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1.1 SOBRE EL CANCER EN PEDIATRIA

El cancer en la infancia y adolescencia tienen rasgos diferenciales a los que
encontramos en la edad adulta. Asi hallamos caracteristicas en la biologia,
histopatologia, datos epidemiolégicos, manifestaciones clinicas, respuesta al
tratamiento y evolucién, especificas de los tumores infantiles. Suelen tener
periodos de latencia cortos, crecimiento rapido con invasion local o metastasis
al diagnéstico; asientan en el sistema hematopoyético y en tejidos de origen
mesenquimal como musculo y hueso, (Quesnel y Malkin, 1997), en los que la
exposicion a agentes cancerigenos no es tan intensa como ocurre en los
tumores del adulto, donde ocupan un papel etiopatogénico destacado. En
general responden mejor a las distintas modalidades de tratamiento y ello hace

albergar ciertas expectativas de pronéstico y calidad de vida.
1.1.1 Genética

Los tumores infantiles ocurren en un 85% de los casos de forma esporadica
en familias con una baja incidencia de cancer de adultos; el 15% restante
pertenece a familias con antecedentes de neoplasias, o el nifio presenta algin
trastorno genético que predispone al desarrollo de determinados tipos de
tumores (Li, 1988). ;

Los aspectos genéticos en el desarrollo del cancer infantil han interesado
especialmente en tanto que abren una posibilidad de diagnostico precoz,
ademés del seguimiento y vigilancia clinica en determinadas familias con
enfermedades hereditarias o con cierta base genética ligadas a la aparicién de
tumores. Un ejemplo de ello es la aparicion tardia de tumores del tubo digestivo
en enfermedades como la Colitis Ulcerosa o la Enfermedad celiaca.

Por otro lado existe una interrelacion muy importante entre el sistema
inmune, la carcinogénesis y las alteraciones genéticas, como queda de

manifiesto en Inmunodeficiencias hereditarias tales como la Enfermedad

La8iba,
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linfoproliferativa ligada al X, Ataxia-telangiectasia y la enfermedad de Chediak-

Higashi.

Hoy dia se sabe que el genoma de la célula cancerosa es distinto al de la
célula de origen; en su material genético podemos hallar muititud de
aberraciones cromosdmicas, que gracias a los avances en citogenética y
biologia molecular, se pueden determinar especificamente. Pueden portar en
su ADN mutaciones puntuales, amplificacion de genes, deleciones,
inserciones virales, reordenamientos, los cuales pueden ocasionar una
inestabilidad en el genoma que lleve a la célula a una posible transformacion

maligna.

No podemos dejar de mencionar aunque de forma breve, pues por su
importancia y extension desbordan el tema de este trabajo, el papel de los
oncogenes y genes supresores en la produccion del céncér. Los primeros se
activarian bien por una mutacion, amplificacion, incorporacion de un retrovirus
o reordenamiento de los cromosomas. Los genes supresores se inactivarian
por mutaciones submicroscdpicas, deleciones cromosémicas o pérdida de
heterocigosidad. Cabe citar el Linfoma de Burkitt donde la traslocaciéon
reciproca entre los cromosomas 14 y 8, 6 entre el 8 y 22, deja al protooncogén
c-myc yuxtapuesto a la secuencia que codifica cadenas de inmunoglobulinas;
de esta modo, los estimulos antigénicos que actian en la produccion de

anticuerpos activan al protooncogén.
1.1.2 Epidemiologia

Los tumores malignos contindan siendo la primera causa de muerte por
enfermedad entre 1 y 15 afios de edad. Asi, anualmente se producen unas
1.500 muertes relacionadas con el cancer en los Estados Unidos. A pesar de
ello, el cancer se mantiene en niveles bajos de prevalencia en esta categoria
de edad con un promedio de 1 a 2 de cada 1000 nifios que desarrollan la
enfermedad cada afio en ese pais; aproximadamente se estima que unos 8700
casos de cancer son diagnosticados anualmente en nifios con edad inferior a
los 15 afios.
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La naturaleza, distribucion y pronéstico de los mismos difiere de manera
notable del cancer en adultos. Entre los 12 tipos principales de canceres de la
nifez, las leucemias y tumores del sistema nervioso central (SNC) explican
aproximadamente la mitad de los nuevos casos. El tipo mas comin de
leucemia en nifios es la leucemia linfoblastica aguda. Los tumores sélidos mas
frecuentes son los gliomas y los meduloblastomas; neuroblastoma, tumor de

Wilms y rabdomiosarcoma son menos comunes.

En el estudio epidemioldgico realizado por el Instituto Nacional del Cancer
de los Estados Unidos se obtuvieron datos de incidencia relativamente estables
entre los tumores infantiles en las dos ultimas décadas, con incrementos
puntuales en relacion a avances en técnicas diagnoésticas de imagen (Ries et
al, 1999). La distribucion de los tumores pediatricos segun el Programa SEER
es la indicada en la figura 1, (Linet, 1999).

