acido-base y 

regula la producción del fluida cerebroespinal. Aunque la CAll esta presente en diversos tipos 

de células gliales, al menos en el caso del poUo, los niveles de expresión mas elevades se 

detectan por hibridación in situ en el plexo coroideo y la glía de Bergmann del cerebelo 

(Rogers y Hunt , 1987). En segundo lugar, la mayoria de tumores de plexo coroideo humanes 

expresan CAll (Newbould y col. , 1995; Parkkila y col. , 1995). Y en tercer Jugar, otras dos 

líneas de ratones transgénicos, desarrolladas también en el laboratorio de la Dra. Frazier, con 

una construcción que sólo difiere de la línea aquí descrita en la ausencia de la secuencia 

reguladora de la CAli de 1. 7 kb, só lo desarrollaron tu mores de riñón. Est o demuestra que el 

gen de SV40 sin estimulador ni promotor es incapaz de inducir la aparición de tumores de 

plexo coroideo con una frecuencia significativa. 

140 



Resultados ~· discusión 

fV.C.3.b. Estudio del efecto del PC I en la supervivencia de los ra tones 

t ransgénicos 

Una vez caracterizada la línea de ratones transgénicos se podían iniciar los ensayos con 

el PCI. En primer Jugar se realizaron ensayos preliminares para determinar cual podía ser la 

mejor vía de inyección del PCI. Para ello se trabajó con una población homozigota de ratones 

de la línea i CAli-T Ag-2 nacidos en un reducido interval o de tiempo. Se estudiaren 4 grupos de 

7 ratones a los que se administró PBS (grupo control) o PCI disuelto en PBS mediante tres 

vías diferentes: inyección subcutanea o intraperitoneal, e irununización del animal contra el 

PCI. Las dos primeras vías de inyección se escogieron dado que eran ampliamente utilizadas 

en la bibliografia consultada y la tercera vía de inyección se eligió con el fin de determinar si 

bajas dosis del inhibidor liberado de manera lenta y continua podían ser eficaces en el 

tratamiento de los tumores. 

Las inyecciones, que fueron diarias en todos los casos salvo en el de los ratones 

inmunizados, se prolongaren desde que los animales tenían 12 semanas de edad hasta que 

tuvieron 23. Una vez terminades los tratamientos se determinó el porcentaje de supervivencia 

para cada uno de ellos. El resultada fue que la inyección del PCI por vía de inmunización 

resultó ser la mas eficaz, con un 85 % de supervivencia respecto a un 57% del grupo control 

(Tabla IV. lO). 

Tabla IV.10.: Porcentajes de supervivencia de los ratones 
de la línea iCAI I-TAg-2 tratados, mediante 
diferentes vías de inyección, con PCI. 

Tratamieoto % Superviveocia al fio 
del tra tamieoto 

Control 57,1 
200 ~g PCII día 57,1 

subcutaneo 
200 Jlg PCII día 71,4 
intraperitoneal 
inmunización 85 

{lO !l& PCI/dosis) 

A partir de estos datos preliminares se decidió iniciar un nuevo estudio con un número 

mas elevada de ratones, que se inmunizaron con, o bien PBS (grupo control) o bien PCI, y que 

se alargó hasta el memento de la muerte de todos los animales estudiades. 

Para este estudio se utilizaron 54 ratones transgénicos de la línea iCAII-T Ag-2, de 45 a 

60 días de edad, procedentes de 7 familias diferentes. Los ratones se distribuyeron 

aleatoriamente (equilibrades por sexos y familias) en dos grupos. Tant o el grup o control 

(tratado con PBS) como el tratado con PCI (10 Jlg por inyección) recibieron 4 inyecciones 
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subcutaneas (Apanada III .G.J .b.), una primera de 200 ~L de una mezcla 1. 1 de PB o PCl y 

adyuvante completo de Freund, y las tres siguientes de 200 )lL de una mezcla 1: I de PBS o 

PCI y adyuvante incompleta de Freund. Las inyecciones se dieron según una pauta de 

inmunización, es decir, se inició el tratamiento con la primera inyección, la segunda se dio a los 

7 días, la tercera a los 37 dias y la cuarta a los 67 días La inmunización no se considera 

completa hasta la tercera inyección y la cuarta inyección sirve para mantener un nivel elevada 

de anticuerpos en sangre. Los arúmales se inspeccionaren cada 3 días y cuando estuvieron 

moribundes se sacrificaren. 

Los porcentajes de supervivencia para los dos tratamientos se representan en la figura 

lV. 19. Como se puede observar. los ratones control se empezaron a morir a partir de los 90 

días de edad. El 70 % de los ratones control murió antes de los 155 días de edad. La muerte se 

produjo de manera progresiva durante_ estos 2 meses. A partir de este punto los ratone 

murieron de manera mas lenta. La mediana de vida de los ratones control fue de 122 dias. El 

91 % de los ratones desarrollaron tumores de plexo coroideo, el 33 % tumores de plexo 

coroideo e insulinomas y el 8 % sarcomas. 

Los ratones tratados con PCI empezaron a morir a partir de los 70 días. A los 155 días 

sólo habia muerto el 40 % de los animales tratados. La mediana de vida de los ratones rratado 

con PCI fue de 202 días. El 71 % de los ratones tratados desarrollaron tumores de plexo 

coroideo, el 3 5 % insulinomas, el 21% ambos y el 7% arco mas. 

A partir de los datos de supervivencia acumulada se realizó un contraste de hipótesis de 

igualdad de funciones de supervivencia, empleando un test de log rank o de Tarone-Ware 

(Norusis, 1990). Se contrastó la función de supervivencia de los ratones tratados con PCI con 

la de los ratones control. El resultada fue que para el tratamiento con PCI la función de 

supervivencia resultó significativamente diferente a la de los controles con un nivel de 

significación del 0,03 Por tanto, se puede conduir que el PCI alarga significativamente la 

supervivencia de los ratones transgérúcos de la línea iCAll-T Ag-2, aproximadamente u nos 86 

días. En otras palabras, la vida media de un ratón de la cepa C57BL6 es de 24 meses, un ratón 

transgénico para la construcción pCASV40-i vive como promedio 4, I meses. y dichos ratones 

tratados con PCI viven como promedio 6,8 meses. i consideramos la vida media de un raton 

de 2 años y la de un hombre de 70 años, estos 80 días de la vida de un ratón equivalen a 3,9 

años de la vida de una persona. Respecto al tipo de tumores que desarrollan los ratones control 

y los tratados con PCI, se observa que los ratones tratados con el inhibidor presentan una 

menor incidencia de tumores de plexo coroideo. un 70% frente al 90% de los controles 

Ademas, en el grupo de animales tratados se detectan ratones que sólo presentan insulinomas, 

mientras que todos los ratones control que desarrollaron insulinoma presentaban también 

tumores de plexo coroideo Y dado que el porcenraje de ratones que desarrollan insulinomas 
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es muy similar entre los dos grupos de ratones, se puede concluir que el PCT parece reducir la 

incidencia de los tumores de plexo coroideo, y evita incluso su aparición. 
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Figura IV.19.: Porcentaje de supervivencia de los ratones transgénicos de la línea iCAII-TAg-2 
control (línea roja) y tratados con 1 O IJ9 de PCI por inyección (línea verde). Se 
muestra el porcentaje acumulada de supervivencia de los ratones en función de su 
edad (n=27 para cada grupo). TSO equivale a la mediana del tiempo de 
supervivencia, en días. Los datos incluyen sólo animales que murieron o aquellos a 
los que se permitió vivir hasta que estuvieron moribundos. Las flechas indican los 
momentos en que fueron inyectados con PBS o PCI. 

Dado que las cantidades de PCI que se inyectan a los ratones son muy pequeñas, sólo 40 

¡.Jg totales, se pueden proponer dos posibles mecanismes de acción. El primero seria que al 

inrnunizar los ratones contra el PCI, éste esta siendo liberado de manera lenta y progresiva de 

manera que permite una disponibilidad continua de PCI en dosis bajas. Y el segundo seria que 

los anticuerpos que los ratones desarrollan contra el PCI fueran los responsables del retraso en 

el desarrollo de los tumores. Actualmente el grupo esta realizando diferentes estudies para 

dilucidar cua! de las dos posibles mecanismos es el responsable. 
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rv.D. MECANlSMO CELULAR DE ACCIÓN DEL PCI 

JV.D.t. lNCORPORACIÓN DEL PCI POR LAS LÍNEAS CELULARES 

En los apartades anteriores se ha descrita que el PCI tiene un claro efecte inhibitorio 

sobre el crecimiento de diferentes líneas celulares tumorales en cultivo, sobre el desarrollo de 

tumores inducidos en ratones atímicos, sobre la aparición de metastasis en hígado de ratones y 

sobre el desarrollo de tumores de plexo coroideo en ratones transgénicos. Con el fin de 

investigar el mecanisme celular responsable de todos estos efectes, se han realizado estudies 

de intemalización del PCI mediante la detección de éste en el medio de cultivo o empleando 

fluorescencia. También se ha estudiada si el efecte inhibitorio sobre el crecirniento las líneas 

celulares tumorales podía ser debido a una alteración de las fases del ciclo celular. Ademas, se 

ha analizado si la inhibición del crecimiento va acompañada de un alteración de la expresión 

génica de la p53 y la tripsina. 

TV.D. t.a. Determinación de la desaparición del PCI añadido al medio de 

cultivo de la línea Capan-t 

Uno de los ensayos que se realizaron para averiguar si el PCT era internalizado por las 

células sobre las que tenia un efecte inhibitorio (lo que podía implicar la existencia de un 

receptor para el inhibidor) fue la adición de PCJ al medio de cultivo de las células y el 

seguimiento de su concentración a lo largo del tiempo en dicho media. 

El ensayo consistió en sembrar tres frascos de cultivo con células de la línea Capan-1 

que se cultivaran hasta que, por observación rnicroscópica, se vio que habían alcanzado un 

75% de confluencia. En ese memento se retiró el media y se sustituyó por nuevo 

DMEM+ 1 O%FBS (frasco control), por el mismo medi o con 50 ¡J.g/mL de PCT (frasco 50 

¡J.g/mL) y por media con 200 ¡J.g/mL de PCl (frasco 200 ¡J.g/mL). Los tres frascos se cultivaren 

durant e 24 ho ras mas. De cada uno se extrajeron muestras de 100 ¡J.L de medi o de cultivo cada 

media hora. En cada una de elias se deterrninó la concentración de PCl presente mediante dos 

métodos (Apartades Ill.B. l.b .2. y TTI.B. l .b.3.): ensayos de actividad inhibitoria de 

carboxipeptidasa A y ELl SA. En tales ensayos se usar on como blancos las muestras obtenidas 

del frasco control a los mismos tiempos. Uno de los ELTSAs que se realizaron con las muestras 

provenientes del frasco 200 ¡J.g/mL se llevó a cabo con unas condiciones especiales en el 

primer paso (fijación de los antígenos), en concreto empleando una concentración de 0,5 M 

Na CI. 

Los resultades obtenidos en el caso del frasco 50 f..lg/mL se muestran en la Fif,rura IV.20. 

Las concentraciones de PCI en el media de cultivo calculadas a partir de los ensayos de 

actividad inhibitoria y a partir del EU SA son, en general, bastante coincidentes. Las 
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discrepancias entre ambos métodos son seguramente debidas a los errores e imprecisiones 

propios de los mismos. Como se puede observar en la Figura IV.20., el PCI es claramente 

internalizado por las células y su concentración en el medio de cultivo desciende de fo rma 

acusada alrededor de la 1 h 30 min; y después, de forma aún mas marcada, entre las 3 y las 6 h. 

A panir de este memento, parecen observarse ciclos de aparición y desaparición del PCI del 

medio de cultivo cada 3 a 5 h, aproximadamente. 
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Figura IV.20.: Seguimiento de la concentración de PCI añadido al medio de cultivo de la línea 
Capan-1 . Se sembraron 5x105 células en un frasco de 25 cm2. Cuando las células 
estuvieron al 75 % de confluencia se retiró el medio y se añadió medio tresco mas 50 
IJQ/ml de PCI. Se siguió la presencia de PCI en el medio durante 24 h. Cada punto 
corresponde a medidas cada media hora. La concentración de PCI se determinó por 
actividad inhibitoria de la carboxipeptidasa A (cuadrados) y por ELISA con 
anticuerpos contra el PCI (rombos). 

En el caso de células incubadas con 200 ~glmL se observó, como en el caso anterior, 

repetides cicles de desaparición y reaparición de PCI en el medio de culti vo. Es muy 

destacable el hecho de que, al contrario que en el caso anterior, se observó una clara diferencia 

entre los resultades obtenidos a partir de los ensayos de actividad y del ELISA. las 

concentraciones de PCI caJculadas a partir de esta última técnjca resultaran ser de cinca a diez 

veces menares, y dicha diferencia no puede ser adjudicada a los errares inberentes a ambos 

métodos. Para explicar estas discrepancias se elaboró una explicación basada en el hecho de 

que los ensayos de actividad se realizan en condiciones de alta fuerza iónica (0,5 M NaCl), lo 

que no ocurre en el caso del ELISA. En efecte, es posible que el PCl presente en el medio de 

cultivo se halle unido a proteínas, restos de membrana, etc, y que tal unión se rampa en las 

condiciones de alta fuerza iónica del ensayo de actividad. En cambio, en el caso del ELISA, 

esto no ocurriría, y tales hipotéticas proteínas o restos de membrana bloquearían epítopos del 

PCI, por lo cuaJ la concentración que se detectaria del mismo sería claramente inferior. Esta 
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hipótesis se vio apoyada al realizar un ELISA donde la incubación de las muestras (primer 

paso del ELISA) se hizo en condiciones de alta fuerza iónica (0,5 M NaCI), idéntica a la que se 

emplea en los ensayos de actividad. El resultada del ELISA fue que se detectaran 

concentraciones de PCI en los medios de cultivo muy superiores a las determinadas en el 

ELISA anterior, y muy similares a las concentraciones halladas en ensayos de actividad. 

Estos ciclos de aparición y desaparición del medio de cultivo podrían ser debidos al 

reciclaje y degradación lisosoma] de un posible receptor al cua! se uniese el PCl (Sorkin y 

Waters, 1993). Esta aparición en el medio de cultivo del ligando reciclada disociado se ha 

observada también por ejemplo en el caso del EGF (Korc y Magun, 1985; Masui y col. , 1993; 

French y col. , 1995). 

Para comprobar si el PCl se había internalizado vía una metalocarboxipeptidasa de 

membrana, dado que es un inhibidor de carboxipeptidasas, o vía otro receptor, se purificó el 

PCI del medio de cultivo después de 24 h de haberse añadido a las células y se sometió a 

espectrometria de masas según el método de Chait y Kent ( 1992). 

El resultada fue que la masa molecular del PCI no estaba alterada, lo que demostró que 

no se habia producido degradación lisosoma] del inhibidor, posiblemente debido a que el PCl 

es muy resistente a la proteólisis (Ryan y col. , 1974). Por lo tanto, este hallazgo no resultó 

sorprendente y permüió descartar la posibilidad de unión a una metalocarbox.ipeptidasa de 

membrana, ya que el última residuo del inhibidor es rapidamente cortado cuando se une a esta 

clase de enzimas (Hass y Ryan, 1981 ). 

IV.D.l.b. Estudios de internalización del PCI marcado mediante 

fluorescencia 

El otro ensayo que se realizó para averiguar si el PCI era internalizado por las células 

sobre las que tenia un efecto inhibitorio fue el marcado del inhibidor con un fluoróforo y Ja 

observación al microscopio de su incorporación por las células. Este ensayo se realizó con las 

líneas Capan-1 y Panc-1 . 

El compuesto fluorescente elegida para marcar el PCI fue el RITC, puesto que se ha 

descrita que esta molécula marca al PCI con una estabilidad mayor que otros fluoróforos 

(Billings y col. , 1989). El RITC reacciona con los grupos amino de las lisinas y N-terminal. En 

los dos casos el lugar de reacción esta lejos de la región del PCI de unión con la 

carboxipeptidasa, lo que perrnite determinar su concentración mediante ensayos de inhibición 

de actividad carboxipeptidasa A. La cantidad de RITC enlazado covalentemente con el PCI 

puede evaluarse espectrofotométricamente. 
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I V.D.l.b.l. Marcado del PCI con RJTC 

Los resultades típicos obtenidos al marcar el PCI con RITC fueron que 

aproxirnadamente cada mol de PCI unió 0,66 moles de RITC. Como el PCI tiene 3 Jugares de 

unión de RITC (grupos amino libres), se puede afirmar que la probabilidad de que uno esté 

marcado es de 0,22. De esto se dedujo que el 43 % de las moléculas de PCI de las 

preparaciones de inhibidor no estarían marcadas, y del 57% restante, el 40% estaria marcada 

en un solo Jugar y el 13% en mas de uno. 

IV.D.l.b.2. lnternalización del RJTC-PCI por las célula.5 tumorales 

Antes de iniciar los estudies de incorporación de RITC-PCI a las líneas celulares, se 

realizaron controles (Apartado ffi .D.3) que perrnitieron comprobar que: 

a- Las células no intemalizan RITC libre. 

b- El RITC-PCI no se une inespecíficamente a la superficie de las camaras de cultivo. 

e- Las células de las líneas ensayadas no presentan fluorescencia intrínseca a la 

longitud de onda a la que la presenta el RITC. 

En los estudies de incorporación de RITC-PCI por células Capan-1 se observó, como 

resultada general, que tales células presentaban una intensa fluorescencia al rnicroscopio, 

revelando que intemalizaban cantidades significativas de PCI marcado. La fluorescencia se 

visualizaba en todo el interior del citoplasma, pero con una clara acumulación alrededor del 

núcleo (localización perinuclear). Dicha localización perinuclear aparecía ya en células 

expuestas al RITC-PCI durante sólo 1 minuto e indicaba que su intemalización había sido vía 

un receptor. Todo esto se puede observar en la Figura IV.21. , donde se presenta una 

microfotografia de contraste de fases de las células y una de fluorescencia que muestra el tipo 

de internalización que presentaba el PCI por las células Capan-1 . 

El tiempo de exposición necesario para poder fotografiar las células da idea de la 

intensidad del marcado y con ello de la cantidad de PCI captado por las mismas. Así, a mayor 

intensidad se necesita menos tiempo de exposición. Con caracter general, las células incubadas 

a igual concentración de PCI presentaban mayor intensidad de marcado cuanto mas tiempo 

habían estado en contacto con el rnismo. Sin embargo hay que indicar que, para una misma 

muestra, había diferencias en la intensidad de la tluorescencia entre distintas células. Al 

comparar las microfotografias de fluorescencia con las de campo claro, se podia apreciar que 

las células con mayor intensidad de marcado presentaban un núcleo disgregada, no esférico, y 

que a veces resultaba difícil de ver. 
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Figura IV.21.: Microfotografía de la incorporación de RITC-PCI por células de la línea Capan-1 
creciendo exponencialmente en medio completo suplementado con FBS al 10%. (A) 
lmagen realizada con microscopio de contraste de fases, células incubadas con 
[RITC-PCI)= 20 IJQ/ml durante 4 h, x400. (B) lmagen realizada con microscopio de 
fluorescencia de las células de la fotografía (A) , x400. 
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En el caso de la linea Panc-1, ei marca do de las células era también perinuclear. Con 

canícter general. para los mismos tiempos de incubación y concentración de RITC-PCI el 

marcado en el caso de Panc-1 era bastante menos imenso que en Capan-l (se requerian 

tiempos de exposición aJgo superiores para obtener una microfotografia). De aquí se deduce 

que la cantidad de PCI intemalizado por las células de la línea Panc-1 es bastante menor que 

por las Capan-t . 

IV.D.2. AL TERACIÓN DE LA DISTRIBUCIÓN DE LAS F ASES DEL CICLO 

CELULAR EN LA LÍNEA CAPAN-t LNDUCIDA POR EL PCl 

Para estudiar ei mecanisme celular de acción del PCI se procedió a anaJizar si el 

tratamiento de las células de la linea Capan-1 con dicho inhibidor origina alguna variación en la 

distribución de las fases del cicio que pudiera explicar su efecto sobre el crecimiento celular. 

Para ello se trataron células que estaban creciendo exponenciaJmente con 50 Jlg/mL de 

PCI durante 2 a 12 días (Apartado III.C.5.c.2.). Paralelamente se crecieron células control. 

Una vez finalizado el tratamiento, se recogieron tanto las células flotames corno las adheridas 

al fondo del frasco. Las células así obtenidas se prepararen para el citómetro de flujo, 

fijandolas en etanol 70 % y tiñiéndolas con yoduro de propidio. Después, se realizó el recuento 

por citometría de flujo del número de céluJas en cada una de las fases del ciclo excitandolas 

con un laser de 488 nm. 

Los resultades no revelaron ningún cambio en la distribución de las fases del ciclo en las 

células Capan- 1 tratadas con 50 11g PCI/mL durante tiempos inferiores a 7 días respecto a las 

células control. Sólo después de 12 días de tratarniento con PCI se observó un aumento 
significativo del porcentaje de células apoptóticas (la población sub Go), así como un pequeño 

incremento del porcentaje de células en la fase GoiG ,. Estos resultados se presentan en la 

Figura !V.22. 

Estos resultados indican que el incremento en el porcentaje de células apoptóticas podria 

ser uno de los mecanismes responsables del efecto inhibitorio del PCI sobre el crecirniento de 

las células tumoraJes Capan-1 . 
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Figura IV.22.: Distribución de las fases del ciclo de la células Capan-1 tratadas con 50 ¡.Jg/ml de PCI 
durante 12 días. Se representa el porcentaje del contenido total de ONA para cada 
fase del ciclo celular en las células control (barras negras) y en las células tratadas 
(barras blancas). Los resultades son la media de tres experimentes. Se representa el 
error estandar. + Denota diferencias significativas respecto al control con una 
P<0,025 para un test t de Student. 

IV.D.3. ALTERACIÓN DE LA EXPRESIÓN G ÉNICA DE LA p53 Y LA 

TRIPSINA PROVOCADA POR EL PCI 

Dado que se había observada que el PCI producía un aumento significativa de las 

células apoptóticas (Figura IV.22.) se estudió si afèctaba a la expresión génica de la pSJ . Este 

es un factor de transcripción que controla el estado del D A genómico y el ciclo celular. entre 

otras funciones (Bates y Vousden, 1996). Si el DNA esta dañado, la p53 induce su reparación. 

y si esta excesivamente dañado dispara la muerte celular programada o apoptosis. 

A su vez. como se había observada que el PCl inhibia la capacidad metastasica de las 

células 8 16F 1 O, se estudió la expresión génica de la tripsina en presencia de inhibidor. La 

tripsina es un marcador de células pancreaticas de tipo acinar que no expresan todas las células 

tumoraJes. Se cree que su presencia se encuentra asociada al poder metastasico y/o invasivo de 

las células tumorales (Fernandez y col. , 1994). 

Para llevar a cabo estos estudies de expresión génica, se trataron células Capan- 1 con I 

ó 1 O f.!g/mL de PCl duran te 12 dí as. A continuación, el RN A totaJ extraído a partir de dic has 

células o de células control (no tratadas) se analizó por electroforesis en geles de agarosa con 

urea y acido cítrico. En la Figura IV.23 . se muestra uno de estos geles. Se observan claramente 

las bandas correspondientes a los RNA ribosómicos 28S, 18S y SS; en ninguno de los casos se 

aprecia degradación significativa de las muestras. 
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') 10 lJ 

Figura IV.23.: Analisis en geles de agarosa con urea y acido cítrico de los RNA totales 
correspondientes a: 1'-4: células Capan-1 control, 5-8: células Capan-1 tratadas con 1 
¡.Jg/ml de PCI , 9-11 : células Capan-1 tratadas con 1 O ¡.Jg/ml PCI. 

Se aisló RNA polí (A+) a partir de estos RNA totales y se cargaron 20 ~g por bolsillo en 

un gel de agarosa con formaldelúdo. Posteriormente se transfirió el m.RNA a filtres y se 

procedió a su hibridación con sondas para la p53, tripsina y P2-rnicroglobulina . Éste último es 

un gen constitutiva que se utilizó como control de carga de muestra en el gel. 

S realizaron 3 experimentes independientes. Cada filtro se hibridó dos veces con 

diferentes sondas. Las bandas se normalizaron respecto a la de la P2-microglobulina y se 

cuantiticaron con un contador p. 

Los resultades de las hibridaciones se presentan en la Figura IV.24. , y en la Tabla IV.ll 

se pueden observar la intensidad de las bandas en ausencia y en presencia de PCI en el 

cantador beta. 

Tabla IV.11.: Cuentas beta de los Northerns de las células 
Capan-1, cultivadas en presencia o ausencia de 
PCI, hibridados con las sondas de p53, tripsina 
y !32-microglobulina. 

Tratiimiento p53 Tripsina ~·2-~c_roglo~ulina 

Control 138 s 11 955 
1 ~g/mL PCI 882 396 2183 

10 ¡.tg/mL PCI 1111 432 6287 
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Figura IV.24.: Analisis por transferencia tipo Northern de RNA polí (A+) de la línea Capan-1 (de 
izquierda a derecha): control , tratada con PCI 1 y 1 O IJQ/ml. El mRNA se separó por 
electroforesis en geles de agarosa y formaldehído al 6%. Los filtros se hibridaran con 
sonda para p53 humana, tripsina de rata y 1~2-mtcroglobulina humana marcadas con 

32p 

Si se asume que las cuentas correspondientes a la P2-microglobulina son una indicacion 

de la cantidad total de RNA polí (A+), se pueden estandarizar los datos como porcentaje de 
cuentas de la banda respecto a las cuentas de la P2-microglobulina, dando un valor que 

depende de la abundancia del mRNA especifico respecto al total de m~'JA. Los resultades se 

presentan en la Tabla lY. 12. 

Tabla IV.12.: Cuentas beta de una sonda, para 
cada tratamiento, respecto a las de 
la sonda de la 132-microglobulina. 

Tratamiento p53l J32 Tripsina1J32 
Control 0.1445 0.5351 

1 Jlg/mL PCI 0.4040 0,1814 
I O !lglmL PCI 0.1767 0.0687 

Partiendo de estos datos se puede evaluar cuantas veces es mas abundanre (o menos) un 

mRNA en las células tratadas respecto a las control. Así, en la Tabla IV.13 . se presentan los 

resultades obtenidos del cociente entre el número de cuentas estandarizado para un 

tratamiento y el número de cuentas de las células control. 
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Tabla IV.13.: Cuantificación de la mayor o menor 
expresión de p53 y tripsina en 
células tratadas con diferentes 
concentraciones de PCI, respecto a 
células control 

Tratamiento p53 Tripsina* 
1 11glmL PCI 2,8 2,9 

1 O 11glmL PCI 1,2 7,8 
• En el caso dc la sonda de tnpsma al ser el numero de 
cuentas de las células tratadas inferior al número de cuentas 
de las células control, se ha obtenido el cociente inverso 
( controVtratamiento) y el número resultante indica las veces 
que esta inhibida la expresión del mRNA para dicha proteiua 

En resumen, al tratar las células con una concentración I 11glmL de PCI aumentó 2,8 

veces el nivel de expresión del mRNA de la p53, y disminuyó 2,9 veces el de la tripsina. Y para 

el tratamiento con 1 O Jlg/mL aumentó l ,2 la expresión de la p53 y disminuyó 7,8 veces la de la 

tripsina. Este aumento de la expresión del mRNA de la p53 no se correlacionó con un aumento 

de Ja cantidad de proteína, dado que no se detectaren diferencias en cuanto a cantidad de 

proteína p53 en ensayos de inmunotransferencia tipo western. 

Estos resultades indicaren que el tratamiento con PCI provocaba un aumento de la 

expresión del mRNA para la p53. Hasta la fecha, tal aumento se ha descrito en situaciones de 

estrés celular, como radiaciones ultravioleta y gamma, calor, falta de suero o factores de 

crecimiento en el medio de cultivo de las células, o presencia de algún carcinógeno (Bates y 

Vousden, 1996). Una sobreexpresión de p53 provoca, bien una inducción de apoptosis, bien 

una parada en G¡ . Tal y como se comentó en el apartado IV.D.2, se había observada un 

incremento significativa de apoptosis, y un ligero aumento del número de células de Capan-1 

en G 1 al ser tratadas con PCI. Dicha línea celular presenta una p53 mutada (Barton y col. , 

1991 ; Berrozpe y col. , 1994). El hecho de que la proteína p53 esté mutada podría explicar que 

el aumento de células apoptóticas, así corno el células en G1 , no sea muy elevado, dado que la 

proteína mutada no responde igual que la proteína salvaje a las situaciones de estrés. 

El tratamiento con PCI también provocó una gran disminución en la expresión de 

tripsina, típica proteína de estirpe acinar. Koivunen y col. (199 1) han descrita que el isoenzima 

del tripsinógeno denominada TAT -2, producido por células tumoral es, contribuye, entre otras 

proteinasas, a mediar la degradación de la matriz extracelular. Por lo tanto, se ha implicada al 

TAT -2 como uno de los componentes de la cascada de proteasas que la célula utiliza para la 

migración a través de las barreras tisulares. Dado que el PCI provoca la di sminución de la 

expresión de la tripsina, ésta se puede relacionar con la capacidad del inhibidor de reducir la 

formación de metàstasis (apartado IV. C. I). 
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IV.E. COMPARACIÓN POR MÉTODOS COMPllTACIONALES DE LAS 

ESTRLlf'TlJRAS TRIDIMENSIONALES DEL PCI Y DIVERSAS OTINAS 

El PCJ y varios factores de crecimiento de mamíferos, ro-toxinas y otras proteínas 

comparten un esqueleto de tres puentes di sulfuro denominado nu do-T (McDonald y 

Hendrickson, 1 993 ~ Isaacs, 1995; Sun, 1995; Ling y Nussínov, 1995). Para profundizar en el 

posible mecanismo responsable de los efectos del PCl sobre el crecimiento celular. se estudió 

la posi ble homologia estructural del inhibidor con ot ras proteinas con nu dos-T (notinas). 

Estos estudios se llevaron a cabo en el laboratorio de Bioinformatica del Institut de 

Biologia Fonamental de la Universitat Autònoma de Barcelona. 

Para ello se realizó un anaLisis computacional utilizando el programa denominado 

"KNOT -MATCH" (Mas et al, 1998) que permite establecer, de forma automatica, la similitud 

topològica de los puentes disulfuro de las proteínas cuya estructura cristalognífica esta 

depositada en el banco de datos de estructuras cristalogní.ficas de proteínas (PDB). 

El programa clasificó a las proteinas en 6 grupos. Uno de estos grupos contenia factores 

de crecimiento y otras proteínas con nu dos-T como el PCI. Las posiciones de los puentes 

disulfuro en el PCI resultaron ser muy similares a las del EGF (Figura IV.25.), TGF-a y 

heregulina. A dem as, la conformación de 2 bucles del PCI (residuos I 8-24 y particularmente el 

27-34) y una parte de la cola del PCI (33-37) eran muy similares y se podían superponer con 

una buena desviación raíz cuadratica media (RMSD) con los bucles 14-20, 22-29, y la cola e­
terminal ( 42-46) del EGF. Asi, el esqueleto de carbonos alfa del bucle del PCJ 27-34 mostró 

un RMSD de O, 79 A con el del bucle 22-29 del EGF. Cuando las estructuras del EGF y el PCT 

se superpusieron de acuerdo con la topologia de los puente disulfuro, algunos aminoacidos del 

EGF importantes para la unión a su receptor (Groenen y col. 1994; Campion y iyogi, 1994) 

correspondieron con aminoacidos del PCI de unas caracteristicas fisico químicas similares. Por 

ejemplo, 6 de los mas importantes residuos para la unión EGF/EGF-R, Ser25, Leu26, Thr30, 

Tyr37, Arg41 y Trp50 , corresponden respectivamente a la Ser30, Ala31 , Thr33, Trp22, LyslO 

y Phe23 del PCI. 

Todo lo explicado anteriormente corrobora que el PCI se parece lo suficiente al EGF y 

TGF -a como para poder interaccionar con s u receptor. Est o se ha procedido a comprobar1o en 

los apartados subsiguientes. 
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Figura IV.25.: Superposición de las estructuras tridimensionales del PCI y el EGF utilizando el 
programa Knot-match. Arriba a la izquierda: Representación en cinta de las cadenas 
de carbonos-a. del PCI (rojo) y el EGF (amarillo) superpuestos. Arriba a la derecha: 
Representación de Van der Waals de las estructuras tridimensionales del PCI y el 
EGF. Las cadenas laterales de los residuos que coinciden después de la 
superposición por puentes disulfuro de las dos proteínas estan coloreadas según el 
siguiente código: marrón, hidrofóbico no aromatico; azul, basico; verde, polar no 
cargado; violeta, aromatico. En el centro: representación de Van der Waals de la 
superposición de las estructuras tridimensionales del PCI (amarillo) y el EGF (blanco) 
con el mismo código de colores que en la representación de la derecha. La tabla 
muestra los residuos que coinciden después de la superposición. 

IV.F. MECANISMO MOLECULAR DE ACCIÓN DEL PCI 

Los resultados expuestos han demostrado que el efecto inhibitorio del PCI sobre el 

crecimiento tumoral, tanto in vitro como in vivo, va acompañado de los siguientes fenómenos 

celulares: intemalización y aumento significativa del porcentaje de células apoptóticas (la 

población sub Go), y en menor medida, de células en fase Go/G1 . Por su part e, el analisis 

computacional ha demostrado que el PCI presenta similitudes estructurales, así como 

posiciones conservadas, con el EGF y el TGF-u humanos. Estos datos sugieren que el PCI 

podria actuar como un antagonista del EGF/TGF-u, de forma que competiria con estos 

factores de crecimiento por la unión al receptor de EGF (EGF-R) e inhibiria su activación. Este 

podria ser el mecanismo molecular responsable del efecto inhibidor del crecimiento tumoral del 

PCl, ya que la estimulación del EGF-R por el EGF o el TGF-u parece ser necesaria para la 

proliferación de una gran variedad de líneas celulares tumorales y carcinomas (Derynck, 1988; 

Dean y col. , 1994; Levitzki, 1996). Evidentemente, la intemalización del PCI se podria dar 

gracias a su unión a este receptor. 
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Iodo esto llevó a realizar una serie de experimentos con el fin de determinar cual es el 

mecanisme molecular de acción del PCI, para poner a prueba la hipótesis de que el PCI puede 

actuar como un antagonista del EGF/TGF-a, competir con estos factores de crecimiento por 

la unión al EGFR e inhibir su activación. 

IV.F.l. ESTUDIOS DE LA UNIÓN DEL PCI AL RECEPTOR DEL FACTOR DE 

CRECIMIENTO EPIDÉRMICO (EGF-R) 

El EGF-R es un receptor de membrana tipo RTK de la familia erbB con actividad 

tirosina quinasa. Durante su activación se producen una serie de acontecimientos moleculares 

que se pueden estudiar empleando técnicas específicas: 

Acontecimiento molecubtr Tétnica de estudio 
Unión delligando (EGF o TGF-a.) Ensayos de unión competitiva de ligando 
Dimerización del receptor Ensayos de entrecruzamiento químico segida de 

inmunotransferencia 
Activación de la actividad quinasa Ensayos de actividad qumasa con complejos 

mmunes 
Transfosforilación de residuos de Tyr Ensayos de inmunoprecipitación del receptor, 

inmunotransferencia y detección de Tyr 
fosfori ladas 

Se emplearon las cuatro técnicas citadas para determinar si el PCI actúa como un 

antagonista del EGF capaz de bloquear los acontecimientos moleculares que acompañan a la 

activación del receptor. 

IV.F.2.a. Competición del PCT con el EGF por la unión al EGF-R 

Para confirmar la hipótesis de que el PCI puede actuar como antagonista del EGF, y 

dado que el primer fenómeno molecular en la activación de un receptor es la unión de su 

ligando, se determinó si el PCI se unía al EGF-R mediante ensayos de unión competitiva. Este 

tipo de ensayo se realizó con la línea Capan-1 , que presenta 2 subclases de EGF-R, uno de alta 

afinidad CKct 0,25 nM) y baja capacidad para el EGF (1 0-20% del total de receptores), y otro 

de baja afinidad (Kct 1,78 nM) y alta capacidad para el mismo (Oustry y col. , 1990). En primer 

Jugar se realizó una competencia entre L25J-EGF y EGF no marcado (o fiío) para confirmar los 

resultades descrites por Oustry y col.. Después se llevaron a cabo ensayos de competencia 

entre el 125J-EGF y el PCI, para determinar si el PCf competia con el EGF por la unión a su 

receptor. 

En los ensayos de unión competitiva entre el 125J-EGF y EGF no marcado o PCI 

(Apartado lli .F. I .) se sembraren placas de 24 pocillos con células Capan-1 que se mantuvieron 
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en cultivo durante 48 h en medi o D.MEM 1 O %FBS. Veinticuatro horas antes del ensayo se 

sustituyó este medio por medio sin suero. Después se incubaren las células con L25J-EGF y 

EGF a 4°C durante 5 horas. A la vez se determ.inó la unión no específica en presencia de un 

exceso de competidor no marcado, que se restó a la radiactividad total unida para cada una de 

las concentraciones de competidor no marcado ensayadas, para así obtener el valor de unión 

específica. 

Los resultades que se obtuvieron para la competencia entre el 125!-EGF y EGF se 

presentan en la Tabla IV.l4. A partir de estos datos se determinó el porcentaje de unión 

específica (P), don de el 1 00% es la cantidad de unión específica en ausencia de competidor 

(Bo). Se aplicó la fórmula siguiente para determinar dicho porcentaje: 
p = BxlOO 

Bo 

donde B es la cantidad de unión específica en presencia de una concentración determinada de 

competidor. 

Tabla IV.14.: Competencia del EGF frente al 1251-EGF, para los receptores de 
EGF de la línea Capan-1. 

En la Figura IV.26. se observa que al representar ellog [EGF] en función del porcentaje 

de unión específica no resultó una línea recta. Este resultada indicaba que el EGF se unía a dos 

tipos de receptores, uno de alta y otro de baja afinidad. 

Con el fin de comprobar el tipo de unión se realizó una representación de pseudo-Hill o 

de Logit-log (Pratt y Taylor, 1990). Se utilizaron los datos de porcentaje de unión específica 

para calcular ellog (P/[100-P]), que se representó en función del logaritmo de la concentración 

de competidor. La pendiente de la recta resultante se denomina coeficiente de pseudo-Hill. Si 

este coeficiente es igual a -1 indica que el competidor se esta uniendo a un solo tipo de 

receptor, y si el coeficiente es diferente de -1 indica que se puede realizar un ajuste de los datos 

para un tipo de competición con dos receptores. 
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Figura IV.26.: Competencia del EGF frio frente al 1251-EGF. Se representó el logaritme de la 
concentración de competidor frente al porcentaje de unión específica. Células de la 
línea Capan-1 incubadas con concentraciones crecientes de EGF en presencia de 
350 pM de 1251-EGF durante 5 ha 4°C. 

En la Tabla IV. lS . se pueden observar los valores de Logit-log obtenidos a partir de los 

datos originales, y en la Figura IV.27. se muestra la representación de pseudo-Hill. 

Tabla IV.15.: Valores para la representación de Logit-log 

lli:~ -

-12 2,99 
-11,3 0,809212 

-11 0,2610825 

-10 -0,095292 

-9 -0,57914-7 

-8 -1,516677 

Figura IV .27.: Representación de Logit-log (pseudo-Hill) de unión competitiva EGF/1251-EGF. El 
porcentaje de unión específica P del competidor, EGF, se usó para calcular el log 
(P/(1 00-P]). el cuat se representó en función del logaritme de las concentraciones de 
competidor. Los valores representades son los de la tabla IV.15. 
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La ecuación de la recta resultante del grafico fue la síguiente: 

y= -9,0949-0,92058x 

con un coeficiente de regresión de r= 0,90804, resultando que la pendiente de la recta era 

diferente de -1 y, por lo tanto, se podía considerar que el EGF se estaba uniendo a dos tipos 

diferentes de receptores, lo cual permitíó llevar a cabo un ajuste de los datos para una 

competición con dos lugares de unión, para lo que se utilizó el programa Graphpad Inplot4. Se 

realizó un ajuste no lineal para competencia por dos lugares de unión. En la Figura IV.28. se 

representa ellogaritmo de la concentración de competidor frente a los valores de Logit-log. 

Figura IV.28.: Representación de Logit-log de curvas de competencia del EGF frío frente al 125t­
EGF para la línea Capan-1 . Los puntos se ajustan con el programa "Graphpad lnplot4" 
a un tipo de competencia a dos lugares de unión diferentes. Cada valor se determinó 
por triplicada y en la graftca se representó el valor media. (B es el porcentaje de unión 
específica). 

Del ajuste anterior se determinó el valor de ICso para los dos lugares de unión, es decir, 

la concentración de competidor que inhibe el 50% de Ja unión específica. Asimismo se calculó 

el porcentaje de abundancia en la célula de los dos tipos de lugares de unión. Los resultados 

obtenidos se presentan a continuación. 

Tabla IV.16.: ICso y porcentaje de abundancia de 
los dos tipos de receptor para el EGF 
en la línea Capan-1 

-~ 

-. s.,r _ _ _ 

lesiJ~ ~~_!Rton5"" r -· 

Alta afinidad 0,6pM 82,3 
Baja Afinidad 2,82 nM 17,8 

Una vez caracterizados los tipos de receptor de EGF que presentaban las células de la 

línea Capan-1, que coincidieron con los descritos por Oustry (1990), se procedió a realizar un 

estudio de competencia entre el PCI y el 125J-EGF, con el fin comprobar si el PCI compite por 

los mismos receptores que el EGF. Dicho estudio se Uevó a cabo de forma similar a la descrita 
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para el 1251-EGF y EGF, y a partir del ensayo se detenninó la radiactividad unida para cada 

una de las concentraciones de PCI ensayadas. 

Los resultades obtenidos se preseman en la Tabla IV. l7. A partir de estos dates 

originales se determinó el porcentaje de unión (P). 

Tabla IV.17: Competencia del PCI frente al125t-EGF, para los receptores de EGF de 
la línea Capan-1 . 

1 

582.6 
46566 3 

En la Figura IV.29. se representan los resultades recogidos en la Tabla V1. 17. Se 

observa que al representar el log [PCI] frente al porcemaje de unión a los receptores de EGF 

en células Capan- 1 no se obtiene una linea recta. Esto parece indicar que el PCI se une a los 

dos tipos de receptores, al de alta y al de baja afinidad. 

Figura IV.29.: Competencia del PCI frente al 1251-EGF. Se representa el logaritmo de la 
concentración de inhibidor frente al porcentaje de unión específica. Células de la 
línea Capan-1 incubadas con concentraciones crecientes de PCI en presencia de 
350 pM de 1251-EGF durante s ha 4°C. 

En este caso tarnbién se llevó a cabo una representación de pseudo-Hill o Logit-log, para 

calcular el coeficiente de pseudo-Hill, y comprobar si el PCI se unía a los dos receptores para 
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EGF que presentan las células de Capan- 1. En la Tabla IV.18. se pueden observar los valores 

de Logit-log obtenidos a partir de los datos originales, y en la Figura IV.30. se puede observar 

la representación de pseudo-Hill. 