En las tres ultimas décadas la incidencia de los nifios diagnosticados con
las formas de cancer invasor ha experimentado un aumento importante. Asi, en
la poblacién estadounidense, de una cifra de 11,4 por 100.000 nifios en 1975
ha pasado a 15,2 por 100.000 nifios en 1998. Sin embargo, durante este ’
mismo tiempo, la tasa anual de mortalidad descendié en un 30% y la de
supervivencia experimentd un ascenso para la mayoria de los canceres de la

nifiez.
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Figura 1. Porcentaje de distribucion del cancer infantil 0-15

afios, (National Cancer Institute, SEER Program)

En nuestro pais la prevalencia del cancer se situa en el 3,6 % de la
poblacion general. Espafia muestra unas caracterisiicas epidemiolégicas
similares a la de los paises europeos desarrollados (Peris, 1997). Este perfil se
ha mantenido constante y estable en los ultimos 25 afos, siendo claramente

significativa la tendencia a la mejora en el pronéstico (Tabla 1y 2).

La mortalidad infantil por cancer en Espana ha disminuido un 36 % en el
caso de los nifios y un 45% en el de las nihas. A su vez, las tasas de
supervivencia a los cinco afios para todos los canceres infantiles aumentaron
del 55,7% en el periodo 1974-76 al 77,1% en 1992-97.



Tabla 2. Cancer infantil en Espafia. Incidencia 1980 — 1991

Erandesz grupos | Casos | Porcentaje .

| Leucemias 2415 | 23,3%
Linfomas 1.403 13,5%
T. Sistema nervioso 1.868 18%
Neuroblastoma 1.081 10,4%
T. Renales 663 6,4%
T. Hepaticos 110 1,1%
T. Oseos ' 804 7.8%
Sarcomas tej. blandos 768 7,4%
T. Germinales 311 3%
T. Epiteliales 201 1,9%
Retinoblastoma 280 2,7%
Otros 465 4,5%
Total 10.369 100%

TASASx 100 00 00 mﬁos vi . ,
Tasacruda [
Tasa ajustada (ASR) 141
:bl:e‘ub‘cémias — 3;1‘%
Sistema nervioso central 19 %
Linfomas . 15 %
Sistema nervioso simpatico 7%

Fuente: International Incidence of Childhood Cancer. Lion, 1998



1.1.3 Etiologia

Las causas de cancer en la infancia son en gran parte desconocidas.
Algunas condiciones, tales como cromosomopatias u otras alteraciones
cromosémicas Yy genéticas especificas, determinadas enfermedades
inmunitarias y las exposiciones a radiacion ionizante, explican un porcentaje
pequefic de casos. Las causas ambientales (agentes fisicos, quimicos,
microbianos) del cancer en la nifiez han sido sospechadas por muchos
cientificos aunque dificiles de concretar; en parte, por lo infrecuente del cancer
en la infancia y, por la dificultad de identificar niveles de exposicién en nifios en
periodos potencialmente importantes tales como embarazo o incluso antes del
momento de la fecundacion. Ademas, cada uno de los distintos tipos de
canceres de la nifiez puede potencialmente desarrollarse de forma diferente
con una variedad amplia de causas y un curso clinico Gnico en cuanto a raza,
edad, género y otros muchos factores. En la actualidad es admitido por muchos
investigadores que la carcinogénesis es la consecuencia de la interaccion de

varios factores unido a una determinada predisposicién genética.
1.1.4 Tratamiento

La terapéutica oncolégica en pediatria ha de ser especialmente cuidadosa al
planificar la combinacion de los tres pilares del tratamiento tumoral, es decir,

cirugia, quimioterapia y/o radioterapia.

La cirugia es el tratamiento de eleccién en el cancer infantil. Es de suma
importancia que la reseccién tumoral sea completa, preservando la intégridad
de las estructuras y la funcién de los 6érganos vecinos. Permite tomar muestras
adecuadas para los estudios biolégicos, especialmente importantes en el
Neuroblastoma. En ocasiones son necesarias segundas y terceras
intervenciones quirdrgicas después de haber reducido el tumor, con el

tratamiento quimioterapico.
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El tratamiento quimioterapico es fundamental. En los nifios con
grandes neoplasias en el momento del diagnéstico se administra siempre una
quimoterapia de reduccién tumoral para intentar una exéresis completa
posterior. Por otra parte, la quimioterapia adyuvante se emplea para
destruir las posibles micrometastasis existentes en el momento del
diagnostico y evitar recidivas. En la actualidad se tiende a intensificar los
tratamientos con citostaticos y acortar su periodo de duracién, con el objeto de

disminuir resistencias y aumentar la eficacia del tratamiento.

El tratamiento quimioterapico puede conlievar importantes efectos
secundarios  asi como complicaciones hematolégicas, metabolicas e
infecciosas, que pueden suponer un riesgo, mayor de lo deseable, para la
supervivencia en este grupo de edad. Existe una mayor radiosensibilidad de los
tejidos en la edad infantil y por tanto mas probabilidad de afectacion al
desarrollo y crecimiento por lo que cada vez mas se limita el uso de esta

terapia en la edad pediatrica.

Por todo ello la Oncologia pediatrica es una especialidad con un alto grado
de complejidad, precisando un ambiente multidisciplinar en centros
especializados, y un esfuerzo en investigacion clinica y de laboratorio
coordinados.

1.2 NEUROBLASTOMA

Los tumores neuroblasticos que incluyen el neuroblastoma (NB),
ganglioneuroma y ganglioneuroblastoma, derivan de las células primordiales de
la cresta neural. Dichas células, en su migracion y diferenciacion normal, daran
lugar en el feto a los ganglios simpaticos y a la médula adrenal (Brodeur,
1991).Se destacan por presentar una amplia variedad de caracteristicas
bioldgicas, histologicas y clinicas, lo cual hace que dichos tumores puedan
manifestarse con una historia natural que comprende desde la regresion

espontanea a la diferenciacion hacia neoplasias benignas, incluyendo
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comportamientos clinicos muy agresivos. La regresién espontanea y la
maduracion de las células tumorales, bien espontdneamente o inducida por el

tratamiento quimioterapico, es particularmente frecuente en el lactante.

Sin embargo, en los ultimos treinta afios, el estudio profundo de un
numeroso grupo de factores entre los que se incluyen la edad, el estadio, el
perfil secretor del tumor, el nivel sérico de algunos marcadores, el grado de
diferenciacion patolégica, la expresion del oncogén n-myc, el contenido de DNA
y las alteraciones citogenéticas de las células tumorales, ha permitido avanzar
considerablemente en la valoracion de los pacientes con esta patologia. La
toma en consideracion de todos estos factores nos aporta informacién muy
importante acerca del probable comportamiento del tumor, y, por tanto, a la
clasificacibn en un grupo de riesgo determinado para cada paciente
(Katzenstein et al, 1998).

.2.1 Incidencia

La incidencia es de 8-10 por millén y afio entre la poblaciéon menor de 15
afos de edad en los paises industrializados, siendo ligeramente superior entre
el sexo masculino (Miller et al, 1995). Esta tasa de incidencia hace que el NB

suponga en torno al 10% de todos los canceres pediatricos.

El NB es una neoplasia casi exclusiva de las etapas tempranas de la
infancia, de tal forma que, el 40% de las veces se diagnostica en menores de
un afo y el 80% en menores de 4 afios. Su presentacion por encima de los 10
anos no llega al 3% (Tabla 3). En una revisiéon de mas de 3.000 casos de NB
(1990-2000) de diversos grupos de estudios oncolégicos, la edad media de
diagndstico fue de 17.3 meses (Oishan y Bunin, 2000).

En Espaia, el informe estadistico del Registro Nacional de Tumores
Infantiles (Peris, 1997) correspondiente al periodo de seguimiento de 1980 a
1988, pone de manifiesto que el NB ocupa el cuarto lugar en frecuencia tras las

leucemias y linfomas y los tumores del Sistema Nervioso Central, con un
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10.4% del total de casos. La tasa de incidencia anual en nuestro pais es de
9,9/millébn de habitantes, con una distribucién por edad y sexo similar a la

encontrada en otros paises (Tabla 3).

Los programas de deteccién selectiva de este tumor, basados en la
determinacion de metabolitos urinarios de catecolaminas, no han demostrado
una suficiente eficacia a la hora de disminuir la mortalidad global del mismo.
(Woods et al, 1996; 2002).

Tabla 3. Distribucion porcentual de NB por edades y sexo

Sexo | <flano | 1danos | 59ahos | 10-14anos
Varén 37.8% 45.7% 13.7% 2.2%
Mujer 35.2% 49.9% 10.6% 3.7%
Total 36.6% 47.5% 12.3% 2.9%

1.2.2 Etiologia

La causa del NB es desconocida. Estudios sobre factores ambientales tales
como exposicion prenatal a hidantoinas, alcohol o influencia de campos
electromagnéticos en el area profesional, determinadas profesiones como
electricidad, jardineria o pintura y algUnos virus no han sido definitivamente
confirmados. A la luz de los conocimientos actuales, no se ha demostrado por
tanto, que existan circunstancias del medio ambiente de cualquier indole que
tengan interés epidemiolégico en la incidencia del NB.

Algunos autores consideran como factor implicado en la patogénesis de
ciertos subtipos histologicos de tumores neuroblasticos, con fenotipo maligno,
una inadecuada respuesta a las sefiales reguladoras de la diferenciacion
celular (Castleberry, 1997). Una de las moléculas mas relacionadas es el
Factor de Crecimiento Nervioso (GNF) y su receptor, perteneciente a la familia
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de las neurotrofinas, las cuales participan en la regulacién de la diferenciacion
de los neuroblastos simpaticos. La expresion de este receptor se ha asociado a
grupos de pacientes con biologia y clinica favorable y de buen pronéstico
(Nakagawara et al, 1993).

Se ha sugerido un papel de ciertos péptidos en el desarrollo del tumor, si
bien no se ha establecido una relacién definitiva. La expresion del receptor de
la Somatostatina se ha relacionado con subtipos histologicos diferenciados,
con bajos estadios de enfermedad y con buen pronéstico (Qualman et al, 1992;
Kogner et al, 1997). Asimismo, el Péptido intestinal vasoactivo (VIP) se ha
asociado a tumores diferenciados y se ha comprobado que es capaz de inducir
diferenciacion neuronal en cultivos celulares de NB humano; este proceso se
correlacioné con un aumento de la sintesis de VIP, y de la expresion de su
receptor, sugiriéndose su participacion en los mecanismos de autorregulacion
de la maduracion y proliferacion del tumor (Pence y Shorter, 1993). Los
neuropéptidos Cromogranina A y Neuropéptido Y podrian ser utiles como
marcadores de enfermedad activa y de respuesta al tratamiento (Eder et al,
1998; Dotsch et al, 1998).