Tabta IV.18.: Valores para la representación de Logit-log 

~~ ~ · ~-

-9 1,99 
-8,63 1,205 

li -7~63 0,713 .. 

-6,63 0,605 
-5,83 -0,1873 
-4,93 -0,2246 
-4;31 -0,27Z 

Figura IV.30.: Representación de Logit-log (pseudo-Hill) de unión competitiva PCI/1251-EGF. El 
porcentaje de unión específica P del competidor, PCI, se usó para calcular el log 
(P/[1 00-P]) , el cuat se representó en función del logaritme de las concentraciones de 
competidor. Los valores representades son los de la tabla IV.18. 

La ecuación de la recta resultante del grafico fue la siguiente: 

y= -2,4589-0,44789x 

con un coeficiente de regresión de r= 0,94546. La pendiente de la recta obtenida fue 

diferente de -1 y, por lo tanto, se dedujo que el PCI se esta uniendo a dos tipos diferentes de 

receptores y que era correcto hacer el ajuste de los datos para una competición con dos lugares 

de unión. 

Seguidarnente se realizó una representación (mediante el programa Graphpad Inplot 4) 

con un ajuste no lineal para analizar la competencia por dos lugares de unión, como se había 

hecho para el EGF, representando ellogaritmo de la concentración de competidor frente a los 

valores de Logit-log (Figura IV.31 ). 
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Figura IV.31.: .Representación de Logit-log de curvas de competencia del PCI frente al 1251-EGF 
para la línea Capan-1 . Los puntos se ajustaran con el programa "Graphpad lnplot4" a 
un tipa de competencia a dos lugares de unión diferentes. Cada valor se determinó 
por triplicada y en la grafica se representó el valor media. (B es el porcentaje de 
unión específica). 

Del ajuste anterior se detenninó el porcentaje de cada tipa de lugares de unión y el valor 

de ICso de ambos para el PCI. Los resultades se presentan en la Tabla IV.l9. 

Tabta IV.19.: ICso y porcentaje de abundancia de los dos 
típos de receptor para el PCI en la línea 
Capan-1 

fE"JA~p~lfe ...... ~ ~~ I€ se •?! ~ -5:! eeeptores 
Alta afinidad 98.7 pM 90 
Baja Afinidad 0,579 J.tM 10 

Así pues, los resultades descrites demuestran que el PCI compite con el EGF por la 

unión a los dos tipos de receptores para dicho factor de crecimiento, de baja y de alta afinidad, 

que presentan las células de la línea Capan-1 . El desplazarniento de EGF por PCI se produjo 

mayoritariamente en el receptor de alta afinidad, siendo la afinidad del PCI a dicho receptor 

unas 165 veces inferior a la del EGF 

IV.F.l.b. Inhibición por el PCI de la dimerizacióo del EGF-R ioducida por el 

EGF 

Una vez se sabía que el PCI se unia al receptor de EGF, se estudió si inhibia la siguiente 

etapa en la activación del receptor, es decir, su dimerización. Para ella se utilizó la línea de 

carcinoma epidermoide A431 , que se caracteriza por tener una elevada cantidad de EGF-R 

(2x 1 o6 moléculas por célula, Weber y col., 1984), lo que facilita su detección. 

Se obtuvieron lisados celulares de la línea A431 (Apartada ill.F.3.a), en los que se 

indujo la dimerización del EGF-R con EGF, en presencia o ausencia de PCI. A continuación se 
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añadió un entrecruzador química (glutaraldehído) y las muestras se sometieron a electroforesis 

en geles de poliacrilamida al 5% con SDS y se electrotransfirieron a membranas de PVDF. Las 

membranas se inmunorevelaron con anticuerpos contra el EGF-R. 

La estabilización química de los dírneros de receptor inducidos por la unión del EGF 

permite. una vez realizada la electroforesis de las muestras y posterior electrotransferencia, la 

detección de 2 bandas diferentes, una de 170 K.Da que corresponde al monómero del EGF-R y 

una de 340 K.Da que corresponde al dímera. 

En primer lugar se realizaron ensayos con diferentes cantidades de lisada celular y 

diferentes concentraciones de EGF para determinar cuales eran las condiciones óptimas para la 

formación de los dímeres. Se observó que cuando se usaba 1 )lg de lisada celular, con 1 

)lg/rnL de EGF había una formación apreciable de dímera y con 1 O !Jg/mL la mayoria del 

receptor estaba dimerizado. Y si s.e utilizaban 1 O !Jg de extracto cel u lar con I !Jg/mL de EGF 

el receptor ya estaba mayoritariamente como dímera. Así se decidió que para ensayos 

posteriores se trabajaria con 1 O )lg de lisada celular y se induciria la dimerización con 1 !Jg/rnL 

de EGF. Como se verà en posteriores apartades esta concentración es mucho mas alta que la 

que se necesita para observar la estimulación de la actividad quinasa del receptOr o la 

transfosforilación de los residuos de Tyr del propio receptor, esto se debe a que los ensayos de 

dimerización se realizan in vitro, es decir, se trabaja con el receptor extraído de las células 

altamente concentrada, y por este motivo se requieren grandes cantidades de EGF. 

A continuación se estudiaran los efectes del PCI sobre la dimerización del EGF-R 

inducida por EGF. En estos ensayos se emplearon concentraciones relativamente elevadas de 

PCI, ya que se mantuvieron las proporciones con las que se babía observada que el PCI 

revertí a el efecto estimulador del EGF en los ensayos de proliferación (EGF:PCI, 1: 5000). Y 

con el fin de descartar la posibilidad de que una inbibición de la dimerización del EGF-R 

producida por el PCI pudi era ser inespecífica (es decir, debida a la presencia de una alta 

concentración de proteína total) se realizaron controles en los que en lugar de PCI se añadió 

insulina o BSA a la misma concentración. 

Los resultades de los estudios de dimerización del EGF-R en presencia o ausencia de 

PCI se muestran en la Figura IV.32. Se llevaran a cabo cuatro experimentes independientes y 

se obtuvieron los mismos resultades. Se observó que ni la insulina a concentraciones 1 ó 7 

mg/mL ni la BSA a concentraciones 1 ó 5 mg/mL eran capaces de inhibir la dimerización del 

EGF-R inducida por 1 !Jg/mL de EGF (Figura IV.32.A.), mientras que el PCI a una 

concentración de 5 mg/mL producía una inhibición total de la dimerización inducida por el 

EGF. Concentraciones inferiores de PCJ (100 !Jg/mL y 1 mg/mL) tarnbién tenían una cierto 

etècto inhibitorio de la dimerización (Figura IV.32.B). Por lo tanto, se puede concluir que el 
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PCl es un antagonista del EGF que inhibe la dimerización del EGF-R inducida por dicho factor 

de crecimiento. 

Z5U kd 

Z5U kd 

1 

B 

2 3 5 

2 6 

Dí me ro 

\lonórn tru 

6 7 8 

Oímrro 

\Jun úmrro 

7 8 

Figura IV.32. : Analisis por transferencia tipo Western de la dimerización del EGF-R inducida por el 
EGF en presencia o ausencia de PCI. 
A, Lisades celulares de A431 incubades con: 1. Insulina 1 mg/ml, 2. Insulina 1 
mg/ml + EGF 1 1-JQ/ml, 3. Insulina 7 mg/ml, 4. Insulina 7 mg/ml + EGF 1 ¡..Jg/ml, 5. 
BSA 1 mg/ml, 6. BSA 1 mg/ml+ EGF 1 ¡..Jg/ml, 7. BSA 5 mg/ml, 8. BSA 5 mg/ml + 
EGF 1 1-JQ/ml. 
B , Lisades celulares de A431 incubades con: 1. Tampón, 2. EGF 1 j.Jg/ml, 3. PCI 100 
j.Jg/ml, 4. EGF 1 IJQ/ml + PCI 100 1-Jg/ml, 5. PCI 1 mg/ml, 6. EGF 1 ¡..Jg/ml + PCI 1 
mg/ml, 7. PCI 5 mg/ml, 8. EGF 1 j.Jg/ml + PCI 5 mg/ml. 
Los lisades se entrecruzaron químicamente durante 1 min con 60 mM glutaraldehído. 
Los marcadores de peso molecular se indican a la izquierda. 

IV.F.l.c. Efecto inhibitorio del PCl sobre la inducción por EGF de la 

activ idad guinasa del EGF-R 

La siguiente etapa en la activación del EGF-R, después de la dimerización, es la 

estimulación de su actividad quinasa. Por ello se procedió a analizar si el PCI podía inhibir la 

actividad quinasa del receptor, tanta en estada basal como baja estimulación por EGF. Estos 

ensayos se realizaron con las lineas celulares A43 I y Capan-1 . 
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Los ensayos de detección de actividad quinasa se realizaron como se describe en el 

Apartada III.F . ~ .c. Basicamente el protocolo empleada fue el siguiente: las células se lisara n, 

se inmunoprecipitó el EGF-R de los extractes celulares con amicuerpos contra el mismo y los 

complejos inmunes se precipitaren con pansorbina ( células de Staphylococcus au reus muertas 

por calor que presentan una elevada densidad de proteína A en su superficie, la proteína A 

interacciona con una alta afinidad con la región Fc de las lgGs) . La actividad quinasa del 

receptor inmunoprecipitado se midió incubando los complejos con [y-' 2P]ATP durante lO min. 

Finalmente. las muestras se analizaron por electroforesis en gel de poliacriamida-SDS al 8% 

seguida de autorradiografia. Las bandas se cuantificaron mediante un cantador beta. 

En primer lugar se realizaron ensayos para determinar la influencia del PCI en el nivel de 

actividad qui nasa basal (en ausencia de EGF) del EGF -R. Para ell o, se incubaran las células de 

las líneas A43 l y Capan-1 con diferent es concentraciones de PCI durante I O min, y a 

continuación se llevó a cabo el ensayo de detección de la actividad quinasa. Los resultades 

obtenidos para la fosforilación basal de Ja linea A431 se presentan en la Tabla IV.20. Como se 

puede observar, se llevaran a cabo 5 experimento s independientes. Se consideró como 1 00% la 

actividad quinasa en ausencia de PCI. 

Tabla IV.20.: Actividad quinasa basat del 
receptor de EGF de las cétulas 
A431, previo tratamiento de 
éstas con PCI durante 10 min. 

lncubación con Actividad quinasa 
PCJ (JJ.g/mL) del EGF-R (%) 

o 100 
1 68 

50 80 
50 78 
50 61 

Como se puede observar el PCl provocó una disminución clara de la actividad quinasa 

basal del receptor de EGF de las células A43 I . Esta inhibición de la actividad basal del 

receptor osciló entre el 20 y el 40%. 

En el caso de Capan- I sólo se ensayó una concentración de PCI en tres experimentes 

independientes. Los resultades de actividad quinasa basal se presentan en la Tabla IV.21. Al 

igual que para A431 se consideró como 100% la actividad quinasa en ausencia de PCI. En este 

caso la inhibición de la actividad basal osciló entre un I O y un 30%. 
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Tabla Vl.21.: Actividad quinasa basal del 
receptor de EGF de las células 
Capan-1 , previo tratamiento 
de éstas con PCI durante 1 O 
mi n. 

lncubación con Actividad quinasa 
PCI (Jlg/mL) del EGF-R (%) 

o 100 

50 88 

50 90 

50 70 

A continuación se llevaran a cabo ensayos de detección de actividad quinasa del EGF-R 

en células estirnuladas con EGF (Apartada [II.F.4.c.) para determinar cua! era la 

concentración de factor de crecimiento que inducía un grado de activación apreciable de la 

actividad quinasa. En estos ensayos se usaran céluJas que se rnantuvieron privadas de suera 

durante 24 h. y que se trataron con distintas concentraciones de EGF durante I O mi n. Como 

se puede observar en la Figura IV.33.A, en el caso de la línea Capan-l una concentración 

entre l y lO ng/mL era suficiente para observar una estimulación significativa de la actividad 

quinasa del receptor. Y para la línea A431 la estimulación con 1 ng/mL de EGF fue suficiente 

para detectar un incremento observable de la incorporación de fósforo radiactivo por el EGF­

R. (Figura IV.33.B). En este caso al tratarse de ensayos in vivo en los que se estimula a la 

célula entera en cultivo, las concentraciones de EGF que se requieren para producir la 

activación del EGF-R son del orden de I 000 veces inferiores , a las necesarias para observar la 

dimerización del receptor en ensayos en los que se emplean extractos celulares. 

OneimL O. l u~'ml I ne/ mL IOneimL IOOneiml 

A 

·~· 

O ng1mL 0. 1 •lWmL I ag;mL 10 Jl!~,:mL 100 u~'mL 

B 

Figura IV.33. : Analisis por ensayos de activ idad quinasa con complejos inmunes (ICKA) de la 
activación del EGF-R inducida por el EGF en las líneas Capan-1 (A) y A431 (B). 
Células de las líneas Capan-1 y A431 privadas de suero se estimularan con diferentes 
concentraciones de EGF durante 1 O min y posteriormente se midió la incorporación 
de fósforo radiactivo . 
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Cna vez determinada la mínima concentracion de EGF necesaria para activar de fo rma 

significativa a su receptor en las dos líneas celulares en estudio, se realizaron ensayos para 

determinar si el PCI era capaz de inhibir dicha acrivación. Estos ensayos se llevaren a cabo con 

células que también se mantuv1eron privadas de suero durante 24 h, y que posteriormente se 

trataron con diferent es concemraciones de PCI duram e 1 O min e inmediatameme se 

estimularen con EGF (S nglm.L para Capan- 1 y I ng/m.L para A43 1) durant e o tros 1 O mi n. 

Para cada línea se realizaron tres experimentes independientes. 

Los resultades obtenidos en el caso de la línea Capan-t se preseman en la Tabla IV22. y 

la Figura IV.J4.A. uevamente se considero como 100% la actividad quinasa en ausencia de 

PCI o EGF. 

Tabla IV.22.: Actividad quinasa del receptor de 
EGF después del tratamiento de 
las células Capan-1 con PCI, 
durante 1 O mi n. y posteriorment e 
con EGF, 1 O mm mas. 

M:uestra Actividad quinasa 
del receptor.%) 

Control 100 
50 ~g/mL PCI 70 
S ng/mL EGF 240 

S ng/mL EGF-r 180 
1 J..Lg/mL PCJ 

S ng/mL EGF + 170 
lO ~g/mL PCI 
S ng/mL EGF+ 120 
50 ~g/mL PCI 

l;.(, .. u t::ml. o o 

\) o lO 

" o 

l'( I 1111.011L u u lO 

B 

Figura IV.34.: lnhibición por el PCI de la activación del EGF-R inducida por el EGF en las líneas 
Capan-1(A) y A431 (8). Células de las líneas Capan-1 y A431 privadas de suera 
fueron tratadas con diferentes concentraciones de PCI durante 1 O min y 
inmediatamente estimuladas con EGF durante 1 O mi n. La activación del receptor se 
midió mediante ensayos de actividad quinasa con complejos inmunes. 
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Como se puede observar, el PCI no tan solo inhibe la actividad quinasa basal del EGF-R 

sino que provoca la disminución de la actividad quinasa inducida por el EGF. Esta inhibición 

de la actividad quinasa inducida por EGF se incremento al aumentar la dosis de PCL y fue de 

un 50% en el caso de la concentración de PCI de 50 ¡..tg/mL 

El mi sm o tip o de ensayo se realizó con la línea A43 I, es decir, se estudio la esrimulación 

de la actividad quinasa del receptor de EGF inducida por el propio EGF y el efecto que tenia el 

PCL Los resultades se presentan en la Tabla lV.23 . y la figura 1V.34.B. Nuevamente se tomó 

como I 00% la actividad quina sa en ausencia de PCI o EGF. 

Tabla IV.23.: Actividad quinasa del EGF-R después 
del tratamiento de las células A431 
con PCI, durante 10 mín. y 
posteriormente con EGF, 10 min mas. 

Muestra Actividad quinasa 
del EGF-R J%1 

Control 100 
Tratada con 50 ¡..tg/mL PCI 77 
Tratada con 1 ng/mL EGF 200 
Tratada con 1 ng/mL EGF 126 

+ 1 ¡..tg/mL PCI 
Tratada con 1 ng/mL EGF 108 

+ 1 O _gg/mL PCI 
Tratada con 1 ng/mL EGF 53 

+ 50 ¡..tg/mL PCI 

En las células A43l , el PCI produjo el mi sm o efecto que en el caso de la línea Capan-t , 

pero en este caso el efecto inhibitorio de la actividad quinasa del receptor fue mucho mas 

marcada, pues para la dosis de PCT mas alta, 50 ¡..tg/mL, dicha actividad quedó reducida a la 

mitad de la actividad basal. Por lo tanta podemos conduir que el PCI es un antagonista del 

EGF, que inhibe su efecto estimulador de ta actividad quinasa del EGF-R. 

IV.F.l.d. Inhibición debida al PCI de Ja transfosforilación del EGF-R 

inducida por el EGF 

El última paso en la activación del EGF-R es la transfosforilación en residuos de 

tirosinas. es decir. la fosforilación de tirosinas específicas de la molécula de receptor por parte 

de la molecula de receptor inmediatamente adyacente. Los experimentes descrites hasta el 

momento demostraran que el PCl compite con el EGF por la unión a su receptor e inhibe la 

dimerización y la actividad quinasa del EGF-R inducida por el EGF. Por lo tanta. sólo tàJtaba 

comprobar que el PCI también bloquea la transfosforilación del EGF-R inducida por su ligando 

para poder conduir que el PCI tiene un efecto inhibitorio sobre todos los pasos de la 

activación del EGF-R por el EGF. 
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La transfosforilación del EGF-R puede estudiarse utilizando ensayos de detección por 

inmunotransferencia de tirosinas fosforiladas (Apartado ill.F.4.d). En estos ensayos se usaron 

células de las líneas Capan-t y A431 que se mantuvieron privadas de suera durante 24 h. 

Posterionnente se trataron con diferentes concentraciones de PCl durante 1 O rnin e 

inmediatamente se estimularan con EGF ( 5 ng/mL para Capan-l y l ng/mL para A431) 

durante o tros 1 O min sin retirar el PCI. Posterionnente se lisar on las células, se 

inmunoprecipitó el EGF-R de los extractes celulares y se analizaron los inmunoprecipitados 

por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 8 % seguida de electrotransferencia a 

membranas de PVDF. Las membranas se inmunorevelaron con anticuerpos contra tirosinas 

fosforiladas. Los grades relatives de fosforilación del EGF-R se cuantificaron por 

densitometría. Para cada una de las lineas se realizaron tres experimentes independientes. 

En este caso, se trabaja con concentraciones de EGF equivalentes a la de los ICKAs 

dado que también se trata de un ensayo in vivo. 

En la Tabla fV .24. y la Figura IV.35.A. se presentan los resultades para uno de los 

ensayos de la línea Capan-1 representativa del resto. Se estudió la transfosforilación del 

receptor de EGF inducida por el propio EGF, y el efecte que tenía el PCI cuando se incubaba 

conjuntamente con el EGF. Se consideró como 100% el grada de fosforilación en ausencia de 

PCI o EGF y se comparó con éste el grado de fosforilación de las células tratadas con EGF 

sólo o con PCI. 

Tabla IV.24.: Grado de fosforilación del EGF-R de las 
células Capan-1, después del 
tratamiento con PCI, durante 10 min, y 
posterionnente con EGF. 1 o min mas. 

Muestn Gradò ck 
fosfori&dên 

Control 100 
Tratada con 50 _!!g[mL PCI 327 
Tratada con 5 ng/mL EGF 697 
Tratada con 5 nglmL EGF 722 

+ 1 J!g/mL PCI 
Tratada con 5 ng/mL EGF 856 

+ 1 O ~gi mL PCI 
Tratada con 5 ng/mL EGF 443 

+ 50 11g/mL PCI 

Como se puede apreciar, se observó una disminución del 36% de la transfosforilación 

del EGF-R inducida por el EGF con la concentración de PCI de 50 !lg/mL, rnientras que 

concentraciones inferiores de PCI no tuvieron efectes significatives sobre los niveles de 

transfosforilación del receptor. 
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Figura IV.35. : lnhibición por el PCI de la transfosforilación del EGF-R inducida por el EGF en las 
líneas Capan-1(A) y A431 (8). Células de las líneas Capan-1 y A431 privadas de 
suera fueron tratadas con diferentes concentraciones de PCI durante 1 O min y 
inmediatamente estimuladas con EGF durante 1 O min. La transfosforilación del 
receptor se midió mediante inmunoprecipitación del receptor, seguida de 
transferencia tipa western y relevado con anticuerpos antifosfotirosina. 

El mismo tipo de ensayo se realizó con la línea A431. Los resultados se presentan en la 

Tabla IV.25. y la figura IV.35.B. Nuevamente se tomó como 100% el grado de fosforilación 

en ausencia de PCI o EGF y se comparó con éste el grado de fosforilación de las células 

tratadas con EGF sólo o con PCI. 

Tabla IV.25 : Grada de fosforilación del EGF-R de las 
células A431 , después del tratamiento 
con PCI, durante 1 O min, y 
posteriormente con EGF, 10 min mas. 