El NB es una enfermedad generalmente de apariciéon esporadica pero el 1-
2 % de los casos presenta una historia familiar. Estos siguen un modelo
autosémico dominante con penetrancia incompleta. En una revision de casos
familiares de NB la edad media de diagnostico fue de 9 meses y al menos un
20% de los casos mostraron afectacion adrenal bilateral o afectacion primaria
multifocal (Kushner et al, 1985). El gen responsable de los casos familiares de

NB estaria localizado en el brazo corto del cromosoma 16 (Weiss et al, 2000).

Por otro parte la enfermedad de Hirschsprung, la hipoventilacion central
(Sindrome de Ondine) y la Neurofibromatosis tipo 1 han sido descritas en
pacientes con NB, tanto esporadicos como familiares. Estos hallazgos sugieren
que el NB puede formar parte de un espectro de sindromes que afectan al
anormal desarrollo de las células de la cresta neural (Bower y Adkins, 1980;
Maris et al, 1997; Kushner et al, 1986). Otros defectos congénitos y sindromes
genéticos se han relacionado asociados a NB pero no se han podido identificar
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anomalias especificas que se correspondan con un incremento de su

frecuencia de presentacion.
1.2.3 Histologia

El NB deriva probablemente de las células pluripotenciales simpaticas
(Simpatogonias), las cuales proceden a su vez de la cresta neural. Se
caracteriza por ceéelulas pequenas y redondeadas con abundantes granulos,
formando entre ellas agrupaciones denominadas Pseudorrosetas de Homer-

Wright, y areas de calcificacion, necrosis y hemorragia (Figura 2).

Figura 2. Pseudorrosetas de Homer- Wright (H&E, X40)

El microscopio electronico revela procesos dendriticos conteniendo
microtubulos orientados longitudinalmente y granulos citoplasmicos periféricos
electrondensos que contienen catecolaminas. Otras sustancias secretadas por
el tumor son ferritina, sinaptofisina y enolasa neuroespecifica, asi como la

presencia de neurofilamentos, reconocidos por técnicas inmunohistoquimicas.

La clasificacién histopatolégica mas utilizada es la desarrollada por
Shimada et al, (1984), y revisada por Joshi et al (1992). Finalmente fue
actualizada por ambos autores junto con otros destacados patélogos,

denominandose Clasificacion Histopatologica Internacional del Neuroblastoma
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y establecida en torno a la edad, los hallazgos histol6gicos referidos al estroma
celular, indice mitético ( mitosis- cariorrexis) y grado de diferenciacion celular,

correlacionados con factor pronostico (Shimada et al, 1999).

1.2.4 Genética

Las caracteristicas citogenéticas, presentes en el 80% de los casos, con
correlacién pronostico incluyen delecion del cromosoma 1p, deleciones en el
cromosoma 11qy 14q, anomalias en el cromosoma 17q, amplificacién n-myc,
indice DNA y otros marcadores tales como expresion del gen del receptor del
Factor de crerecimiento nervioso (TRKA), genes relacionados con
multirresistencia a farmacos (MDR1 y MRP) y genes asociados a invasion y
metastasis (nm23 y CD44).

El indice DNA presenta también correlacién con la respuesta al tratamiento
quimioterapico; la hiperdiploidia se asocia a estadios inferiores de enfermedad
y buena respuesta a tratamiento en nifios pequefios (Look et al, 1984). La
amplificacion del protooncogén n-myc se localiza en el brazo corto del
cromosoma 2, ocurre en el 25% de los neuroblastomas no tratados y se asocia
con estadios avanzados (Brodeur et al, 1984) y la delecion del cromosoma 1p
se asocia a estadios avanzados y progresion rapida del tumor. Las
traslocaciones no balanceadas del extremo distal del cromosoma 17q son una
de las anomalias mas frecuentes en NB primarios con pérdida concomitante de
material genético en el cromosoma 1p, asociandose a mal pronéstico (Figuras
3y4).
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Figura 3. Amplificacién del oncogen n-myc. (FISH)

Figura 4. Traslocacion t (17;1)



1.2.5 Clinica

El NB, por su procedencia, puede localizarse desde la fosa craneal
posterior hasta el coccix. El 65% surgen en el abdomen vy, de éstos, la mitad en
la glandula suprarrenal. Un 20% se origina en el térax, preferentemente en el
mediastino posterior Entre los lactantes las regiones cérvico-toracica es la
predominante, mientras que en nifios mayores del afio corresponde a la

glandula adrenal (Castleberry, 1997).

El NB se manifiesta frecuentemente como masa dura e indolora en cuello,
torax y abdomen. Se disemina por invasion local y a ganglios linfaticos
regionales; la via hematdégena a médula 6sea, esqueleto, higado y piel es
frecuente. Aproximadamente el 60-75% de los pacientes presentan metastasis
en el momento del diagndstico con la correspondiente sintomatologia. Asimismo
pueden aparecer hipertension arterial, encefalopatia cerebelosa aguda y
trastornos metabdlicos asociados al tumor como cuadro de diarrea severa e
hipokaliemia por produccion del neuropéptido VIP, e hipercalcemia de causa
desconocida.