I ratada con 5 ng/mL EGF 722 
- . + 1 PCI 

Trat;ada.con 5 ng!mL EGF 876 
~ +ro, PCI . · 

·I ratada con 5 ng/mL EGF 443 
+50 PCI 

Para las células A431 , el PCI produjo el mismo efecto que en el caso de la linea Capan-

1, pero en est e caso el efecto inhibitori o de la transfosforilación del receptor se observó a 

concentraciones de PCI inferí ores, 1 O ¡.tg/mL, y la inhibición producida fue algo inferior, 

alrededor del 25%. Así pues, se podia conduir que el PCI actúa de antagonista del EGF, pues 

inhibe los cuatro pasos de la actívacíón del EGF-R por dicho factor de crecimiento. 
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Vl.G. DISCUSIÓN GENERAL 

Actualmente se estan realizando muchos esfuerzos para encontrar nuevas moléculas que 

interfieran en las vías de transducción de la señal con el objeto de emplearlas en el tratamiento 

de tumores y otras enfermedades caracterizadas por una proliferación celular excesiva 

(Levitzki, 1996). Entre dichas moléculas se incluyen antagonistas de factores de crecimiento 

que se unan a sus receptores sin activaries (Baselga y Mendelsohn, 1994; Groenen y col. , 

1994; Zumkeller y Schofield, 1995). Dichos antagonistas presentan un interés tanto teórico 

como clínico, porque pueden permitir un mejor conocimiento de las interacciones responsables 

de la unión de los factores de crecimiento a sus receptores, así como su uso como nuevas 

drogas antitumorales y para otras disfunciones como la psoriasis (Levitzki, 1996). 

El EGF-R es uno de los receptores de factores de crecimiento mas estudiado debido a su 

importancia en el desarrollo y funcionalidad de los tejidos epiteliales, así como de los 

carcinomas, donde a menudo esta sobreexpresado. El EGF y el TGF-a. se unen a este receptor, 

cuya activación es necesaria para la proliferación de numerosos tipos celulares y células 

tumorales (Weiss y col. , 1997). Muchos de los tumores que sobreexpresan el EGF-R producen 

de forma simultanea alguno de sus ligandos, generalmente el TGF-a., que actúa de forma 

autocrina. Este bucle autocrino proporciona a las células tumorales una ventaja proliferativa y 

se correlaciona con un aumento de su potencial invasivo y metastasico (Khazaie y col. , 1993). 

Pese a la importancia del EGF-R, hasta el memento no se había descubierto ningún 

antagonista del EGF ni del TGF-a. humanes. En el presente trabajo se demuestra que el PCl es 

el primer analogo antagonista del EGF humano que se describe. Ademas, tiene un efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de células tumorales, probablemente debido a que el ruvel de 

activación del EGF-R se reduce. A continuación se discuten los resultades del presente trabajo 

que han permitido llegar a esta conclusión. 

Los experimentes de unión competitiva al receptor de EGF-R han demostrada que el 

PCI compite con el EGF por la unión a su receptor. La afinidad del receptor de EGF por el 

PCI es mucho menor que por el EGF, como era de esperar. La internalización del PCl por las 

células se debe, probablemente, a la endocitosis del EGF-R una vez el PCI se ha unido aJ 

mismo. Algunas evidencias indirectas apoyan esta rupótesis. Primero, después de su 

internalización, el PCI se localiza alrededor del núcleo, como el EGF (Fish y col. , 1993 ). 

Segundo, el PCl no es alterado por las células, lo que descarta la posibilidad de que el PCI se 

una a una metalocarboxipeptidasa de membrana, dado que cuando el inhibidor se une a este 

tipo de enzimas su último residu o es rapidamente cortado (Hass y Ryan, 1981 ). Tercero, el 

PCI experimenta varios ciclos de aparición y desaparición del medio de cultivo, lo que puede 

deberse al reciclada y degradación lisosoma! del receptor (Masui et al, 1993). En el caso del 
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EGF, se ha observada que si añade dicho factor de crecimiento I O veces en exceso respecto a 

la cantidad de receptores presentes en la superficie celular, la mayoría del EGF se consume en 

2 horas. Este consumo resu lta ser muy superior al número de EGF-Rs ref,rulado negativamente 

o degradada, por lo que debe existir un reciclaje del EGF-R. Ademas, el EGF internalizado 

sufre un procesamiento limitado en los lisosomas, y tanto el EGF intacte como las especies 

procesadas se liberan de nuevo al medio de cultivo y pueden volver a unirse al EGF-R (Korc y 

Magun, 1985; French, 1995) Por lo tanto, la aparición y desaparición del PCI del medio de 

cultivo podria explicarse por su unión al EGF-R y posterior reciclada, una vez intemalizado, 

de forma idéntica a la observada para el propi o EGF. 

El PCJ no sólo se une al EGF-R, sino que también inhibe la activación del receptor 

inducida por el EGF. Los experimentes realizados en medios libres de suero con la células 

Capan-t y A431 han demostrada que la unjón del PCI no activa significativamente al EGF-R, 

y que dicha proteína inhibe la dimerización del receptor, el incremento de actividad quinasa y la 

transfosforilación en residuos de tirosina inducidos por el EGF (Figuras I Y . 32.~ 1 Y. 34 .~ 

IV.35 .). En células libres de suero, el nivel de activación del EGF-R es muy bajo, y aumenta 

muy significativamente después de la adición de EGF. Por contra, en células creciendo en 

presencia de FBS, se ha observada un nivel de activación del EGF-R significativa, 

probablemente debido a la presencia de factores de crecimiento en el suero capaces de activar 

al receptor. En estas condiciones, la adición de EGF no tiene ningún efecto en los niveles de 

activación del EGF-R, mjentras que el PCl reduce la actividad quinasa del receptor de manera 

significativa, lo que sugiere que el inhibidor compite con los factores de crecimiento presentes 

en el suero por la unión al EGF-R. 

AJ comparar, mediante métodos computacionales, las estructuras tridimensionales del 

PCT y de otras proteínas del grupo de las notinas, se ha puesto de manifiesto que el PCI 

presenta similitudes estructurales con el EGF que pueden explicar su actividad antagonista. El 

PCI y el EGF son proteínas pequeñas con 3 puentes disulfuro dispuesto en el espacio de 

manera especial formando el denominada nudo de cisteínas (Figura IY.36.). El gmpo ha 

desarrollado un programa de ordenador para superponer proteínas mediante la alineación 

estmctural de sus puentes disulfuro. Cuando se aplica dicho programa al PCI y otros factores 

de crecimiento tales como el EGF, TGF-a. y heregulina, se observa que 2 bucles del inhibidor y 

parte de su cola C-terminal se superponen con los bucles correspondientes de lo factores de 

crecimiento. También algunes de los ammoacidos del EGF implicades en la unión al receptor 

coinciden en el espacio con residuos del PCI con caracteristicas fisico-químicas simiJares 

(Groenen y col. , 1994; Campion y iyogi, 1994). 
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Figura IV.36. : Ejemplos de proteínas con plegamiento tipo nudo de cisteínas: TGF-a, EGF y 
PCl (Tornado de Lin y Nussinov, 1995). 

En los diferentes ensayos de proliferación se ha demostrado el efecto inhibidor del PCI 

sobre el crecimiento de üneas de adenocarcinoma pancreatico humano con diferentes grados 

de diferenciación, y de insulinomas de hamster y ratón. Los valores de inhibición han oscilado 

entre el 15 y el 60%, a concentraciones del inhibidor entre 5 y 50 ¡..tg/mL, y han aparecido a 

partir de los 8 dias de tratarniento. En el caso de las células Capan-1 cultivadas en medio con 

suero, el efecto del PCI aparece a partir de los 1 O días de cultivo, y só lo si se emplean 

concentraciones de inhibidor iguales o superiores a 1 O f.!g/mL. En células creciendo en medi o 

con suero, el PCI probablemente compite con los factores de crecirniento capaces de unirse al 

EGF-R presentes en el suero y con el TGF-a producido por las propias células Capan-1 . 

Apoya esta hipótesis la observación de que, en células cultivadas en presencia de suero, el PCI 

reduce el nivel de fosforilación del EGF-R. 

La inhibición del crecirniento de Capan-1 por el PCJ se correlaciona con los resultados 

obtenidos en los analisis del ciclo celular, que indican que después de 12 días de tratarniento 

con PCI, el porcentaje de células apoptóticas se incrementa significativamente respecto al 

control. También se observa un pequeño aumento del número de células en fase G 1. Estos 
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resultades concuerdan con los obtenidos por Wu et al (1995), que utilizaron anticuerpos 

monoclonales contra el EGF-R que inhiben la unión del EGF, y observaren que en algunas 

líneas celulares dichos anticuerpos inducen parada en G 1 o apoptosis. También concuerdan 

con la observación de que un inhibidor selectivo de la actividad quinasa del EGF-R, el CP-

338,774, inhibe el crecirniento de las células de cancer de colon humanas DiFi al inducir 

apoptosis y parada del ci cio cel u lar en GI (Moyer y col. , 1997). Así pues, moléculas que, 

como el PCI, inhiben la activación del EGF-R, también afectan al ciclo celular e inhiben el 

crecimiento. 

Los analisis de expresión génica han revelado que los niveles de mRNA de p53 son 

superiores en células Capan-1 tratadas con PCI durante 12 días, aunque no se han observado 

diferencias significativas en los niveles de proteína. Por lo tanto, no esta del todo claro que el 

incremento en la expresión del gen de la p53 sea el responsable de los cambios inducidos por el 

PCI en el ciclo celular. Estos cambios podrían ser debidos a la estimulación de inhibidores de 

las quinasas dependientes de ciclinas (que no han sido objeto de estudio en esta tesis), tal y 

como se ha observado en el caso de los anticuerpos anti EGF-R (Wu y col., 1996). Con todo, 

diversos estudies indican que la falta de factores de crecimiento puede provocar un aumento 

de los niveles totales de p53 debido, al menos en parte, a la estabilización de la proteína, que 

normalmente se degrada rapidamente (Bates y Yousden, 1996). También se ha observado que 

el tratamiento de células A431 con EGF induce una disminución de la expresión de p53 (Gulli 

y col. , 1996). El PCI, al competir con el EGF por la. unión a su receptor, impediria la acción 

del EGF. La célula puede suplir dicha ca.rencia gracias a la presencia de un bucle autocrino de 

TGF-a o anfiregulina (como los que se han descrit o para la línea Capan-1 ). Pero la presencia 

continuada de PCl en el medio reduciría la unión de ligandos al EGF-R y las células Capan-1 

podrian responder sobreexpresando la p53, lo que explicaria la elevación de los niveles de su 

memsaJero. 

En el caso de la línea Panc-1 , se ha descrito que no responde al EGF, a pesar de tener 

receptores para dicho factor de crecimiento. Parece ser que la faJta de estimulación es debida a 

una saturación de los receptores de EGF por el TGF-a producido por dicha línea (Watanabe y 

col., 1996). Dicho bucle autocrino mantiene el crecimíento de las células a un ritmo elevado. El 

PCl también inhibe el crecimiento de esta. línea, aunque en menor grado que el observado para 

la línea Capan-1. Dicha inhibición concuerda con los resultades obtenidos por Wagner y col. 

( 1996) cua nd o utilizaron anticuerpos antiTGF-a o expresaron un EGF-R truncado en dicha 

línea. En ambos casos se observó una inhibición parcial del crecimiento de Panc-1, asocia.da a 

un descenso en el nivel de fosforilación del EGF-R. Por otro lado, se ha descrito que diferentes 

tirfostinas (inhibidores de proteína quinasas) tienen un efecto citostatico y reversible sobre el 

crecimiento de Panc-1 , posiblemente via EGF-R (Gillespie y col. , 1993). Por lo tanto, es 

probable que en la línea Panc-1 , al igual que en la línea Capan-1 , el PCl inhiba el crecimiento 
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debido a que se une al EGF-R sin activarlo y bloquea así la urúón de sus ligandos. 

Posiblemente, el hecho de que en Panc-1 el bucle autocrino de TGF-a. sea mas potente que en 

Capan-1 , hace que la inhibición observada sea inferior. 

Los resultades obtenidos en los experimento s de proliferación con células Capan-1, 

cultivadas en medio libre de suero, indican que el efecto antiproliferativo del PCI se debe, 

probablemente, al hecho de que actúa como un antagonista del EGF. El EGF añadido a células 

Capan-1 en medio libre de suero estimula la proliferación, pero este efecto desaparece si 

simultaneamente se administra PCI a las células. Este resultada concuerda con los que se 

obtienen cuando se estudia la activación del EGF-R. Sin embargo, el efecto estimulador de la 

insulina en las células Capan-1 no se ve afectado por la presencia de PCI. El inhibidor es, por 

tanto, capaz de suprimir específicamente el efecto proliferativo del EGF en células Capan-1 . 

Cuando las células Capan- ro iCAll-2 se hacen crecer en presencia de PCI durante, al 

menos, 3 semanas y después se cultivau en medio nuevo, el crecimiento de las células, incluso 

en ausencia de PCI, resulta significativamente inferior al de las células control. Si el 

pretratamiento con PCI produce una regulación negativa del EGF-R ("down regulation"), 

como indican resultades obtenidos por el grupo (M.A. Molina y M. Sitjà comunicación 

personal), las bajas cantidades de EGF-R podrían ser las responsables de la reducción en el 

crecimiento de las células tratadas. Este efecto a largo plazo concuerda con el observada por 

Ben-Bassat y col. (1997). En este caso, al tratar queratinocitos inmortalizados con el virus de 

papiloma humano 16 con el anticuerpo AG 1478 (bloqueante selectiva de la actividad quinasa 

del receptor de EGF), aparece una inhibición del crecimiento del que las células no se 

recuperau aunque cese el tratarniento. 

En el presente trabajo se han utilizado diferentes modelos in vivo para el estudio del 

efecto del PCI sobre el crecimiento tumoral. En el caso de ratones singénicos para la linea de 

melanoma B 16, se ha observada que el pretratamiento in vitro de las células con PCI provoca 

que, una vez inoculadas en el bazo de ratones singénicos, den Jugar a un número mas reducido 

de metastasis hepaticas. Una posible explicación podria deducirse del hecho de que la 

estimulación de la actividad quinasa del EGF-R induce una serie de efectos pleiotrópicos que 

abarcan desde la mitosis basta el movimiento celular (Ullrich y Schlessinger, 1990). Por 

ejemplo, la activación del EGF-R por el EGF produce alteraciones en el contenido de actina-F 

y la organización del citoesqueleto que, en general, se correlacionau con un potencial 

metastasico alterada (van der Heyden y col. , 1997). Dado que las células de melanoma con 

menor capacidad metastasica se pretrataron durante 4 días con PCI, esta capacidad metastasica 

alterada puede ser debida a que el PCI haya producido una regulación negativa del EGF-R, y 

con ello una reducción de la capacidad de respuesta de las células al EGF presente en el 

entorno fisiológico. Un efecto inhibidor de la metàstasis, inducido por una regulación negativa 
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del EGF-~ se ha observado en un modelo experimental de metastasis en pulmón, al tratar los 

ratones con anticuerpos anti EGF-R (Aboud-Pirak y col. 1988). Por otro lado, en estudios in 

vitro con la linea Capan-t , se ha observado que el PCI reduce 7,8 veces la expresión del 

m.RNA de tripsina. Esta reducción de la expresión de la tripsina aporta otra posible explicación 

al efecto del inhibidor sobre la fonnación de metastasis, pues Koivunen y col. ( 1991) han 

descrito que el TAT-2, un isoenzima del tripsinógeno, es uno de los componentes de la 

cascada de proteasas que la célula utiliza para la rnigración a través de las barreras tisulares. 

Así, si la célula ve reducida su capacidad de degradar la matriz extracelular, consecuentemente 

su capacidad invasiva y metastasica sera menor. 

El segundo modelo animal utilizado en el presente trabajo han sido ratones atimicos 

inoculados subcutaneamente con células de adenocarcinoma pancreatico humano (de la línea 

Capan-1 ), que producen tumores ectópicos. Al inyectar el PCI directament e en los tumores se 

ha observado una inhibición de su crecirniento que no es dependiente de la dosis, pues la 

concentración de PCI mas elevada provoca una reducción del tamaño del tumor inferior a la 

producida por las otras dos dosis utilizadas. A dichas dosis, el PCI ha tenido un efecto 

citostatico sobre el crecimiento tumoral, pues en cortes histológicos de los mismos no se ha 

observado una elevada tasa de apoptosis . Dado que los experimentos in vitro han indicado 

que el PCI actúa como un antagonista del EGF, dicha inhibición del crecimiento tumoral 

podria ser debida a la unión del PCI a los EGF-Rs de manera que el EGF o TGF-a, presentes 

en el entomo fisiológico o producidos en fonna autocrina, que estimulan el crecirniento del 

tumor, verían bloqueado su Jugar de unión y, por tanto, el efecto estimulador de dichos 

factores de crecimiento se vería reducido. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la 

utilización de anticuerpos anti-EGF-R para el tratarniento de tumores inducidos en ratones 

atímicos. En dichos estudios se propone que la actividad antitumoral de los anticuerpos anti­

EGF-R se debe a la interrupción del bucle autocrino-paracrino EGF-RJTGF-a que estimula el 

desarrollo del tumor (Fan y col., 1993; Schnurch y col., 1994; Tosi y col., 1995). La 

observación macroscópica de que los tumores tratados con PCI presentan una menor 

irrigación y consistencia indican que el PCI puede haber afectado al proceso de neo­

vascuJarización y angiogénesis de los tumores. 

El tercer modelo animal con el que se ha trabajado es una línea de ratones transgénicos 

portadores de una fusión entre secuencias reguladoras del gen de la CAll y las secuencias 

codificantes del antígeno virico SV40. En dichos ratones se ha caracterizado la aparición de 

tumores de plexo coroideo a una edad temprana, 2 meses, y el codesarrollo de insulinomas en 

un tercio de los mismos a partir de los 3 meses. La vida media de los animales es de 120 días. 

Se ha estudiado la supervivencia de los ratones inmunizados con PCI, pues ensayos 

prelirninares indicaron que esta parecía ser la mejor via de administración. La inmunización con 

PCI alarga la vida media de los ratones de fonna significativa, hasta 200 días (un 37%), y se ha 
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observada que, mientras que en los ratones control siempre se da el codesarrollo de tumores 

de plexe coroideo y insulinomas, algunes de los ratones tratados con el inhibidor sólo han 

presentada insulinomas. El efecte del PCI podria ser debido a que enlentece el crecimiento de 

tumores ya presentes en el animal cuando se inició el tratamiento, produce la remisión de 

pequeños tumores o retrasa la aparición de tumores. Dado que el PCI se ha administrada a los 

animales de acuerdo con un protocolo de inmunización, se pueden formular varias hipótesis 

sobre cual puede haber sido su mecanisme de acción. Por un lado, el propio PCI, tal y como se 

ha demostrada in vitro, puede unirse al EGF-R impidiendo el funcionamiento del bucle 

autocrino-paracrino con TGF-aJEGF, lo que podria estar favorecido por el hecho de que al 

inmunizar al animal la liberación del PCI se produce de manera progresiva y, por lo tanto, se 

evita que el exceso de inlúbidor sea eliminado ràpidamente por el organisme. Al igual que se 

ha hipotetizado en el caso de los tumores inducidos en ratones atímicos, ademas el PCI puede 

haber contrarrestado el efecto de .algún factor angiogénico impidiendo que el tumor creciera 

ràpidamente. Un tercer mecanisme de acción podria venir dado por los anticuerpos contra el 

PCI producidos por el propio animal. Dichos anticuerpos podrian reconocer alguna molécula 

muy importante para el crecimiento del tumor y que, por experimentes realizados por el grupo, 

no es ni el EGF ni el TGF -a.. A su vez, dichos anticuerpos podrian provocar una respuesta 

inmunitaria asociada a células "Killer" contra las células tumorales. En la actualidad el grupo 

esta intentando determinar si los anticuerpos anti PCI reconocen alguna molécula de células 

derivadas de dichos tumores. 

En la última década se ha descrito que algunes inlúbidores de proteasas tienen 

propiedades anticancerigenas (Kennedy, 1994 ), pero los mecanismes responsables no se 

conocen con exactitud. En el presente trabajo se ofrece una explicación para la actividad 

supresora del crecimiento tumoral del PCI, que actúa como un antagonista de un factor de 

crecimiento. El efecto del PCI sobre el crecimiento tumoral parece, pues, atribuïble a su 

especial topología y no a su actividad inlúbitoria de proteasas. Diversos inlúbidores de 

proteasas con propiedades antitumorales tienen el plegamiento de nudo de cisteínas, y nuestro 

trabajo sugiere que también podrian actuar como antagonista de factores de crecimiento. 

Recientemente, Gueven et al (1998) han observada que la presencia de BBI (un inlúbidor de 

proteasas de soja que también tiene una estructura de nudo de cisteínas) reduce el nivel de 

fosforilación del EGF-R en células en cultivo y tiene un efecte protector contra la 

transformación tumoral inducida por radiación. 
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Recientemente, se ha descrita un ligando inhibitorio, denominado Argos, para el receptor 

homólogo al EGF-R en Drosophifa (Schweitzer, 1995). Dicha proteína presenta similaridades 

estructurales con los ligandos del EGF-R, y así posee un dominio EGF con un bucle-B de 20 

aminoacidos en lugar de 1 O, y ademas posee una inusual agrupación de residuos cargados 

(Figura IV.37.). Con el fin de determinar las regiones de dicha proteína importantes para su 

mecanismo de inhibición, que perrnitan el diseño de inhibidores del EGF-R de marníferos, se 

estan realizando proteínas quiméricas de Argos con el ligando natural del EGF-R de 

Drosophifa, denominado Spitz. Hasta el momento, se ha detenninado que las regiones de la 

proteína que tlanquean al dominio EGF son importantes para su función, y que dentro del 

dominio EGF el bucle-S es necesario para la misma, mientras que el bucle-C no (Figura 

IV.37.). También se han estudiado mutantes del EGF humano obtenidos al sustituir alguno de 

sus arninoacidos por los correspondientes al Argos, y se observado que se pueden realizar 

ciertas sustituciones no conservativas en. el bucle-S del EGF humano sin afectar a su capacidad 

para unirse y activar al EGF-R (Van de PoU y col., 1997; Howes y col. , 1998). A pesar de 

estos esfuerzos aún no se ha logrado diseñar un antagonista del EGF humano a partir del 

Argos. 
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Figura IV .37. El domini o EGF del Argos comprende 6 cisteínas característicamente 
distribuidas en el espacio, y que dan lugar a la forrnación de 3 bucles, como 
resultado de la distribución de los puentes disulfuro. El bucle entre las 
cisteínas 3 y 4, bucle B, es mas largo en el Argos que en el EGF (Tornado 
de Wassennan y Freeman, 1997). 

Diversas propiedades hacen del PCI un buen candidato a agente terapeútico. En primer 

lugar, inhibe el desarrollo de tumores de adenocarcinoma pancreatico humanos en ratones 

atímicos sin provocar ningún efecto tóxico aparente, al menos a las dosis utilizadas en este 

trabajo. Este hecho es de especial interés dado que en la actualidad aún no existen tratamiento 

efectivos para el cancer de pancreas. Ademas, administrada a bajas dosis, el PCI ha aumentado 

la vida media de ratones transgénicos que desarrollan dos tipos de tumores, de plexo coroideo 
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e insulinomas, sin tampoco producir efectes tóxicos aparentes. En segundo lugar, el PCI es 

una proteína pequeña muy resistente a la desnaturalización y degradación proteolítica. En 

tercer lugar, el .PCJ ha tenido un efecte inrubitorio del crecimiento a largo plazo en líneas de 

adenocarcinoma pancreatico, que se ha mantenido incluso cuando el PC I se ha eliminada del 

medio de cultivo. En la actualidad existen otras terapias que también tienen como diana el 

EGF-R. Por ejemplo, se han producido anticuerpos monoclonales contra el EGF-R humano 

(Wu y col. , 1995; Fan y Mendelsohn~ 1998) y se ha descrito la utilización de vectores 

retroviricos antisentido u oligonucleótidos antisentido, contra el TGF-a o la AR, para inhibir el 

crecimiento y transformación de diferentes líneas celulares (Normanno y col. , 1998). El .PCI 

presenta algunas ventajas frente a estas terapias. Es una molécula faci! de obtener y purificar, 

con un coste reducido, mientras que los anticuerpos anti-EGF-R tienen un coste elevado que 

se ve aumentado por la necesidad de humanizarlos para evitar que el organisme produzca 

anticuerpos que anulen su acción. En el caso de los vectores retroviricos u oligonucleótidos 

antisentido, el principal problema que se plantea es como lograr su administración sólo en el 

tejido adecuado, y una vez conseguido lograr que el número de células transfectado sea 

elevado. lncluso una transfección eficiente no es garantia de una buena expresión, debido al 

problema del "silenciador" de genes. Es necesario desarrollar promotores mas potentes que 

dirijan la expresión de manera específica al tejido o al tumor. Ademas, la integración aleatoria 

del vector de ONA puede provocar la activación de oncogenes o la inactivación de genes 

supresores de tumores (Verman y Somia, 1997). 

En resumen, se han descrito las propiedades antitumora1es del PC I, una proteína pequeña 

con tres puentes disulfuro dispuestos en forma de nudo de cisteínas, y se ha demostrada que es 

el primer amllogo antagonista del EGF humano que se describe. El PCI tiene interés tanto 

teórico como clínico, y abre el camino para el posible modelado de antagonistas del EGF tipo 

PCJ con propiedades mejoradas. El hecho de que la mayoria de carcinomas sobreexpren el 

EGF-R hacen del PCI un compuesto líder. En la actualidad estan en estudio sus efectes sobre 

los canceres mas comunes (pulmón, próstata, mama y colon), todos ellos carcinomas, y ya se 

dispone de resultades esperanzadores respecto al cancer de mama (M . Sitjà comunicación 

personal). A su vez, se puede pensar en una terapía combinada, consistente en la 

administración de PCI un i do a agent es quimioterapeúticos (como el cisplatino) (proyecto que 

se esta desarrolando el grupo en colaboración con el grupo de los Ors. A. Llobet y M.A. 

Martínez del Departamento de Químicas de la UdG), que vehicule la entrada del agente 

quimioterapeútico en las células cancerosas gracias a la unión del PCI al EGF-R 

sobreexpresado en el tumor. 
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CONCLUSIONES 

l . El PCI, a concentraciones entre 5 y 50 IJ.g/mL, inhibe el crecirniento in vitro de varias lineas 

tumorales pancreàticas humanas y de hàmster, con porcentajes de inbibición que oscilan entre 

el I S y el 60% y que aparecen a partir de los 8 días de tratamiento. Este efecto inhibitori o no 

es citotóxico, sino citostàtico. El inhibidor produce un ligero aumento del procentaje de 

células en G¡ y un incremento significativo de la apoptosis. 

2. El tratamiento prolongado con PCI, a una concentración de 50 j.!g/mL, tiene un efecto 

inhibitorio a largo plazo sobre el crecirniento de líneas tumorales pancreàticas humanas y de 

ratón. Este efecto se mantiene aunque el inhibidor se retire del medio de cultivo. 

3. El PCI es internalizado por l.as células tumorales estudiadas, y experimenta ci clos de 

aparición y desaparición del medio de cultivo de una duración entre 3 y 5 h. Dentro de la 

célula su localización es perinuclear. 

4. El tratamiento durante 12 días de células de adenocarcinoma pancreàtico humano Capan-1, 

con PCI, a una concentración de 50 IJ.g/mL, produce un aumento de 2,9 veces de la expresión 

del mRNA de la p53 y una inhibición de 7,8 veces de la expresión del mRNA de tripsina. 

5. El pretratamiento de células de melanoma de ratón con PCI durante 4 días, a una 

concentración de 100 IJ.g/mL, provoca que al inocularlas en ratones singénicos se desarrollen 

un número de metàstasis inferior al producido por células control. 

6. El PCI inhibe el crecirniento in vivo de tumores desarrollados en ratones atimicos por 

inyección subcutanea de células de adenocarcinoma pancreàtico humano, cuando se inyecta 

directamente sobre los tumores a concentraciones de 11, 60 y 120 jlg/día. 

7. La linea de ratones transgénicos, iCAllTAg-2, obtenida por microinyección de un 

fragmento de DNA formado por dos secuencias reguladoras de la anhidrasa carbónica n 
ligadas a la región codificadora para el antígeno T gran de de SV 40 (T Ag), desarrolla tumores 

de plexo coroideo con una frecuencia del 95% e insuLinomas con una frecuencia del 33 %. La 

vida media de los ratones es de 130 días 

8. El PCI, administrado mediante un tratamiento de inmunización, alarga 80 días la vida media 

de los ratones transgénicos de la linea iCAilTAg-2 (un 37%) y reduce la incidencia de los 

tumores de plexo coroideo. 
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9. EL PCI, a una concentración de 50 ~g/rnL. inhibe la proliferación celular inducida por el 

EGF, mientras que no tiene ningún efecto sobre la estimulación del crecimiento inducida por 

la insulina. 

10. El PCI compite con el EGF por la unión al EGF-R y dicho receptor tiene una fCso 165 

veces inferior a la del EGF. 

1 l. El PCl inhibe los acontecirnientos moleculares que se producen durante la activación del 

EGF-R inducida por el EGF, es decir, la dimerización, actividad quinasa y transfosforilación 

del EGF-R. También inhibe la actividad quinasa basal del EGF-R, con valores de inhibición 

entre el 20 y el 40 %. 

12. El PCI tiene un esqueleto de puente~ disulfuro especial denominada nudo de cisteínas, que 

esta tarnbién presente en diversos factores de crecirniento, incluidos el EGF y el TGF-a. El 

PCI muestra sirnilaridades estructurales con estos dos factores de crecirniento. 

12+ I. El PCI actúa como un analogo antagonista del EGF, el primero que se describe. 
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Epidermal growth factor (EGF) and its receptor 
(EGFR) are involved in many asp~ts of the develop­
m e nt of carcinomas, including tumor cell growth, vas­
cularization, invasiveness, and metastasis. Because 
EGFR has been found to be overexpressed in many tu­
mo rs of epithelial origin , it is a poteotial target for an­
ti twnor therapy. Here we report that potato car­
boxypeptidase inhibitor (PCI), a 39-amino .. acid protease 
iohibitor with three disulfide bridges, is an antagooist 
o f human EGF. It competed with EGF for bind.ing to 
EGFR and inhibited EGFR activat ion and cell prolifer­
ation inriuced by this growth factor. PCI suppressed the 
growth of severa! buman pancreatic adenocarcinoma 
cell lines, botb in vitro and in nude mice. PCI has a 
s pecial d.isulfide scaffold called a T-knot that is also 
present in several growth factors including EGF and 
traosforming growtb factor a. PCI s bows structural sim­
ilarities with these factors, a fact that can explain tbe 
antagonistic eff~t of the former. This is t he first r e­
ported example o r an antagooistic analogue of buman 
EGF. 

In multicellular organisms peptide factors regulate a variety 
oi celJ functions and processes including cell prolü'eration (1). 

Epidermal growth factor (EGF)1 is a competeoce peptide factor 
that can wduce the cells to advance into the G1 pbase and is 
required for differentiation of epidermal tissues (1, 2). It is 
produced by many normal tissues and is present in serum. 
Both EGF and transforming growth factor a (TGF-a ), a growth 
factor highly bomologous to EGF, bind to EGF receptor (EGFR 
or ErbB-1) (3, 4 ) and produce similar biological responses. 
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Binding ofEGF to EGFR induces receptor dimerization (5) and 
leads to receptor activation and tyrosine transphosphocylation 
(6 ). Ligand-receptor complexes are quickly interoalizeà via 
coateà pits and either recycleà or ;;ubjected to lysosomal deg­
radation (7 ). 

Most human cancers arise in the epithelial component of 
organs including the skin, breast. lung, and gastrointestinal 
and genitourinary tracts. Altera tions in growth factor signaliog 
pathways during epithelial neoplasia are common and there­
fore may be important in tbe development and maintenance of 
the neoplastic phenotype (8 ). EGF. TGF-a , and their receptor, 
EGFR, seem to play a particularly prominent role in epithelial 
neoplasia (9, 10), and they have been implicated in processes 
such as tumor cell growth, vascularization. invasiveness, and 
metastasis (8, 11-13). In many tumors of epithelial origin (car­
cinomas), EGFR has been found to be overexpr essed, and in 
some cases an 1utocrine loop involving TGF-a has been re­
ported (2, 14). The rmportance of an autocrine loop activatioo 
invoh-'Íng TGF-a was fust described in pancreatic cancer (15), 
which has a very poar prognosis. EGFR activation is involved 
in the genesis and progression of pancreatic neoplasia ( 16, 17). 
The increased levels of EGF, TGF-a, and EGFR produced by 
pancreatic tumors may provide tumor cells with a d.istinct 
growth advantage that contributes to the clinical aggressive­
ness of this malignancy. 

Given the importance of EGFR in carcinomas, disruption of 
the activation of EGFR appears to be an excellent target for 
cancer therapy (2, 13, 18). Cancer cells seem to bave lost the 
normal redundancy in signal transduction pathways and so are 
preferentially vulnerable to signal interceptors. EGFR activa­
tion can be d.isrupted in severa! ways, including with EGF 
antagonists (19), with tyrosine kinase inhibitors (13 ), and with 
antibodies directed against the EGFR (20l. These three strat­
eg¡.es bave had various success ratios. Development of EGF/ 
TGF-a antagonists by using short synthetic fragments of both 
growth factors has nat been successful (19). The tyrosine kinase 
inhibitors have been shown to inhibit the development of tu­
mors in animal models but bave toxic side effects ( 13). In 
contrast, the use of antibodies seems to bave som e efficieocy as 
antitumor treatment and it is being tested in clinical trials. 

In the study presented here, we shaw that potato car· 
boxypeptidase inbibitor (PCI), a proteinaceous protease inhib­
itor, is an antagonist ofhuman EGF with antitumor properties. 
Some protease inbibitors bave been reported to serve as cancer­
cbemopreventive agents, because they can substantially sup­
press radiation- and cbemical-induced malignant transforma­
tion in vitro and bave strong anticarcinogenic activity in 1.1i1.1o 
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2 PCI, an EGF Amagonist with An.titumor Actwity 

21-23). However, the mechaJl.lsms responsible for th.ts acttvtty 
are un.known. 

PCI lS a 39-am.ioo acid protew naturally occurnng m pota­
toes that can form complexes with severa! metallo-carboxypep­
tidases, i.nhibiting them in a strong competibve way with a K, 
in the nanomolar ra.nge (24}. We bave developed a procedure to 
obtam tbe inhibitor in a recombinant form in Escherichia coli 
(25-27). Its structure is k.nown in aqueous solution (28) and in 
crystal complex with carboxypeptidase A (29). The 27-residue 
globular core of PCI is stabilized by three disulfide bndges. 
Restdues 35-39 ferm a C-temunal taJ..l that docks on the car· 
boxypepodase A acove center. PCI contains a small cystewe­
nch module, called a T-k.not scaffold, that is shared by severa! 
clifferent protein families, wclucling the EGF family (30-32). 

We report here that PCJ is an antagonistic analogue of hu­
man EGF, the first one descnbed. PCI bound io EGFR and 
inhibited its activation by EGF. The structural similarities of 
PCI with this and other growth factors probably account for its 
properttes as EGF antagonist. In addition, PCI inhibíted the 
growth ofhuman pancreacic cell tines and tumors transplanted 
m nude mice. Our results indicate that these antitumor prop­
erues are probably a result o f the EGF antagonisric activity o f 
PCI. 

E:XPERIMEYr AL PROCEDURES 

Matenals-Human reçombtnant EGF was purchased from R & O 
Systems (Ahingdon. UK), 125!-labeled EGF from ICN (Costa Mesa, CAl. 
human rec:ombinant msulin was from Boehrmger Mannhe1m (Ma.nn­
hetm, G.lrmany), monoclonal ant1body against EGFR (done EGFRll 
was from Amersham Pharmacia Btotech (Little Chafont, UKl, recom­
bmant anti-phosphotyTosine antibody (RC20l was from Transduct1on 
Labora tanes (LeXI.llgtOn, .KY), protetn molecular we1ght standanis were 
from Bto-Rad <Hercules, CA), and the EZ4U reductlon :~ssay !ut was 
from BtomedJca Corp. (Vienna, Austna). All other chemtcals were pur· 
chased from Merck (Dannstadt. G.lrmanyl or Sigma ChemJcal Co. (St. 
LouiS, ~0). 

PCl was obta.Uled as a reçombmant protem. Tbe constructJon of a 
syntheuc gene for PCI. its expresston m E. coli, and a procedure tO 

detect, quantúy, and puniy recombmant PCI secreted into the culture 
medtucn have been preVJously reported (25-27). 

RoutltUI Cell Culture-Capan-1. Panc-1, A43l, and HJT were ob­
tamed from tbe Amencan Type Culture Co\lectlon (Rockvllle, ¡\1D). 

Capan-l. A43l, and HlT cells were grown 10 DMEM supplemented with 
10% F'BS, 2 mM glutamine, and 20 ¡.t.g/ml gentam1cme unless otherw1se 
mdicated. Pane-t cells were grown in RPMI 1640 supplemented wtth 
tO% FBS. 2 mM glutam.me. and 20 ¡.t.g/ml gentamicina. 
~ll Proli{eratwn Assays arui Growch Curves-The mh.ibicory effects 

of PCI on cell growtb were determmed wtth a proliferaove assay. To 
measure proliferaoon in medium wtth serum, Capan-1. Panc-1. and 
HlT tumor cells were seeded at a dens1ty of 5 X 103/weU in 96-well 
plates m medium contalrung 10"1. FBS. PC! was unmediately added at 
concentrauoos of O.t-200 ¡.t.g/ml. The cells were fed every 4 days wtth 
medium contairung fresh PCL Control cells were grown wtthout PCI. 
After 23 days (for Capan-t) or 10 days (for Panc·l and HIT). the 
2,3-bis(2-cnethoxi-4-nitro-5-sulfophenyll-5-phenylam.mocarbonyl-2H-:J 
tetrazolium-hydroxide (EZ4{]) reductton assay was peñormed to esc­
mate the number of cells according to the cnanufacturer's Ul.Structioos. 

To measure proliferation in serum free medium, Capan-t cells were 
seeded ata density of 5-15 x 103/wellm 96-well plates in the presence 
of DMEM supplecnented with 10% FBS. After 72 h, the cells were 
washed wttb PBS twice, and serum-fTee medium (OMEM plus 0.1% of 
bovme serum albumin witbout FBSJ was added. 24 b la ter, the serum­
starved cells were washed twlce wttb PBS and grown in serum-free 
med1um supplemeoted wttb 5 oglm.l sodlum selenite and 5 p.g/m.l traos­
fern.o wtth EGF (lO og/m.l), in.sulin (5 ~glm.l), PCI (50 p.g/m.ll, EGF (10 
nglm.l), and PCI (50 p.g/m.ll or in.sulin (5 p.g/m.l) and PCl (50 ¡.t.g/m.l). 
After 72 h. Capan-t cells were washed wtth PBS, and the EZ4U reduc­
tlon assay was peñormed to detenrune the number of cells. 

The growth curve of Capan-t cells was obtamed as follows. Capan-1 
cells seeded at a density of 1 x 10$/well in 6-well plates were treated 
with O, t, or 10 ¡.<g/m.l PCI. The cells were fed every 4 days with fresh 
medium. Every day, three replicate wells for each treatmeot were 
washed once wtth PBS, the cells were det.ached with trypsin, and viable 
cells were counted by trypan blue dye excluston. 
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To obtaiD the growth curve of Capan- 1 cells p rerreated Wlth PCI 
rumor cells were grown m presence of 50 ¡.t.gim.l PCI for 3 weeks. The 
cells were fed every 4 days wtth med1um cont.alrung fresh PCl :1nd spht 
1:10 weekly. Concrol. uncreated cells were grown simu1t3neously m 
absence of PCI. After 21 days, the cells were tryps1.ruzed, seeded ac a 
denstty of 2 x 1()'1/well m 96-well plates, and treated Wlth O, 1, or 50 
¡.¡.g/m.l PCI. Control cells were grown m PCI-free medium. Every 3 days. 
8 replicate wells for each creatcnent were submJtted tO the EZ4U reduc­
tion assay to estimate the number of cells. 

Tumor Tron..splantatwn E:rpen17U!nts-For injectlon mtO nude mJce, 
Capan-1 cells were crypslnlzed aod resuspended m DME::"vf. 6-week-old 
female Cdl nude IIl.lce were each tnJected subcut.aneously m the dorsal 
area wttb 1 x 107 cells m 0.1 ml of DMEM. l2 days after the m¡ect1on. 
when tbe tumors bad reached at least 2 mm m dlameter, treatment was 
s t.a.rted. Tbe tumors were mJected dwly wtth 11, 60, or 120 ,...g oí PCI. 
Coocrol IIl.lce were created Wlth PBS alooe. Each group was composed of 
five mice. Tbe tumors were measured weekly. After 32 days, the ant ­
mals were killed by co2 aspbyxiation. Tbell' tumor volumes were de­
termine<! by usmg tbe formula [(wtdth)2 x lengthl/2. 

~ll Cycle Analysis-Logarithm.ically growmg Capan-1 cells were 
treated witb 50 ¡.¡.g/ml PCI for 12 days in a 75-cm2 tlask. Adherent cells 
were coUected by trypsmizat1on a.nd cocnbmed with cells tloating ln the 
medlum. After bemg washed Wlth PBS, the cells were resuspended m 
200 .uJ ofPBS, and 2 ml ofethanol70% at - 20 ·e was added. Mer 2 h 
offixanon, the cells were stamed wtth prop1dium todide (50 ¡.¡.g/m.l), and 
RNase (20 ~ml) was also added. Flow cytometry was performed by 
exc:nng the cells wtth a -188-nm laser <Beccon Dick.tnson and Co. 
Rutbeñord, ~.n. 

PCI lnU!rnalizatuJn Assays-RITC labeling of PCI was performed 
accordmg tO Billings er al. (21). The RlTC-Iabeled PC! was used for 
tluorescence intemalizaoon assays. Cells were cultured m chamber 
slides (Nunc, Kamstrup, Denmarkl m DMEM supplemented Wlth 10"1. 
serum. aod RITC-Iabeled PCI was added ata concentra non of20 ,..g/ml. 
A.ft.er 30 mín. the medium was removed, and the cell monolayers were 
washed wtth PBS. ñxed w1th l : l methanol:acettc ac1d, and observed 
under a tluorescence mJcroscope. 

PCI uptake assays were performed by measunng the PCI concentrn­
tlon m Capan-1 culture medJUm for 24 h. In three separa te e~penments 
cells growmg loganthnucally ma 25-<:m2 flask m DME~ supplemented 
Wlth 10% FBS were created Wlth PCl at 10. 50, and 200 ¡.<g/ml. Samples 
of 20 .uJ of medium were taken every 30 mm for 24 h. The concencraoon 
oi PCI was detenruned by mrubltlon assays oí carboxypepudase A (24) 
and enzyme-linked immunosorbent assay usmg a rabb1t polyclonal 
annbody rwsed agamst PCI. :0.1edium w1thout PCI was used as a 
reference. 