La exploracion fisica pone de manifiesto la existencia de una masa cervical
o abdominal, adenopatias, signos secundarios a infiltracién 6sea periorbitaria
con equimosis y proptosis; Sindrome de Horner o cuadro de debilidad de
miembros secundario a una localizacion paraespinal.
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Las pruebas complementarias pueden revelar alteraciones hematolégicas,
elevacion de ferritina sérica, lactato deshidrogenasa, enolasa neuroespecifica;
en orina hallaremos elevados los metabolitos de catecolaminas, acidos

vanilmandélico y homovanilico.

Las pruebas de imagen vienen determinadas segun la localizaciéon del
tumor e incluyen radiografia de térax, tomografia computadorizada, resonancia

magnética y gammagrafia 6sea con meta-yodobencilguanidina.

.2.6 Clasificacion

El sistema Internacional de estadios del Neuroblastoma (INSS) es en Ia
actualidad el utilizado por los distintos grupos de oncologia pediatrica. Esta
basado en las caracteristicas clinicas, radiolégicas y quirtrgicas del tumor
(Brodeur et al, 1993) (Tabla 4).
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Tabla 4. Sistema Internacional de estadios del Neuroblastoma

Estadio | Descripcion

Tumor localizado confinado al area de origen, reseccidon completa y
I total, con o sin enfermedad residual microscopica. Ganglios
ipsilaterales y contralaterales negativos.

A Tumor localizado resecado incompletamente; ganglios linfaticos
ipsilaterales negativos.

Tumor localizado con o sin reseccion completa, con ganglios
IIB ipsilaterales no adherentes positivos y ganglios contralaterales
negativos.

Tumor infiltrante mas alla de la linea media, con o sin afectacion de
ganglios regionales, o tumor localizado unilateral con afectacién
] ganglionar contralateral; o tumor en linea media con extension

bilateral por infiltracién (no resecable) o por afectar a ganglios
linfaticos. -

Cualquier tumor primario con diseminacién a ganglios linfaticos
v distantes, higado, médula 6sea, hueso, piel, o cualquier otro 6érgano
(a excepciodn de los definidos para el estadio 1Vs)

Tumor primario localizado (como se describe para los estadios I, lIA
Vs o |IB, con diseminacion limitada a piel, higado, o0 médula ésea (en
nifios <1 afio)

1.2.7 Diagnodstico

El diagnéstico se confirma con biopsia tisular. El aspirado y biopsia de

médula 6sea se debe realizar previo a cualquier intervencion quirurgica. Por
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ultimo se procede al estudio histopatologico del tumor y médula 6sea si existe

afectacion asi como al andlisis citogenético.

Se han establecido unos criterios minimos para el diagnéstico de NB, los
cuales han sido elaborados por un grupo de oncélogos pediatricos (Brodeur et
al, 1988). Se confirma la existencia del tumor si (1) un diagnéstico histoloégico
inequivoco al microscopio Optico es realizado a partir de una muestra de tejido
tumoral, con o sin inmunohistoquimica, microscopio electrénico o aumento
sérico de catecolaminas o sus metabolitoé; o bien (2) el aspirado o biopsia de
médula 6sea contiene células tumorales, y aumento sérico o urinario de
catecolaminas o metabolitos. Si la histologia e inmunohistoquimica son
equivocas, los hallazgos genéticos caracteristicos tales c0m6 delecion del

cromosoma 1p o amplificacidn n-myc, podrian apoyar al diagnéstico.

1.2.8 Diagnostico diferencial

Entre un 5-10% de los NB no producen catecolaminas y en el 1% de los
pacientes no se halla el tumor primario. Debido a su variedad clinica se incluyen
en el diagnodstico diferencial procesos inflamatorios o infecciosos sistémicos
como Artritis Reumatoide, Osteomielitis, enfermedades neurologicas primarias e

incluso enfermedad inflamatoria intestinal.

Entre los tumores metastasicos que afectan médula ésea a tener en cuenta
se incluyen Rabdomiosarcoma, Sarcoma de Ewing, Neuroepitelioma, Linfoma

y Leucemia.

1.2.9 Pronédstico

La edad y el estadio en el momento del diagnéstico son las dos variables
clinicas mas importantes predictoras de evolucion (Evans et al, 1987).

Asimismo caracteristicas genéticas entre las que se incluyen nimero de copias
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n-myc, ploidia (Look et al, 1991) y delecion o pérdida de heterocigosidad del
cromosoma 1p (Maris et al, 2000), anomalias en el cromosoma 17q y expresion
del gen del receptor TRKA han sido propuestas como marcadores pronéstico.
Otros factores séricos, importantes en el pasado, son ferritina, enolasa

neuroespecifica, lactato deshidrogenasa y el gangliésido de membrana Gpg,

La supervivencia libre de enfermedad a los 3 afios en pacientes con estadio
I, 1, y IVs de la clasificacion INSS es del 75-90%. Lactantes con INSS lll y IV
tienen tasas de supervivencia del 85 y 65 %, sin embargo nifios mayores del

afio con estadio similar alcanzan cifras del 50 y 15 % respectivamente.

1.2.10 Tratamiento

Las modalidades de tratamiento para este tumor son ftres: cirugia,
quimioterapia y radioterapia. La cirugia es requerida en la mayoria de los
pacientes; gracias a ella se consigue definir' el diagnéstico y proveer de
material histolégico para definir el estadio, determinar la situacién de los
ganglios intracavitarios no adhefidos al tumor primario asi como la extirpacion
del mismo. El tratamiento posterior de quimioterapia y/o radioterapia es definido

tras el estadio del paciente.

EI NB esta considerado un tumor radiosensible. El papel de esta modalidad
terapéutica ha sido modificado con las nuevas clasificaciones de estadio-riesgo.
Se utiliza combinada con quimioterapia en pacientes con afectacion de ganglios
linfaticos regionales, tratamiento paliativo de metastasis, tumores de
localizacion intraespinal, irradiacion total previa al trasplante autélogo de
médula 6sea o0 neonatos con estadio Vs y distrés respiratorio secundario a
hepatomegalia.

La quimioterapia es la piedra angular del tratamiento de estos pacientes.
En la actualidad se ha demostrado mas ventajoso el tratamiento combinado de
varios agentes que incluyen Ciclofosfamida, Ifosfamida, Doxorrubicina,
Tenipésido, Etopdsido, Cisplatino o Carboplatino (Brodeur y Maris, 2002).
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Pacientes clasificados de bajo riesgo son tratados con cirugia Unicamente
debido a su alta tasa de curacion; utilizando cirugia secundaria y quimioterapia

para las posibles recurrencias locales.

Pacientes de riesgo intermedio reciben quimioterapia, siendo una de las
combinaciones con carboplatino, etopésido, ciclofosfamida y doxorrubicina, con
cirugia de revisibn en la mayoria de los casos; afaden al tratamiento
radioterapia local (Matthay et al, 1998) excepto en pacientes con progresion de
la enfermedad tras el tratamiento inicial o aquellos con tumor irresecable con
hallazgos biolégicos desfavorables tras finalizar quimioterapia. El numero de

ciclos de quimioterapia viene determinado por los hallazgos biologicos.

En el grupo de alto riesgo se han utilizado terapias agresivas en un intento
de mejorar las tasas de supervivencia. Se incluye la quimioterapia de
induccion, el tratamiento de consolidacion y la terapia de enfermedad minima
residual. Las mejores tasas de respuesta en la fase de induccion se han
conseguido con aquellas combinaciones que incluyen el cisplatino a altas
dosis. A continuacién se realiza la terapia de consolidacién con agentes
citotoxicos mieloablativos con reinfusion autdloga de médula 6sea. Los
diferentes regimenes utilizados obtienen datos del 35% al 60% de
supervivencia libre de enfermedad a los tres afos. El tratamiento de la
enfermedad minima residual se basa en aquellos agentes cuya diana
especifica es la célula de NB; asi ha demostrado cierta eficacia el tratamiento
con 13-cis-retinoico, mejorando la supervivencia respecto al grupo no tratado

(Matthay et al, 1999).0Otros farmacos se describen en el siguiente apartado.

1.2.11 Estrategias terapéuticas futuras

Los objetivos en el tratamiento del NB son conseguir un mejor control de la

enfermedad asi como alcanzar mejores expectativas para aquellos nifios con
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recaidas tras tratamiento inicial. En la actualidad el trabajo de los

investigadores se centra en los siguientes aspectos:

¢ Identificacion de nuevas drogas y combinaciones. Se ha utilizado
topotecan en combinacién con ciclofosfamida en enfermedad refractaria

con aceptable toxicidad hematolégica (Saylors et al, 2001).

o Métodos que permitan quimioterapia intensiva sin necesidad de

reinfusion autdloga.

e Anticuerpos monoclonales contra el gangliésido Gpp. Los datos
preliminares hacen recabar esperanzas en dichas moléculas tras la
quimioterpia citorreductora. Como contrapartida esta la produccién de
anticuerpos neutralizantes y la aparicion de dolor neuropatico en la
mayoria de los pacientes.

e Otras terapias experimentales son: utilizacibn de MIBG radiactiva,
desferroxiamina, Acido Valproico en combinacion con Interferéon alfa
(Cinatl, 2002), terapia con sustancias inhibidoras de la angiogénesis,
inhibidores de los receptores de la tirosinkinasa (TRK), nuevos retinoides
que inducen muerte celular y antagonistas del TRKA, que bloquearian

vias esenciales para la supervivencia celular.
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.3 NEUROPEPTIDOS

1.3.1 Neurotransmision

Fue a partir del descubrimiento de la célula neurona como unidad
estructural del Sistema Nervioso (Ramon y Cajal,1888) cuando se planteo,
unos afios mas tarde, la existencia de una sustancia de naturaleza quimica

como mediadora de la transmision sinaptica (Sherrington, 1906).