Compart.Son of the Three·dii7U!n..swrl41 Structures o( PCI and 
EGF-We developed a computer program (Knot-Macch)2 to supenm­
pose the proteins by three-àimens1onal aligrung of the1r disulfide 
bndges. Tbe program clusters structures from Protem Data Base pro­
tems by means of a density search algonthm. Molecular graphlcs and 
sunulations were peñormed on a Power Indigo 2 from Sihcon Grapbtcs. 
The scructures of PCl and growth factors were vtsuali:ted Wlth the 
TURBO FROOO program (33). The conformauon ofloops was analyzed 
by the An:h-Type program (34). 

LÍlJan.d Biruiing A.s.says-Capan-1 cells were seeded at a denstty of 
1.25 x 1061well tn 24-well plates m the preseoce of 01\tEM piU5 10911 
F'BS. A.fter -18 h. the medtum was replaced Wlth DMEM wtthout FBS. 
24 h later, the ceUs were washed twlce wtth tce-cold bmding buffer 
(OME::"vi plus 20 m.\1 HEPES, pH 7.5. and 0.3% (w/v) bovtne serum 
albuminl and incubated for 4 b at 4 •e Wlth binding buffer contam mg 
350 pM =r-labeled EGF and vanous concencrauons ofEGF or PCl. The 
cells were theo wasbed raptdly tlu-ee tÍJDes with ice-cald PBS wtth 0.1% 
boVUJe serum albUllllll and solubilized by mcubanng them for 30 aun at 
room temperatura wttb 1 N Na OH Wlth 0.1% SDS. The radtoacoVlty tn 
the suspeOSJoo was determined wtth a y counter CLKB. Uppsala. Swe­
den). Noospeciñc btnding was determmed as the amount ofradloacov­
lty bound tO cells incubated wtth a 100-fold molar e.xcess of unlabeled 
EGF. Tbe data were analyzed by computer fittlng of ooe ligand Wlth two 
btnding SlteS. 

Receptor Plwsplwrylcuion Analysis-Reeepcor pbosphorylaooo anal­
yses of serum-starved cells were peñormed as follows. 50% con.tlueot, 
serum-starved Capan-1 and A431 cells in 60-m.m dishes were treated 
Wlth va.rious coocentrations of PCI (in DMEMl for 10 min and uo.me­
diately sti.mulated wtth EGF (5 oglml for Capao-l and 1 nglm.l for A431 

2 J. M. Mas, B. Oliva, C. Blanca, M. A. Molina, R de Uorens, F. X. 
Avilés, and E. Querol submitted for publicat1on. 
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cells, a lso m D~l:E:\·f} for 10 min. The cells were then lysed. and the 
EGFR was UDmunoprecipitated from cell enracts usmg equal amounts 
of proteiDS of each sam ple with anti-EGFR antibody EGFRL The kinase 
actwlty of the Lmmunoprec1p1tated receptOr was measured by incubat­
mg it With h··32FIATP . for 10 min (35). S amples were analyzed by 
SDS-polyacrylanude gel elecrrophoresi.s foilowed by autoradiography. 
Tbe bands were quantified with a 13 counter. The level of tyrosine 
phosphorylation of the immunoprec1pitated receptOr was assessed by 
immunoblotting with anti-Tyr(P) antibody RC-20 (36). The biots were 
Vlsualized by enhanced chemilumuuscence (Amersham Pharmacia Bio­
tech) and then autOradiographed. Tbe bands were quantified by 
dens1tometry. 

For the receptOr phosphorylation analyses ofCapan-1 and A431 cells 
growing m DMEM plus 10% FBS. cells were treated with 10 oglml EGF 
or 50 ¡.¡g/ml PCL The ki.nase aCOVlty of the receptOr was measured as 
descnbed above. 

Data Analys~Means : S.E . are dep1cted unless indicated other­
WISe. Student's t test or analysis of variance for repeated measures was 
used for comparisons between C:ata sets. 

Coualent Cross-linking E:cperiments-The cross-lin.king experiments 
were carried out as previously reported in Ref. 47. Briefly, cells of A431 
hu.man epidermal carcinoma line were lysed and homogenized. Samples 
were mi.xed with different concentracions of PCI alone and PCI plus 
EGF. Cross-linking .:>'las irutiated by addition of glutaraldehyde. The 
samples were analyzed by SDS-polyacrylam.ide gel elecrrophoresis 
(5%}. electrotransferred tO polyvmylidene difluoride membranes. and 
unmnunostamed with antibodies agalllst EGFR <ErbB-l l. The presence 
of PCI was corroborated by immunostalOlllg with rabbit antibodies 
agrunst PCI on the same membrane. 

RESULTS 

Inhibiti.on o( Proliferation o( Pancreatic Tumor Cell Lines by 
PCI- To determine whether PCI could inhibit the growth of 
tumor cells, we tested its ability to affect the in vitro growtb of 
two humao paocreatic adeoocarcinoma cell lines, Panc-1 and 
Capan-1 , and the hamster insulinoma cell line HIT. Cells were 
cultured in meci.ium supplemeoted Wltb 10% fetal bovine se­
rum. Cooceotrations ofPCI greater thao 10 ¡.t.g/ml significaotly 
inhibited growtb, particularly for Capao-1 aod HIT cells (Fig. 
lA). The maximal effect was obtained at 50 JJ.g/ml PCI; higher 
concentracions did not have strooger effects. 

We subsequently obtained the growth curve ofCapao-1 cells 
in the preseoce of 1 and 10 JJ.g/ml PCI. There was a clear 
decrease in the growth rate of the cells in the preseoce of 10 
JJ.g/ml PCI (Fig. 18). No significant differences were observed in 
the cells treated with 1 ¡J.g/ml PCI compared with controls. 

Further studies were undertaken to assess the effect of pro­
tracted treatment with PCI on the proliferation of Capan-1 
cells. The growth rate ofthe cells that had been pretreated with 
PCI for 3 weeks was sign.ificaotly lower thao that of Capao-1 
control cells (Fig. lC). The inhibitory effect was observed even 
when the pretreated cells were grown without PCI. These ex­
periments demoostrated that PCI had a long lastiDg inllibitory 
effect on the growth of Capan-1 cells that was maintained even 
after PCI was removed from the culture medium. 

Inhihiti.on by PCI of Capan-1 Tumor Growth in Nude 
Mice- We Dext determined whether PCI could also reduce the 
growth of solid tumors obtained by subcutaneous injection of 
Capan-1 cells into nude mice (Fig. 2). There was a significant 
reduction of the growth of the tumor transplaotations at the 
three PCI doses tested. No toxic side effects were observed in 
any of the treated animals. H.istological examination of the 
tumors sbowed DO appreciable morphological differences be­
tweeD tumors from treated and control animals {data DOt 
shown), suggestiog tbat the decrea.sed si.ze oftumors in treated 
animals was not due to cytotox:ic effects or massive cellular 
death. That PCI could inhibit the growth o f human pancreatic 
tumor cells is particularly important because the prognosis for 
pancreatic cancer is very poor and there are DO effective treat­
ments (37). 

Ef(ects o{ PCI on Cell Cycle Trauersal-To further character-
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FIG. 1. Effeets o( PCl on the growth o( pancreatic adenocarci· 
noma tumor cell lines. A. uuubition of Capan-1, Panc-1. and HlT 
proliferauon by PCI. Tbe number of cells was estimated alter 10 days 
(for Panc-1 and HIT) or 23 days (for Capan-1). The values shown are 
means = S.E. from 8 replicate wells for each treatment. i\n a.sterisic 
denotes Slgruficantly different from con crol (p < 0.001). B. effectS ofPCI 
on the growth CUIVe of Capan-1 cells. The values sbown are meaos :: 
S.E. C, effects of PCI pretreatment on tbe growth of Capan-1. Tumor 
cells were pretreated with 50 ~J.g/ml PCI for 3 weeks . .After 21 days , the 
cells were crypsinized and seeded, and PCI was added at the indicated 
concentra tions. The eneot of cell proliferation was determine<! every 3 
days by using the colorimetric EZ4U assay. 

ize the effects o f PCI OD tumor cell growth, analyses o f cell cycle 
phase distribution were performed with Capan-1 cells. Flow 
cytometry did not revealed any cell cyde changes in Capan-1 
cells treated with 50 ¡.t.g!ml PCI for up to 7 days compared with 
controls. No significant increase in the percentage of apoptotic 
cells was observed by tlow cyrometry, direct counting of apop­
totic cells after nucleus sta.in.ing, or agarose electrophoresis of 
nuclear DNA However, after 12 days oftreatment with PCI, a 
significant increase in tbe percentage of apoptotic cells (the 
sub-G0 population) was observed by flow cyU>metry (being the 
meao :!: S.D. of 6.9 :!: 0.9% for control and 10.5 :!: 1.5% for 
treated cells). A small increase (65.2 = 0.9% to 68.5 :!: 2.9%) in 
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FtG. 2. Suppre88ioo by PCI of Capan-1 tumor growth in nude 
m.ice. Female Cdl nude JDJce were mjected subcutaneously in the 
dorsal area Wlth 1 X 107 cells. Treatment was started 12 days aft.er the 
inJecrioo. The tumors were inJected daily with various doses of PCI 
dlssolved in PBS. Control mice were treated with PBS alooe. Each 
group was composed of five mice. The data are expressed as the final 
volume of the tumors (V) relatwe to thetr init1al volume (V.) and are 
the cnt-ans ::: S.E. The symbols above the bars denote sigruficant di.ffer· 
ence from control values: #, p < 0.1: +. p < 0.025: &. p < 0.01: •; p < 
0.001. 

the percentage of cells in the GJG1 phase was also detected. 
These fi.ndings suggested that the incr ease in the percentage of 
apoptotic cells in presence of PCI could be one of the mecha­
rusms responsible for the inhibitory effect of this protein on 
tumor cell growth. 

lnt€malization o( PCI by Capan-1 and. Pan.c-1 Cells-The 
results so far obtained led us to examme whether PCI was 
taken up by tumor cells. Using fluorescent labeling o f PCI, we 
demonstrated that PCI was easily internalized by Capan-1 and 
Panc-l cells. RITC-conjugated PCI was observed in the cyto­
plasm of the cells as early as 30 min after its addicion to the 
culture mediu.m of logarithmicaliy growing cells. The fluores· 
cence was located mainly around the nucleus (Fig. 3A). 

To better characterize the kinetics of the internalization of 
PCI by t.he cells, we measured the PCI conceatration in the 
medium every 30 min for 24 h after its additioo. Three separa te 
experiments were performed using three different PCI initial 
concentracions. In all cases, PCI underwent several cycles of 
disappearance and reappearance (Fig. 3B). 24 h after its addi­
tion, PCI was purified from the medium and subjected to mass 
spectrometry analysis, which showed that the molecular mass 
of PCI remained unaltered. This finding was oot surprising, 
because PCI has been reported to be very res1stant to proteo­
lytical degradation (38). 

Computer Compari.son of the Three-dimenswnal Structures 
of PCI a nd EGF-PCI and several mammalian growth factors, 
w-toxins, and other proteins share a cystine-knot scaffold, the 
so-cailed T-knot (30-32). To gain ins1ght into the possible 
mechanisms responsible for the growth inhibitory effects of 
PCI, we compa.red the three-d.imensioaal structures ofPCI and 
other T-knot proteins by me ans o f Knot-Match program. 2 The 
program yie!ded seven groups. One of these groups contained 
growth factors and other pr oteins such as PCL The geometries 
of the disulfi.de bridges in PCI are very similar to those in EGF 
(Fig. 4), TGF -a, and heregulin (data o ot shown). In addition, 
the conformation of two PCI loops (residues 18-24 and partic­
ularly residues 27-34) and a stretch of PCI C-tail (residues 
33-37) is very similar and can be superimposed with a good 
root mean square deviation with loops 14- 20 and 22-29 and 
the C-term.inal tail (42-46) of EGF. PCI loop 27-34 showed a 
root mean square deviation of O. 79 A for backbone atoms with 
loop 22-29 ofEGF. Moreover, some key functiooal positioos in 
EGF related to receptor binding (19) turned out to be ofsimilar 
character in PCI when the three-dimensional structures ofboth 
proteins were superimposed, based on disu.lfide bridges topol-
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F'lc. 3. Uptake of PCI by logarithmically grow~ Capan·l 
cells. A. cells grown for 30 llllil in the presence of RITC-Iabeled PCI 
V1ewed by fluorescence m1croscopy (magmficatlon, 400X ). B. PCI con­
centration in the rnedium of a Capan-1 culture. PCI was added at 50 
¡.¡.g/ml. and its concentration was followed for 24 h. Similar d!Sappear­
ance and reappearance cycles were observed 111 separate experiments 
usmg mitial concenrrations oí 10 and 200 ¡Lg PCI/ml. 

ogy. Among them are Leu26
• 'l")'rl7 , Arg41• and Leu47 , which 

correspood to Ala31, 1'rp22 , Lys10, and Val38 of PCI (Fig. 4). 
The structural and conservative pos1tional sinularities be· 

tween PCI and human EGF and TGF-a suggested that PCI 
could act as an EGFrTGF-a antagon.ist, competing with these 
growth factors for binding to EGFR and thus inhibiting its 
activat10n. This could be t.he mechan.ism for the suppressive 
effect of PCI on tumor cell growth, beca use EGFR strmulation 
by either EGF or TGF-a seems to be required for proliferation 
by a variety of tumor cell !in es and carcmomas (13, 39, 40). We 
used several approaches to test the hypothesis that PCI is an 
EGF antagon.ist. 

Suppresswn by PCI of the Stimulatory Effect of EGF on the 
Growth o( Capan-1 Cells-We performed experiments with 
serum-starved Capan-1 cells in preseoce of PCI, EGF, insulin, 
or PCI and growth factor simultaneously. 8oth growth factors 
had a stimulatory effect on cell growth that was stronger in the 
case ofEGF. The presence ofPCI completely abolished the EGF 
sti.mulation of cell proliferation but had no effect in the case of 

FS insulin-induced cell growth (Fig. 5). 
PCI Competition with EGF for Binding to EGFR-Bi.oding 

experiments using the Capan-1 cell line were performed. The 
binding of 1251-labeled EGF was measured in the presence of 
increasing concentracions of EGF (Fig. 6A). Tbe data revealed F6 

that Capan-1 had high and low a.ffi.n.ity receptors for EGF. For 
the former, the IC50 for EGF was 0.6 p~. We then measured the 
binding of 1251-EGF in preseoce o f increasing concentra tions o f 
PCI (Fig. 68). PCI competed with 1251-EGF for binding to the 
high and low affinity receptors. The IC50 of t.he high affinity 
receptors for PCI was 100 pM. 

PCI Inhibition o( EGFR Kina.se Actiuity and Tran.splwspJw.. 
rylation Induced by EGF- We next investigated whether PCI 
could inhibit the activation of the receptor induced by EGF in 
the EGFR-overexpressing vulvar carcinoma cellline A431 (41) 
and in Capan-1. In experiments using serum-starVed A431 
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FIG. 4. Superimposition o ( tbe 
tbree-d.i.men.sional Structures of PCl 
and ECF by uaing tbe Knot-M.atch 
pr ogram. Upper kft. ribbon representa· 
t1on of supenmposed PCI (yellou:) and 
ECF (white) backbones. Right. Van der 
Waals representatlon of the three-<iimen­
Sional structures of PCI and EGF. The 
s1de chams of the res1dues that comCJde 
aft.er supenmposmon of the disulfide 
bndges of the cwo protems are color-cod· 
ed: brown. hydropbobic; cyan, basic: 
green. polar, purpk. aromat1c. Center, 
Van der Waals representat1on of the su­
penmposltlon of the three-dunenstonal 
structures of PCI (yellcwJ and ECF 
(whtte) using the same color code asm the 
representatlons on the nght. The tabú 
shows the residues that coi.ncide after the 
superimposition. 
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FIG. 5. Sup pression by P CI o f the stimulatory effect of EGF on 
the growtb of serum-sta.rVe<i Capan-1 cells. Cells were treated 
dunng 72 h Wltb ECF ( 10 nglml>. msulin (5 ¡.¡.glmll. PCI (50 ¡¡.g/mll. EGF 
and PCI. or EGF and insuli.n. The values shown are the means : S.E. 
from 8 rephcate wells for each treatment. Sigruficant difference from 
control values a re mdicated: -:, p < 0.05; · . p < 0.001. The results shown 
are a representa o ve of three different expenments. 

cells, we found that there was a low level of EGFR kinase 
activity. Addition of EGF caused a rapid increase in this activ­
ity (detectable after 10 min), and PCI was found to be an 
effective i.n.h.ibitor of this activation. Preincubation of the cells 
wtth 50 ¡.¡.glml PCI for 10 min completely suppressed any de­
tectable act¡vation of EGFR by EGF (Fig. 7A ). Similar results 
were obtained in Capan-1 cells, in which 50 ¡.¡.g/ml PCI strongly 
reduced tbe activarien ofEGFR by EGF (Fig. 78). Western biot 
a.oalyses conñrmed tbat 50 J.Lg/ml PCI blocks the EGF-induced 
tyTosine transpbosphorylatJon of EGFR in both A431 (fig. 7A) 
a.od Capa.o-1 (Fig. 78). 

We also examined tbe effect of PCI on EGFR activation in 
Capan-1 a.od A431 cells growi.ng in medium witb 10% FBS, 
without added EGF. Tbese cells showed a significant level of 
EGFR activation tbat was not affected by addition of EGF for 
10 min (data not shown). When PCI was added for 10 min, the 
kinase a ctivity o f tbe receptor was significantly reduced about 
20% (Fig. SA), probably as a result of tbe PCI-induced blockage 
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FIG. 6. Oisplacemen t of mJ.Iabeled EGF from Ca pan-1 cells by 
unlabeled EGF (A) and PCI (B). Monolayers of serum-starved cells 
were mcubated at 4 •e Wlth 350 p!l'l of 12~1-l abeled EGF and vanous 
concentrauons of EGF and PC!. Cell-bound radioactw1ty was deter· 
mined foUowing 4 h of incubation and extens1ve washing. NonspeCJfic 
binding was determined in the presence of an excess of the unlabeled 
factQr and was subtracted from the total amount of cell-bound radioac· 
tivity. The specifically bound percentage of !2.~1-labeled EGF (8 ) was 
used to calculate log (8 /(100 - 8 1). which ts plotted agaUlSt the Ioga· 
rithm ofthe conceotraoons ofEGF and PCI. The plots were also used to 

calculate the IC50• 

ofEGFR activation by growth factors eitber pr esent in the FBS 
or produced by tbe cells. Wben PCI was maintained in tbe 
culture medium for 6 days, tbe reduction in tbe kina.se activity 
was stronger; in this case tbe possibility tbat PCI down-regu­
lates EGFR cannot be ruled out (Fig. 88). 

Covalent Cross-linking Experiments-Cross-link.ing assays 
showed tbat PCI interacts witb EGFR and tbat this interaction 
could be reverted by EGF (not shown). PCI only cross-reacts 
witb monomers of EGFR, thus indicating tbat it is inhibiting 
tbe dimerization capacity of EGF. PCI seems to act as a.o 
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Fre. 7. lnhibition by PCI of EGFR activation by EGF in A431 
(A) and Capan-1 {B) ceils. 50% confluent serum-starved Capan-1 and 
A431 cells were treated with various concentrations of PCI for 10 min 
and immediately stlmulated with EGF (5 ng/ml for Capan- 1 and 1 
ngfml for A431 cells) for 10 min. The activation of the receptor was 
measured by an immune complex kinase assay (boctom panels) as well 
as by blotting of the immunoprecipitated receptor with anti-phospho· 
ty-rosme antibody (top pane/s}. In the autoradiographs of the kinase 
assays. the number below eacb lane is its intensJty relat1ve to the 
con tro i (untreated cells) as measured by a 13 counter. The results shown 
are a representanve oí three different expenments. 

antagonist analogue of EGF preventing the dimerization 
process. 

DISCUSSION 

Much effort is currently being devoted to finding new mole­
cules that target signal transriuction pathways (13), including 
antagonists that bind to growth factor receptors without acti­
vating them (8 , 19, 20). Such antagonists are ofboth theoretical 
and cli.nical interest, because they can lead to a better under­
standing of the interactions responsible for the binding of 
growth factors to their receptors and can be used as new anti­
tumor drugs. 

The EGFR is one of the most studied growth factor receptors 
due to its i.mportance in the development and functionality of 
epidermal tissues as well as carcinomas, where it is frequently 
overexpressed. Both EGF and TGF-a bind to this receptor, 
whose activatioo initiates a cascade o f biological processes (42) 
and is required for proliferation in many cell types and cancer 
cells. Despite its i.mportance, no antagonist for hu.man EGF has 
been reported so far. An inhibitory ligand of the Drosophila 
homologue of the mammalian EGFR has been recently de­
scribed (43), and monoclonal antibodies against hu.man EGFR 
have been produced (44). PCI is, however, the fust reported 
antagooistic analogue of hu.man EGF that is able to bind to 
EGFR without eliciting the activation of the receptor. In addi­
tion, PCI can suppress tumor cell growth, probably as a result 
of dim.inished EGFR activation. 