La comunicacién interneuronal, sabemos hoy dia que es llevada a cabo
principalmente por un mediador quimico, denominado clasicamente
neurotransmisor, y en menor cuantia, por transmision eléctrica. En la actualidad
se conocen mas de medio centenar de sustancias quimicas integrantes de la

comunicacion sinaptica.
Se clasifican en dos categorias:

o Transmisores de molécula pequefia y accion rapida

Se caracterizan, en su mayoria, por sintesis y almacenamiento en
granulos del citosol del terminal presinaptico, liberacion a la hendidura sinaptica |
tras despolarizacion de la membrana y unién al receptor postsinaptico, con
accién sobre los canales idnicos modificando la conductancia de los mismos,
dando lugar a excitacién o inhibicién celular; todo ello-ocurre en milisegundos.
A continuacion son inactivados por difusidn a los tejidos o por destruccion
enzimatica, o bien reutilizados al ser nuevamente incorporados al terminal
presinaptico. Estos neurotransmisores son los que producen la mayoria de las
respuestas inmediatas del sistema nervioso como la transmision de las sefales
sensoriales al cerebro y de las sefiales motoras a los musculos. Ejemplos
pertenecientes a este grupo son: Aminas (epinefrina, norepinefrina, dopamina,
serotonina e histamina), Acetilcolina, y algunos aminoacidos como Glicina o
Glutamato.
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o Neurotransmisores peptidicos

El descubrimiento de la existencia de sustancias de naturaleza peptidica
en el Sistema Nervioso Central ha sido uno de los hallazgos que mas ha
influido en la evolucién del conocimiento de sus funcioﬁes asi como de sus
complejas interrelaciones neuroquimicas. Los criterios que debe cumplir un
neuropéptido para ser considerado como neurotransmisor son los establecidos

para el grupo de monoaminas y aminoacidos.

La diferenciacion clasica que dividia los neuropéptidos en
neurotransmisores y neuromoduladores no se contempla actualmente; los
neuromoduladores eran descritos como reguladores y con accion sobre grupos
neuronales amplios de forma indirecta. Actualmente se sabe que un mismo
neurotransmisor puede en determinadas localizaciones actuar como

neuromodulador y viceversa.

Se sintetizan como moléculas precursoras de gran tamafio, Pre-
proproteina, en el reticulo endoplésmico rugoso del soma celular y se
almacenan en vesiculas que son transportadas hacia el terminal presinaptico,
(Hokfelt et al, 1980). Alli es separada del resto por medio de una enzima,
metaloendopeptidasa, originandose asi la Proproteina. Posteriormente es
almacenada tras varios procesos enzimaticos, que incluyen endopeptidasas y
carboxipeptidasas, en granulos secretores del Aparato de Golgi; durante este
proceso la proproteina sufre modificaciones estructurales (glicosilacién,
formacién de puentes disulfuro y fosforilacion) por enzimas especificas que dan
origen a los diferentes péptidos. Estos son finalmente liberados al espacio
sinaptico en la fase de despolarizacion. De una misma molécula de
proproteina, dependiendo del tipo de enzima que actia, se originan diferentes
tipos de péptidos, (Costa et al, 1980). En funcién de la dotacién enzimatica de
las neuronas sintetizadoras de neuropéptidos y de la actividad y especificidad
de dichas enzimas, estas células tendran mayor o menor produccion y
liberacion de transmisores; por lo tanto, no sélo hay una regulacién cuantitativa
de la liberacién de mensajeros, como en los neurotransmisores clasicos, sino
que también es cualitativa.
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La liberacion ocurre por un mecanismo calcio-dependiente; es un proceso
mas lento y de menor cuantia (1.000 veces menos que las monoaminas y
100.000 veces menos que los aminoacidos); esto es compensado por la mayor
potencia, afinidad a los receptores y duracién de accién, bien directamente o

actuando como neuromoduladores al activar segundos mensajeros.

Tras unirse a su receptor son eliminados al difundir a los tejidos
circundantes e inactivados por peptidasas; parece no haber fenébmeno de
recaptacion. Entre sus acciones cabe citar la activacion o inactivaciéon de
genes, cierres prolongados de canales de calcio o modificaciones mas o menos

duraderas en el nimero de receptores.
1.3.2 Coexistencia-Cotransmision

La coexistencia o fendmeno por el cual una neurona puede sintetizar y
almacenar distintos neurotransmisores, clasicos (monoaminas y aminoacidos)
o peptidicos, fue introducido por Hokfelt et al (1980), invalidando el concepto
clasico de Dale (1954) de una neurona-un neurotransmisor. El neurotransmisor
clasico y el peptidico pueden estar almacenados en la misma vesicula o de
forma independiente. La coexistencia de estas dos sustancias en la misma
terminal sinaptica amplia las posibilidades de accion y permite comprender

algunas acciones hasta entonces carentes de base cientifica.

La liberacion en el proceso de cotransmision puede ser mixta ante un
estimulo si su almacenaje es conjunto o del tipo diferenciado si su
almacenamiento es en granulos diferentes. También puede modificarse su
Iiberacic’m, de forma que sea independiente la liberacion de los cotransmisores,
en virtud de la intensidad de los estimulos que alcanzan la terminacion
sinaptica. Todo ello es indicador de la capacidad de la neurona para emitir
informacion y da idea del alto grado de plasticidad funcional que posee una

terminacién nerviosa (Bartfai et al, 1988).

El fenébmeno de la cotransmisién entre las TK ha sido estudiado por Maggi
et al (2000) y concluye que, SP y NKA son coliberados de neuronas entéricas y
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terminaciones nerviosas sensoriales. Esta duplicacion de mensajes
taquicinérgicos, unida a la presencia de distintos subtipos de receptores en la
célula diana, da idea de la complejidad que conlleva el andlisis de la
cotransmision. La respuesta final tras la union de los mensajeros a sus

respectivos receptores es muy heterogénea y puede traducir:

- Sefial activadora sumatoria: la activacion de cada receptor potencia la
accion del otro.