The results of the binding experiments presented here dem­
onstrated that PCI competed with EGF for binding to EGFR. 
The affinity o f the receptor for EGF was higher than for PCI, as 
was expected. The intemalization ofPCI by the cells observed 
by using fluor escent labeling was per ha ps a consequence of the 
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FIG. 8. Reduction of EGFR kina.&e activity by PCI in ce Us 
growing in medium with lO'i"o FBS with no EGF added . .4, Ca­
pan- 1 and A431 cells growing in DMEM plus 10% FES were rreated 
with 50 ¡.~.g/ml PCI for 10 min, and tbe kinase activity of the t=uno­
precipitaced receptor was measured. Four mdependent expenments 
were performed with sach ceU line. The bars represent the average 
32P-cpm of the EGFR bands, quantified with a f3 counter, = S.E. Sig­
nificant diiferences from control values are indicated: # , p < 0.1; &, p < 
0.01. A representative autoradiograph of each cell line tS shown. B. 
A431 cells were treated with 50 ¡.¡.g/ml PCI for 6 days, and the kinase 
activity oi the receptor was measured. The number below each band is 
its intenstty relatwe to the control value. 

endocytosis of the EGFR once it was bound to PCI. Some 
indirect evtdence supports this hypothesis. F irst, after inter­
nalization PCI was located around the nucleus. as is EGF (45). 
Second, PCI underwent several cycles of appearance and dis­
appearance from the culture mediu.m, which might have been 
produced by the recycling and lysosomal degradation of the 
receptor (7). Tiris reappearance in the culture mediu.m of a 
dissociated recycled ligand has also been observed in the case o f 
EGF (46). Third, PCI was not altered by the cells, which rules 
ou t the possibility that PCI binds to a membrane metallo­
carboxypeptidase, gi ven that the last residue of the i.ohibitor is 
quíckly cleaved when it binds to these kinds of enzymes (24). 

PCI not only bound to EGFR, but it also inhibited the acti­
vation of the receptor induced by EGF. The expenments per­
formed in serum-starved Capan-1 and A431 cells demonstrated 
that PCI binding did not signi.ficantly activate EGFR and that 
the inhibitor blocked the EGF-induced increase in the k.i.nase 
activity of the receptor and the transphosphorylat1on of tyro­
sine residues (Fig. 7). In serum-starved cells, the level ofEGFR 
activation was low, raising very significantly after addition of 
EGF. By contrast, in cells growing in presence of FBS, a sig­
nificant level of EGFR activation was observed, probably as a 
result of the presence of growth factors in serum capable of 
activating the receptor. In these cooditions, the addition of 
EGF did oot have any effect on the level ofEGFR activation. In 
contrast, PCI reduced the k.inase activity of the receptor in a 
significant way, suggesting that it competed with the growth 
factors present in serum for binding to EGFR (Fig. 8A). In all 
the previous experiments, the cells were incubated with PCI 
only for 10 mín. When the inhibitor was maintained for 6 days 
in the culture medium of A431 cells growing with serum, the 
reduction in the k.inase activity of the receptor was stronger, 
perhaps because of the PCI-induced down-regulation o f EGFR 
<Fig. BEl. 
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Computer-based analysis showed that PCI had clear struc· 
tural sl.ml.larities w EGF that can explam its antagonisuc 
actlVlt)¡. Both PCI and EGF are small proteins with three 
disulfide bndges arranged in a special scaffold called the T· 
knot. We developed a computer program to superimpose pro­
tei.OS by structural alignment of the disulfide bridges. When 
applied to PCI and growth factors such as EGF, TGF-a, and 
heregulin, it revealed that two loops o f the inhibitor and part of 
its C-ternunal tail superimposed onto the correspondiDg 
growth factor loops. It also revealed that some residues ofEGF 
involved in receptor bindiDg (19) fit in the space with residues 
of PCI with similar physico-chemical properties (Fig. 4). 

The inhibitory effect o f PCI on the growth of human pancre­
atic adenocarcinoma celllines was demonstrated in a variecy of 
conditions. In the case of Capa.n-1 cells growing in medium 
with seru.m, Ü;le effect of PCI was apparent after 7-10 days of 
culture (Fig. 1) and was only observed when the PCI concen­
tration was higher than 10 JLWml. These findiDgs correlate with 
the results obtained from cell cycle analyses, which indicated 
that alter 12 days of treatment with PCI, the percentage of 
apoptotic cells significantly increased over the control values. A 
small tncrease tn the oumber of cells in the G0 -G1 phase was 
also observed. These results are in agreement Wlth. those ob­
tained by Wu et al. (44) using a monoclonal antibody against 
EGFR that blocks EGF bindiDg and inhibits the proliferation of 
many tumor cell lines. They found that in some tines th.is 
a.nubody induced G1 arrest or apoptosis. The effects of PCI on 
cell cycle traversal could explain the inhibition of cell growth 
induced by tlus proteiD. 

T'he results obtained in the proliferation experiments using 
serum-starved Capan-1 cells tndicate that the antiproliferauve 
effect of PCI is probably due to the fact that it is an EGF 
antagonist. When EGF was added to serum-starved Capan-1 
cells. 1t stimulated cell proliferation. but this effect was abol­
ished ifPCI was ad.mmistered simultaneously to the cells. This 
result lS in perfect agreement with those obtained when study­
ing EGFR activation. By contrast, the stimulatory effect of 
insulin on Capan-1 cell growth was o ot affected by the presence 
of PCI. The inhibitor is therefore capable of speci.fically sup­
pressing the EGF prol!ferative effect on serum-starved Ca­
pan-1 cells. In cells growing in medium with FBS, PCI probably 
competes with the growth factors present in seru.m capable of 
binding to EGFR, as EGFR activation experiments indicate, 
and blocks their proliferative effect. Th.is offers an explanatioo 
for the inhibitory effect of PCI on cells growing with serum. 

Wheo Capa.n-1 cells were grown in presence of PCI for at 
least 3 week.s and theo transferred into fresh medium, the 
growth rate of this cells even without PCI was signi.ficantly 
lower than that of control cells (Fig. lC). lf protracted treat­
meot with PCI can down-regulate EGFR, as some o f our results 
seem to suggest (Fig. 88), the lower amounts ofEGFR could be 
responsible for the reductioo in the growth rate o f the treated 
cells. · 

Some protease inhibitors bave been reported to bave anti­
carcinogewc properties (22), but the mechanisms responsible 
for these properties are unclear. We offer an explanation for the 
tumor growth suppressive activity of a protease inhibitor, PCI, 
showing that it acts as a growth factor antagonist. T'he effect of 
PCI on tumor growth seems attributable to its special topology 
and not to its protease-inhibitory activity. Severa! protease 
inhibitors with cancer-chemopreventive properties bave a T­
knot scaffold, and our work suggests that they may also act as 
growth factor antagonists. 

Severa! propertie.s of PCI make it a good candidate for a 
therapeutic agent. First, it was able to inhibit the development 
of human adenocarcinoma tumors transplantated into oude 
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mice Without inducing any observable to:ric side effects. 'l'bis 
fact lS particularly interestmg because there are oot effective 
treatments available for pancreatic cancer. Second, PCI is a 
small protem very resistant to denaturation and proteolytic 
degradation. And third, PCI had a long lasrillg inhibitory effect 
oo the in vitro growth of pancreatic adenocarcinoma cell tines 
that was ma.mtained even when it was removed from the cul­
ture medium. In addition, we bave obtained a transgen.ic cell 
line from mice that develop insuli.nomas, and preliminary re­
sults indica te that PCI also reduces the growth o f these tumors 
and increases the survival time of the animals.3 

In su.mmary, we bave descnbed the antitumor properties of 
PCI, a small proteiD with three disulfide bridges arranged in a 
T-knot, and we bave demonstrated that it is the first antago­
nistic analogue of human EGF described. PCI is o f both theo­
retical and clinical interest and opens the possibility of engi­
neering PCI-like EGF antagonists with improved properties. 
At present, we are testi.ng wbether PCI can also inhibit the 
growth o f other carcinoma celllines expressing EGFR. That the 
most common cancers (lung, prostate, breast, and colon) are of 
epithelial origm gives an additiooal clinical interest to this 
approach. 
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ABSTRACT 

A program, Knot-Match, for the automated classification of proteins by their 

disulphide-bridge topology has been designed. A protein classification has 

been performed by two clustering procedures, Density Search and 

Hierarchical Clustering Techniques, on a set of non-redundant PDB three­

dimensional structures with a sequence identity lower than 65%. Proteins 

with three or more disulphides can be grouped by their preferences for 

certain disulphide-bridge topologies into seven main classes, with each class 

built up from several clusters: The automatically clustered proteins, although 

coming from different functional famíl ies, show structural and/or functional 

relationships among them. Besides the disulphide bridges, regular secondary 

structures and loops frequently become correctly aligned. Although the lack 

of significant sequence similarity among clustered proteins precludes the 

establishment of clear, evolutionary distant relationships, the program 

permits us to find out important structural or functional residues upon the 

superimposition of two protein structures which were previously weakly 

related or apparently unrelated. As examples, members of the largest cluster, 

which contains outstanding famílies of disulphide-rich proteins, such as EGF­

Iike, Defensin-like and Plant protease inhibitors, have been deeply analysed 

upon disulphide-bridge overlapping. lt has been found that amino acids which 

have been experimentally determined to be structural and functional key 

residues for these proteins, are conserved and overlapped in the three­

dimensional structure even in members of these famílies with very low 

sequence similarity and with substantially different overall fo ld. Therefore, the 

program and the derived classification is very useful for finding relationships 

among proteins which would be hidden from the current sequence-similarity 

algorithms. 
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INTRODUCTION. 

Sequence database searching has been used as a powerful tool in 

molecular biology because hints in protein structure and function can be 

inferred from it. Searches based upon efficient alignment algorithms are 

applied routinely to any newly deduced protein sequence (for a review, see 

Bork et al., 1994). A similar scenario can be envisaged for three-dimensional 

structure comparisons. The rate at which new structures are being obtained 

exceeds one per day as a result of recent advances in crystallography and 

NMR spectroscopy. More arid more frequently, a newly determined three­

dimensional (30) structure is similar in fold to a known one, even when no 

sequence similarity is detectable. On the other hand, given that the 30 

structure is highly conserved in protein evolution (Chothia & Lesk, 1986; 

Rost, 1997), comparison of 30 structures permits us to establish relationships 

between protein famílies which would appear inexistent or distinct upon the 

basis of sequence alignment, unifying two or more famílies into one 

superfamily or discovering biologically interesting relationships (Bork et al. , 

1992; Pascarella & Argos, 1992 a and b; Holm et al., 1993 and 1994; Sun & 

Oavies, 1995). 

Protein 30 comparison requires the superimposition of the corresponding 

structures. There a re a very large number of ways in which one could match 

backbone atoms, from any pair of proteins, and an extensive computational 

analysis is still unfeasible with today's computers. Early computer methods 

required manual initial alignment and were very slow or limited to close 

homologues (Rossmann & Argos, 1976; Matthews & Rossmann, 1985; 

Taylor & Orengo, 1989; Zuker & Somo~ai , 1989). A new generation of search 

algorithms based upon simplified approaches has been developed in the last 
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few years, the most efficient of which allowing fully automated and rapid 

similarity searches through an entire database. These computer methods for 

structural alignment are very useful in creating and developing a classification 

of the building blocks of protein structure (Vriend & Sander, 1991 ; Pascarella 

& Argas, 1992b; Orenga et al. , 1992; Alexandrov et al. , 1992; Ho lm et al., 

1992, 1993 and 1994; Holm & Sander, 1996; Russell et al., 1997). However, 

comparison and classification of proteins having low sequential similarity or 

lacking regular secondary structures still results very difficult a nd, the 

development of new efficient tools for the structural alignment of these 

proteins is necessary (Johnson et al. , 1994; Srinivasab et al., 1996). 

Disulphide-containing proteins constitute a large group for which the 

development of tools for the 30 structural alignment and topological analysis 

is required , especially in the case of disulphide-rich proteins because the high 

content in disulphide quite probably affects their fold and topological 

tendencies (Chatrenet & Chang, 1992; Chang et al., 1994 and 1995). An 

important group of these is formed by those smal-sized and with little or no 

regular secondary structures, in which the disulphides are indispensable for 

their structure and function (Betz, 1993; Hrabal et al., 1996). In this context, it 

has been previously suggested that common structural/functional features 

among proteins can be inter-related through the analysis of their disulphide 

bridges (Murray-Rust et al., 1993; Sun & Davies 1995; Vita et al. , 1995). This 

led to some attempts to establish a classification ot disulphide-rich proteins 

by means of cystine geometry (Harrison & Sternberg, 1994 & 1996), 

disulphide-bridge connectivity a nd others (Thornton 1981 ; Richard son 1981 ; 

Srinivasan et al. , 1990). 

This work shows a navei computer-based program and method to study 
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disulphide bridge topologies in proteins and to perform an automatic 

classification of the latter, facilitating the comparison of the 30 structures. An 

initial classification of proteins containing more than two disulphides is 

performed. Severa! structural classes are defined, establishing relationships 

previously hidden among remotely homologous or sequentially non­

homologous protein famílies. 

RESULTS 

The use of intramolecular geometrical relationships to describe protein 

structures has the advantage of being independent of the co-ordinate trame 

(Sali & Blundell, 1990; Subbadao & Haneef, 1991 ; Vriend & S ander, 1991 ; 

Holm & Sander, 1993). In this study, structure comparison has been 

attempted using the disulphide bridges as primary units. Structural 

describers, such as virtual distance and virtual angles involving C(l of the 

disulphide-bonded Cys residues, form the basis for structure comparison. A 

non-redundant set of proteins (with less than 65% sequence identity) 

containing three or more disulphide bonds have been chosen for structure 

comparison (Hobhom et al. , 1992; Hobhom & Sander, 1994). The structures 

are compared using a KNOT-MATCH program, and they are clustered by two 

different techniques (see later and/or Methods and Algorithms). The 

approach is simple and the combination of various tools to detect similarities 

is novel. Similarities in the scaffold , in the regular secondary structures and in 

important structural/functional residues have been found and examined in 

proteins clustered in our classification. The classification shows that 

disulphide bridge topologies are conserved structural motifs among proteins. 
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Classification of disulphide-containing proteins by mea ns of KNOT ~ 

MATCH. 

A classification of PDB proteins with at least three disulphide bridges has 

been achieved using the two clustering techniques: first, a Density Search 

Technique has been used for grouping the proteins inta clusters; second, a 

Hierarchical Technique was able to group these clusters inta classes (Figures 

1 and 2). Structural and functional approaches and family definitions 

ava i la ble in SCOP (Murzin et al., 1995) have been used upon the selection of 

classes to build up a dendrogram (Ciassification Tree, Figure 1 ). In some 

cases, classes were split inta subclasses for a better analysis of the results. 

The grouped proteins show a very similar topologic equivalence of disulphide 

bridges (TE-SS), with very small ssRMSD (see Methods and Algorithms). 

Sixty clusters were obtained by the first approach, fifteen ot them containing 

more than one protein (70% ot the initial set). Eleven out of these fifteen 

include only proteins with the same told type and belong to the same 

tunctional tamily. By visual inspection ot the dendrogram, seven different 

classes can be distinguished. Classes A to G are branched off into severa! 

groups with higher TE-SS relating the clusters. We have considered those 

proteins with ssRMSD under 2.6 A (ssRMSD of cluster 3, which is taken as 

standard limit) to be structurally related by the disulphide topology. 

Classes A to F are mainly tormed by proteins with larger numbers of 

residues than proteins included in Class G. Proteins ot the former classes 

often have enzymatic activities and are rich in regular secondary structures. 

Otherwise, Class 02 is tormed by small proteins (lnsulin-like tamily and 

Kringle Modules), tunctionally and/or structurally related with some ot the 

proteins of Class G, although the disulphide bridges are different. Finally, 

Class G is composed ot 66 proteins where the main cluster is Number 3. This 
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cluster is formed by 64 proteins with high TE-SS (ssRMSD = 2.6A). Most of 

them are small proteins (85%) with few or no regular secondary structures, 

their fold being mainly organised around three or four disulphide bridges. A 

large number of proteins included in this cluster are growth factors, 

hormones, enzyme inhibitors and venoms. We have also found in cluster 3 

seme proteins with a large number of disulphide bridges and higher 

secondary structure content. Seventeen different folds are involved in the 

cluster and five of them (Cysteine-knot Cytokines, Epidermal Growth Factor­

like, Small lnhibitors, Toxins and Lectins, Snake Toxin-like and Defensin-like) 

represents more than 50% of the total set of this cluster. In fact, this cluster is 

mainly formed by the known ~-disulphide topology and by members of the T­

knot family already studied by other authors (Narasimham et al., 1994; 

lsaacs, 1995; Sun & Davies, 1995; Harrison & Sternberg, 1996). 

Analysis of the derived Classification. 

Almost of all the proteins in the same family are grouped into clusters or 

classes with low ssRMSD values, most of the homologous proteins being 

clustered together (Russell & Barton, 1994; Murzin et al., 1995; Russell et al. , 

1997). However, remote homologous, analogous and non-related proteins 

can also be grouped by KNOT-MATCH within the same cluster or class. An 

example of this situation is shown in Cluster 3 (Ciass G) for the Snake Toxin­

like fold. This fold is represented by two different famí lies: the Snake Toxin­

like, (with six representative homologous proteins), and Dendroaspin (with 

o ne representative ). This I ast pro te in is analogous to the above-mentioned 

Snake Toxin-like, according to the homologous and analogous definitions 

described in the literature (Russell et al., 1997). In addition, Cluster 3 is 

formed by twenty-eight famílies with different folds and, consequently, non­

related proteins u nd er the criteria of SCOP. 
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Comparison Between Classes. 

Although it could be expected that homologous proteins of the same 

functional family or with a similar fold were joined within the same disulphide 

topological class, it is remarkable that there are cases in which they are split 

into different classes or subclasses. Moreover, some proteins with more than 

three disulphide bridges may be representatives of more than one 

topological class producing a structural/functional overlap of classes. The 

following examples describe so me of these paradoxes: 

i) Cluster 5 (in Subclass· 0 1) and Cluster 1 (in Class E) a re split in the 

dendrogram of Figure 1 with ssRMSD larger than 8 A, but all of the proteins 

belonging to these groups are Serine Proteïnases. When analysing each 

protein in detail, it is noticed that the members of Cluster 5 are vertebrate 

proteins, while those of Cluster 1 are from fungus or worms. However, y­

Chymotrypsin A (3gctA) can enter into both clusters by using different 

combinations of disulphide bridges (it has more than three disulphides), 

which means different topologies. 

ii) Subclasses F2 and F3 include proteins with the same fold type: 

Papain-like, which the algorithm divided into two different subclasses. 

Nevertheless, it can be observed that they arise from quite distant 

taxonomical organisms, kiwi or papaya for the case of F3 subclass and 

human for the F2 subclass. 

Structurai/Functional relevance of Disulphide-Bridge Topology. 

In order to evaluate the structural/functional relevance of disulphide-bridge 

topology, several structural and functional relationships between proteins of 

some famílies of Cluster 3 (Ciass G) -the most populated one- have been 
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studied in more detail. They have been overlapped by means of their 

disulphide-bridge topologies, and side-chains and backbones have been 

compared to obtain relationships. A number of matches obtained in the 30 

space have been contrasted with experimental results reported in the 

literature. 

Relationships between members of different families in a cluster. 

The protein scaffold has been studied for several famílies included in 

Cluster 3. Although proteins from this cluster have different structures and 

functions, an important group of them have some structural similarities in 

backbone regions. These similarities have been analysed by visual inspection 

using Turbo FROOO (Roussel et al., 1994). Alternatively, when the 

superimposed structures involve loops, they have been compared and 

analysed using the ArchType program for the automatic classification of loops 

(Oliva et al., 1997). In particular, the Potato Carboxypeptidase lnhibitor (PCI ), 

a plant protease inhibitor, has been taken as a reference structure for such 

comparison given that it constitutes a family only formed by itself in the 

selected PDB. lt is worth mentioning that extensive structural and functional 

information about this protein has been previously obtained (Oliva et al. , 1991 

a & b; Avilés et al. , 1993; Molina et al., 1994, Oliva et al., 1995). Firstly, we 

would like to emphasise that severa! proteins of Cluster 3 have a similar 

region to the C27 -C34 loop of PCI as, for example, scorpion toxins ( 1 a gt a nd 

2crd). The RMSD between loops K27-H34 and K27-R34 of 1agt and 2crd 

and loop C27-C34 ot PCI is about 0.7 A. The 063-T7 loop ot coagulation 

factor X -1 cet- a Iso shows an RMSD ot 1.8 A versus the C27 -C34 loop ot 

PCI. Other famílies, such as the EGF-Iike family, also have similarities with 

this PCI loop; for example, loop H22-Y29 o f EGF versus this PCI loop shows 

an RMSD of 0.7 A. Another PCI loop, C18-C24, has equivalent regions in 
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other proteins such as loop K47-C54 from snake venom toxins -1coe- (RMSD 

of 0.6 A) and the coagulation factor X -1ccf- from the EGF-Iike family (RMSD 

of 0.5 A). 

On the other hand, the comparison between chemically equivalent side­

chain groups in the space has also been studied for proteins ot Cluster 3. In 

particular, the location of similar residues in 30 space for the EGF-Iike family 

and for the above-mentioned PCI has been compared. This is a good 

example of two different famílies with a similar disulphide-bridge topology and 

loops which, in spite of the ·different sequential order ot cystines, different 

functions and different dispositions of regular secondary structures, present a 

precise match of important functional residues in specific locations 

characteristic of the EGF-Iike family (Figure 3). Ten locations which conserve 

the physico-chemical properties of the involved residues have been found in 

both molecules. Four of them have a strong correlation between PCI and all 

members in the EGF family within this cluster. All of these locations have 

been described as structurally or functionally important, either for PCI or for 

EGF (Rees & Lipscomb, 1982; Brown et al., 1989; Brown & Wüthrich, 1992; 

Montelione et al. , 1992; Ullner et at, 1992; Groenen et al., 1994; Nogata et 

al., 1994; Picot et al., 1994; Molina et al., 1994; Barbacci et al. , 1995; 

Jacobsen et at, 1996; Mclnnest et al., 1996). 

Relationships between members of the sa me family in a cluster. 

Two large famílies of Cluster 3 have been selected for a more in-depth 

analysis: the EGF-Iike family and the Defensin-like family, previously defined 

by SCOP (Murzin et al., 1995). Proteins in each ot these famílies show low 

sequential homology within themselves, in spite of belonging to the same 

disulphide topology cluster. Proteins from both famílies have been 
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independently compared after disulphide bridge superimposition (Figure 4). 

By visual inspection, the location of relevant and homologous side-~hain 

chemical groups has been established. lt is worth mentioning that many 

residues from distinct members ot each family conserve related physico­

chemical groups in similar positions of 30 space, these residues being 

described as functionally important elsewhere. In this sense, 7 amina acid 

locations have been found as consensus (percentage of appearance greater 

than 55%) upon superimposition of the members of the Defensin-like family 

(Hill et al. , 1991) and 15 in the case ofthe EGF-Iike family. Figure 4 shows 

amina acid residues from the· EGF-Iike family which, from experimental data, 

i.e., by site-directed mutagenesis, have been unambiguously related to 

function (Groenen et al., 1994; Nogata et al., 1994; Barbacci et al., 1995; 

Mclnnest et al. , 1996). Other conserved positions are more related to 

structure than function (as Pro37 of EGF) or more probably its functional role 

is still unknown. 

DISCUSSION 

The increasing number of known tertiary structures makes it useful and 

necessary to design methods for protein structure comparison, parallelling 

those of sequence alignment. This is because the resemblance of protein 30 

structures can provide clues upon structural and functional properties or 

evolving trends previously hidden from current sequence-alignment 

algorithms. An example of using structure for obtaining hints upon function is 

the product of the Obese gene which, upon modelling, has been predicted to 

be a helical cytokine, thus having important biological and clinical 

consequences (Madej et al., 1995). Here, a method and a program, KNOT-
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MATCH has been developed, designed to automatically classify proteins by 

their disulphide-bridge topology, which facilitates further studies of their 

structure and function . Although other approaches and classifications based 

u pon disulphide bridges have been previously reported (Richardson, 1981 ; 

Thomton, 1981 ; Harrison & Sternberg, 1996), our procedure does nat 

additionally require the presence of regular secondary structures in the 

proteins (Harrison & Sternberg, 1996) or the knowledge of the sequence of 

linked cysteines (Richardson, 1981 ; Thornton, 1981) to perform the analysis, 

and it only relies upon the topology of their disulphide bridges. Therefore, in 

order to compare similarities between twa proteins, neither the connectivity 

nor the relative positions of Cys (i and j) of the Cys(i)-Cys(j) disulphide are 

considered , a fact which allows the versatile detection of similar spatial 

positioning of cysteine residues even in the absence of similar disulphide 

disposition in sequence. This feature of the KNOT-MATCH program and its 

analysis of disulphide-bridge topologies could have particular value where the 

disulphide bond connectivity may be ambiguous. 

The KNOT-MATCH program is user-friendly and can be handled by 

inexperienced users to identify from the PDB a sorted list of proteins with 

similar disulphide-bridge topology than a given one. Moreover, it allows us to 

split a series of proteins from an initial set -i.e, a functional family- inta groups 

or clusters with different disulphide-bridge topologies. The program also 

facilitates a disulphide-based 30 overlapping of proteins to visualise them 

with a graphical program or to perform other computer-based analyses. 

The preferential occurrence of certain disulphide-bridge topologies has 

been observed when the program has been applied to a non-redundant 

database of proteins with more than twa disulphides. lt has been investigated 
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whether these preferences can be used to group proteins and to study the 

possible relationships among them. The criteria for splitting proteins into 

classes was the particular disulphide-bridge topology and the functional and 

structural features of the proteins in each class. These classes contain 

proteins of different famílies although it is very common to find all members of 

a family in one class as, for example, the Phospholipase A2 family in Class A 

or EGF-Iike family in Class G. The classification relates proteins classified by 

other authors into overlapping fold famílies defined by conventional protein 

classifications (Murzin et al., 1995; Orengo et al. , 1997). In our opinion, the 

latter conventional classifications are unable to deal with disulphide-rich 

proteins, especially for small proteins with low content in regular secondary 

structures, as previously observed by Harrison & Sternberg ( 1996) with their 

approach. These proteins often are obviated or specially treated in traditional 

approaches for protein classification. For example, proteins such as 1 bnb, 

1 dec, 1 dfnA, 1 erp, 1 mtx, 1 pnh, 1 prhA, 2crd, among others, a re not 

catalogued by automatic methods like CATH (Orengo et al., 1997) probably 

because they have not got a large enough number of residues. Nevertheless, 

it has been possible to automatically classify them into different groups using 

our approach. Taking into account the information about their structure and 

function (Murzin et al, 1995; Orengo et al., 1997; Bernstein et al., 1977) each 

one of them has been grouped with related proteins. This is the case of -

1dfnA-, which is included in Cluster 3 (Ciass G) with the rest of the defensins. 

lt has also been shown that in many cases the superimposition by disulphide­

bridge topology allows for a correct alignment of regular secondary structures 

even when proteins from different famílies, but with related folds, are 

compared (i.e., when comparing PCI and EGF or PCI and defensins). In this 

respect, it should also be mentioned that preferences for a certain disulphide­

bridge topology may be useful in structure prediction (Cohen et al. , 1989) for 
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filtering some of the matches in fold-recognition procedures (Rufino & 

Blundell, 1994; Murzin et al. , 1995; Orengo et al. , 1997). This could be an 

additional application of our program or related ones. 

Structural comparisons of members of the same families show that the 

disulphide-bridge topology can be useful in aligning important residues for 

proteins within these families and expanding this alignment to members of 

related families in the classification. A good example is found for the T-Knot 

motif (Narasimhan et al., 1994; Sun & Davies, 1995; lsaacs, 1995). Several 

authors have described the · T-Knot structural motif as an intrinsic, linked 

pattern between cysteines in a given protein sequence (1-4, 2-5 and 3-6) (Lin 

& Nussinov, 1995). The definition given for some of these proteins by other 

authors (Harrison & Sternberg, 1996) is based upon the known disulphide p­

cross, which is represented by two disulphide bridges and a p-sheet. In 

contrast, our approach is based upon the topology of three disulphide 

bridges, without taking into account either the linkage pattern or the presence 

of one P-sheet. lt is worth mentioning that there are a larger number of 

proteins simultaneously defined as T-knot by our approach. For example, 

EGF and PCI, which have been grouped together by our methodology, do not 

ha ve a com mon pattern o f linked cysteines ( 1-3, 2-4, 5-6 for the EGF a nd 1-

4, 2-5, 3-6 for the PCI ). Moreover, EGF has a P-sheet (S un & Davies, 1995), 

and PCI Jacks this secondary structure (Rees & Lipscomb, 1982). 

Nevertheless, some loops of both proteins are similar and present several 

residue locations conserved in the space (see Results). Our 

definition/detection o f T -knot motif could be complementary to the 

approaches given by other authors, and even more general. 
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The lack of sequence similarity does not allow us to establish a clear 

evolutionary relationship of many protein groups clustered by our approach 

and in our classification. To what extent are the proteins of a cluster related in 

an evolutionary way or, on the contrary, do they representa case of structural 

convergence? We cannot provide an answer for now. Most of the groups 

obtained contain homologues (proteins with a high percentage of sequential 

identity) or remate homologues (at around 11% of sequence identity), likely to 

be the result of evolutionary divergence (same superfamily), but analogues 

(proteins with the same fold belonging to different superfamílies) and even 

apparently unrelated proteins· to be grouped with them were also found. This 

agrees with the analysis performed by Rost ( 1997) aligning protein structures, 

which shows that only 3-4% of all residues can be considered crucial for 

protein structure and function (anchor residues). lt has been suggested that 

some of the disulphide-bridge topologies may have diverged from a common 

ancestor, such as the small and large a and ~ scorpion taxin fo ld (Harrison & 

Sternberg, 1996). However, most of the structural relationship between 

proteins related by disulphide topology may be explained by universal 

structural rules, preferences for close cysteine packing or kinetics effects in 

the folding process (Harrison & Sternberg, 1996). In any case, comparative 

taxonomy of protein structures are useful for gaining insight into evolutionary 

relationships. 

Do the proteins of the clusters shown in Figures 1 and 2 share functional 

characteristics? Most of them are eukaryotic extracellular hydrolases and 

inhibitors, toxins, hormones and growth factors and, in general, proteins 

whose functional category could be classified as cell-to-cell recognition, cell 

signalling, cell defense, etc. , that is functions not devoted to basic 

metabolism. This category of proteins is prone to shuffling and sharing entire 
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domains (for example there are severa! kringle modules on the list). In any 

case, a number of them share at least the disulphide-bridge core. lt is 

probable that our clusters encode more structural and functional relationships 

which escape our analysis and interpretation and that likely will be further 

disclosed when improved algorithms and experimental data will be available. 

lt should be noted that many of these proteins are targets for biotechnological 

applications. The knowledge of the common determinants of its 30 structure 

and fold -where the disulphides play a key role- may facilitate the rationale for 

its redesign and minimisation, a clear biotechnological goal. 

As stated above, one of the potential merits of the programs for protein 

structure superimposition is that they can find unsuspected structural 

relationships, which can lead to the discovery of important functional 

properties. This could be the case of PCI, the potato carboxypeptidase 

inhibitor, which we have above shown that it shares a similar three­

dimensional distribution in certain amino acid residues with growth factors 

which are functionally important for these. This suggests that PCI -a molecule 

with unknown function in vivo- could play a peptide hormone/ growth factor­

like role in plants, like other small disulphide-rich proteins, especially a plant 

insulin-like 38-mer peptide (Watanabe et al., 1994 ). Overall, this could imply 

that the design of novel algorithms for structure superimposition, based upon 

disulphides, can be helpful in the assignment of potential functions to 

proteins, an issue of great interest nowadays. Finally, a general conclusion is 

that the present, and elsewhere-reported methods for protein classification 

based upon structure superimposition can turther reduce the threshold ot 

25%-30% ot pairbase sequence identity used in sequence-alignment 

algorithms as being indicative of a structural/functional relationship between 

proteins, this being reduced to seme selected residues in specific positions. 
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METHODS AND ALGORITHMS 

The set of proteíns 

The set ot proteins used for this analysis and classification here performed 

is extracted from the whole POB (Hobohm et al., 1992; Hobohm & Sander, 

1994 ), reducing the number o f proteins by mea ns o f: 

a) Removal of redundant structures, and those of less than 30 residues 

and a 30 resolution lower than 3.5 A. The set ot protein structures 

corresponding to the non-redundant POB at 65% of sequential homology 

has been used for such approach (Hobohm et al., 1992; Hobohm & Sander, 

1994 ). The non-redundant data base was obtained from World Wide Web 

(http://www.embl-heidelberg.de} and dated in 1996. 

b) Removal of proteins with less than three disulphide bridges. Three is 

the most frequent number of disulphide bridges in proteins with known 30 

structures (Thornton, 1981 ). Proteins with more than three cystines has been 

classified using the best possible alignment of three of its disulphide bridges. 

Nevertheless, the program can be used for those with two or more 

disulphide-bridges. 

Topology of three-disu/phide bridge knots. 

We wish to define the three-disulphide bridge knot of a protein 

independently of the sequence orientation (from N terminus to C terminus or 

viceversa) . This implies that one disulphide bridge has to be described as a 

segment with no orientation (beginning and end of a vector) in the three­

dimensional space. Therefore, the segment which defines one disulphide 
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bridge is characterised by the co-ordinates in cartesian s pa ce (R3
) o f both 

ends. The Ca. co-ordinates of each cysteine residue forming the disulphide 

bridge are taken as the end co-ordinates which define the segment. As a 

consequence, a vector in R3 x R3 space describes one disulphide-bridge 

segment. The "i" disulphide vector of protein A is defined in R3 
x R3 as 

r~s(A.I) = (x, y), where "x" a nd "y" a re the Ca co-ordinates o f the cysteine 
u 

residues which form the disulphide bridge. 

The comparison between · topological knots formed by three disulphide 

bridges has to be performed in cartesian space, therefore, the transformation 

between both spaces R3 x R3 and R3 has to be constructed. This implies 

some mathematical definitions in the R3 x R3 space: 

1. Scalar product: The scalar product in R3 
x R3 of two vectors a= (a1,a2 

a nd b = (b1, b2 is defined as: 

where <I> defines the scalar product in R
3

. 

2. Rotation: Let T be a rotation transform in R3 space (T: R3 ~ R3 ). 

Therefore, the extension in R3 x R3 space is given by T', where: 

T' : R3 x R3 ~ R 3 x R3 

T'(x,y)= (T(x) T(y)) 

3.Distance: The distance of a vector xin R3 
x R3 

is defined as 

lxi = J<xl x) 

With these definitions the rotation of a set of disulphide-bridge segments of 
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one protein can be obtained from the rotation in R3 space of the whole 

protein. Therefore, the superimposition and RMSD between two proteins can 

be extended to three-disulphide bridge knots of two proteins by representing 

each disulphide bridge as vectors in R3 x R3 space. 

The next problem in the task of comparing the knot topologies of two 

proteins appears when one (or both) protein(s) has/have more than three 

disulphide bridges. For such a task it is necessary to choose the best set of 

disulphide bridges forming the three-disulphide bridge knot. This comparison 

is done by calculating the RMSD of the Ca atoms defining the disulphide 

bridge segments of the knot topology. Due to the number of disulphide 

bridges, larger than three, each combination of three-disulphide bridges for 

each protein has to be checked . The best set of three-disulphide bridges for 

two proteins is the one for which the RMSD of Ca atoms is the smallest. An 

algorithm to obtain this RMSD value has been developed. 

Assuming a set of N disulphide-bridges for protein A, this is 

si = { r SS(AJ) } and N for protein 8 this is S1 = { r SS(B.J) } we define 
A., e,. i= l .N I I s., Cu j= l .N I 

the eRMs( s~ ... , s~ ... ) as: 

cRMs(s~ ... , s~, ) = min x E R; x = 
Ij'R• (r~(A .a( k )) )- r~(B,b( k)f _ 

k=l V R' 
6 

where RI is the extension in R3 
x R3 o f the rotation transform Rin R3 a nd a(k) 

and b(k) are a chosen combination of three-disulphide bridges of protein A 

and 8, respectively. 
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We define the set of RMSs, ::sP:·8 , as: 

3'~·8 = {x; x = cRMSD(S~". s~...)V' combining setsS',.,and S~.,} 

The calculation of :JA.B involves all possible combinations of disulphide 

bridges of the two proteins to compare, taking into account that each pair of 

disulphide bridges presents two different manners to locate its four cysteines 

(parallel and antiparallel). This allows the superimposition of the disulphide­

bridge segments, neglecting of the sequence orientation, by means of the 

superimposition in R3 of its erids. 

This procedure implies that the number of calculations and the computer 

time increase exponentially with the number of disulphide bridges. To prevent 

this, a strategy was designed which allows the removal of those comparisons 

with high RMS. Therefore, :JA.B is reduced to a new set 3 .~·8 e 3~·8 defined 

as: 

where the total number of elements in 3~-B is obliged to be smaller than 30. 

The 3A.I3 set can be constructed by means of a comparative analysis of 

the disulphide-bridge segments, avoiding the calculations of all 

eRMS( s~., .s~., ). The algorithm to reduce the number of calculations is 

based upon the Basic lnteratomic Distance Matching method (Taylor & 

Orenga, 1989), applied to the interna! co-ordinates defined by a pair of 

disulphide bridges. 
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The interna! co-ordinates for locating the disulphide bridges of a protein 

are obtained from each disulphide bridge segment being considered as a 

vector in R3
. This vector is taken as v¡ = x- y where, (x.y) = r~S(A.i) . The 

(1 

set of disulphide-bridge segments of a protein is grouped into pairs of 

disulphide bridges. After that, angles and distances (interna! co-ordinates) 

between these cystine pairs were calculated (see Figure 5). The results of 

these calculations are stored in a square matrix which contains the 

information of the interna! co-ordinates for the comparison between pairs of 

disulphide bo nd segments. This matrix, named Si.k, is defined according to 

the Basic lnteratomic Oistance Matching method, each element in the matrix 

being : 

si.k = I A d + .....-----A_ a ___ _ 

1 ctA - d~· J a t'k - a
8
k. k J m= u+m u+m + B d "' +m +m +B _ a 

max d - max a 

where Si.k is the calculated value of similarity for the comparison of the 

cystine pair (i) in protein A and the cystine pair (k) in protein B. "d" and "a" 

are, respectively, the values of distances and angles for each disulphide­

bridge pair (see Figure 1 ), "max_d" (57.0 Angstroms) and "max_a" ( n 

radians) being the maximum expected values for distance and angles. "A_d" 

and "A_a" allows us to establish the ratio of distance/angle (values of 75.0 

and 25.0, respectively, were used). Finally, "B_d" and "B_a" prevent errors of 

dividing by zero, and their best estimated value is 1.0. 

Any pair of cystines with good structural similarity between two proteins 

(large value) is identified from matrix Si.k. For proteins with a low number of 
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cystines the whole set :3~·0 can be computed , but for a high number ot 

disulphide bonds only the 30 disulphide-bond segments with the highest 

score of each protein, set 3~·0 , have been chosen from matrix Si.k. Only 

those combinations of three-disulphide bridges of proteins A and B , using 

the disulphide bond segments which give the highest 30 similarity values 

identified in Si.k, a re taken into account to calculate ~~·8 , therefore reducing 

the total number of combinations. 

C/ustering of disulphide-bridge knots. 

A double-clustering technique has been used. First, a Density Search 

Technique (DST) (Everitt, 1974) was applied to group proteins by the 

elements of :J~·o between each pair of proteins in the group. For a clustered 

group of proteins the relation between two proteins (A & B) is not given by the 

minimum in 3~·0 but rather by the element in ~~·8 for which the 

superimposition of cysteines gives the smallest RMSD value when A and 8 

a re compared with themselves a nd with the rest of the proteins in the cluster. 

The avera ge of the chosen elements in 3~·B (V A and 8 in the el us ter) is 

defined as ssRMSD. This is done by iteration upon each r.ew member in the 

cluster. Applying the DST method, a new member was accepted in the 

cluster only if this did not shift the cluster centromer over the limit chosen. To 

make this classification, a 0.3 A cut-off was used as the li mit beca use a lower 

tolerance within this limit would produce many small clusters, whilst a higher 

limit value would produce a small number of large clusters with a large 

number of disulphide-bridge topologies. The smallest cluster was obliged to 

contain at least three proteins to be considered by the DST. 



23 

A Hierarchical Technique (HT) (Everitt, 1974) was used to calculate the 

relationships between the groups defined by Density Search as a second 

clustering technique. The method uses a square matrix with all ssRMSD 

between the DST clusters and the individual, ungrouped proteins. This gives 

rise to a dendrogram wich allows us to classify proteins using the topologic 

information of the disulphide-bridge knot. This dendrogram has been used for 

grouping the set of proteins inta severa! classes. 

Program 

The program KNOT-MATCH runs in Silicon Graphics computers and is 

available from the World Wide Web (WWW) by ftp. The ftp site is: 

ftp://luz.uab.es/pub/Knot-Match. 
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FIGURE 1. 

Dendrogram ot the proteins classified according to their disulphide-bridge 

topology. Seven classes are obtained, some ot them divided into sub-classes 

using topological characteristics ot the disulphide bonds and considering 

functional/structural relationships among the proteins. ssRMSD (in A) are 

shown in the vertical bar. At the top of the figure the clusters including more 

than one protein are shown in bold. The rest ot the numbers refer to clusters 

with a protein non-grouped with others by the first clustering technique (DST). 

FIGURE 2. 

Protein classification using the disulphide-bridge topology. This figure 

shows the seven classes (A to G) obtained. Some information about them 

has been indicated, such as the number ot proteins in the class, 

representative fold types and a representative member ot each class, 

including a ribbon-like sketch ot its structure. Several clusters (or groups of 

proteins joined by the first clustering technique) are included in a class, their 

numbers being indicated in bold. The PDB code ot the proteins included in 

each cluster is shown. 

FIGURE 3. 

Structural comparison between EGF and PCI structures. They are 

superimposed by their disulphide-bridge topology and displayed using van 

der Waals surfaces and ribbon-like representations. In the van der Waals 

surface representation, several residues have been coloured according to 

their physicochemical properties using the following code: magenta for 

aromatic, green for polar, blue for basic and orange for non-polar residues. 

The ribbon-like representations superimpose the a-carbon chains ot the PCI 

(red) and EGF (green). Three regions have been encircled : Regien 1 includes 
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residues L15 a nd R41 for EGF a nd 17 a nd K1 O for PCI. Regien 2 includes 

residues V19, L26, S25 and T30 for EGF and A26, S30, A31 and T33 for 

PCI. Regien 3 includes the aromatic residues Y37 and W50 for EGF and 

W22 and F23 for PCI. The residues are separated by less than 0.7 A, on 

average, between equivalent residues in both structures. An exception of this 

are residues S25, L26 in EGF and S30, A31 in PCI , included in two loops, 

whose structural relationships have been more deeply analysed in the text. 

FIGURE 4 

The EGF (3egf) and defensin (1dfn) scaffolds are shown. The members of 

EGF and defensin famílies have been overlapped by their disulphide-bridge 

topologies. A set of positions in the space with conserved physicochemical 

properties has been found for severa! members of each family. These 

positions are indicated in the figure with the number of the involved residue in 

each protein. Some of these residues, particularly for the EGF-Iike family, 

have been reported as functionally or structurally important for these 

proteins. 

FIGURE 5 

Procedure followed in the alignment of disulphide bridges. A disulphide 

bridge is represented as a vector which connects the twa Ca of the cysteines 

involved in it. The distances between the middle points (d) and the angle (a) 

of each pair of disulphide bridges have been calculated. The set of distances 

and angles of all pairs of disulphide bridges in a protein defines its particular 

topology. 
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