- Respuesta cooperadora entre cada uno de los receptores activados
para llegar a la accion final.

- Respuesta especializada: en determinadas cotransmisiones ocurre lo

que se ha llamado una respuesta especializada en cuanto a tiempo de

actuacion como a mecanismos activados en la misma célula diana.

1.3.3 Clasificacion Neuropéptidos

Se incluye la realizada por Salvador (1986) por ser una de las mas
completas y utilizadas (Tabla 5).
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Tabla 5. Clasificacion Neuropéptidos

8

Familias Peptidicas

a) Opiaceos

b) Neurohipofisarios: Vasopresina: Oxitocina, Neurofisina.

c) Secretinas: Secretina, Glugacén, VIP, GIP, GHRF, PHI.

d) Insulinas: Insulina, Relaxina. Somatomedina. NGF.

e) Taquicininas

f) Somatostatina y Polipéptidos pancreaticos:
Somatostatina, Neuropéptidon, Péptido YY.

g) Gastrinas: Colecistoquinina, Gastrina

Opiocortinas: ACTH, Alfa-MSH,Endorfinas
(Alfa, Beta y Gamma).
Encefalinas: Metionina-encefalina , Leucina-
encefalina.

Dinorfinas: Dinorfina 1-8, Dinorfina A (1-17),
Dinorfina B o Rinorfina

Neoendorfinas

Otros péptidos opioides: Amida, FMRF, Péptido
E, Péptido F.
BAM

Otros Péptidos de familias no definitivamente establecidas.

a) Hipofisarios:GH, Lipotrofina

b) Hipotalamicos: GnRH, TRH, CRF

¢) Hormonas circulantes: Angiotensina I, Calcitonina
d) Hormona digestiva: Motilina

e)Otros: Bombesina, Bradiquinina, Carnosina, Proctolina, GRP,

Oxintomodulina
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El listado de neuropéptidos es una serie abierta y continuamente se ve

ampliada por nuevas sustancias, para lo que se precisa verificar su presencia a

nivel cerebral asi como el cumplimiento de los requisitos para ser considerados

como neurotransmisores.

1.4 TAQUICININAS

La familia de las taquicininas (TK) constituye una familia de péptidos, los

cuales se hallan estructuraimente relacionados y ampliamente distribuidos

entre vertebrados e invertebrados; su denominacion se debe a la rapida

actividad contractil sobre la musculatura lisa gastrointestinal. Las TK conocidas

en mamiferos son seis:

SP, descrita inicialmente por los autores Von Euler y Gaddum
(1931).

Neurokinina A (NKA) y Neurokinina B (NKB) descubiertas
posteriormente por Kimura et al (1983) y Kangawa et al (1983), y
gue ha sido relacionada con la eclampsia.

el Neuropéptido K (NPK) (Tatemoto et al, 1985) y Neuropéptido
gamma (NPy) (Kage et al, 1988), son formas elongadas de NKA,
cuyas funciones no han sido totalmente definidas.

Hemokinina-1 (HK-I) es la TK recientemente clonada y se expresa

principalmente en tejido no neuronal.

Erspamer (1981) describi6é otros péptidos pertenecientes a esta familia en

especies no mamiferas: Fisalemina, Eledoisina, Kassinina, Filomedusina y

Uperoleina.

Todas ellas presentan actividad sobre el musculo liso y érganos secretorios

pero con distinta potencia relativa. Los efectos biolégicos de las TK estan

mediados a ftravés de tres tipos de receptores denominados receptor
Neurokinina-1 (RNK1), RNK2 y RNK3. '
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1.4.1 Estructura

Caracteristicamente todas las TK presentan un grupo amida en el extremo

Carboxi-terminal y la secuencia comun: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2, siendo X un

residuo hidréfobo o aromatico, y el extremo aminoterminal es distinto para cada

péptido (Tabla 6). La secuencia carboxilica es esencial para la interaccién y la

activacion del receptor, mientras que el extremo amino define la especificidad

al subtipo de receptor, (Krause et al, 1992). Afiadir que la estructura primaria de

las TK se ha conservado a través de la evolucion de las especies, sugiriendo el

papel destacado de este grupo molecular en los sistemas biol6gicos.

Tabla 6. Estructura de las Taquicininas

SP

NKA
NKB
NP K

NPy

Physalemina

Eledoisina

Kassinina

Uperoleina
Hemokinina 1

Phylomedusina

Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-MetNH,
His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val- Gly-Leu-MetNH,
Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val- Gly-Leu-MetNH
Asp-Ala-Asp-Ser-Ser-lie-Glu-Lys-GIn-Val-Ala-Leu-Leu-
Lys-Ala-Leu-Tyr-Gly-His-Gly-GIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-
His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH,
Asp-Ala-Gly-His-Gly-Gln-lle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-
Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH,
pGlu-Ala-Asp-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr- Gly-Leu-MetNH,
pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-lle- Gly-Leu-MetNH,

Asp-Val-Pro-Lys-Ser-Asp-GIn-Phe-Val- Gly-Leu-MetNH,

pGlu-Asn-Pro-Asn-Arg-Phe-lle-Gly-Leu-MetNH,
pGlu-Asn-Pro-Asn-Ala-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met NH»
Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GlIn-Phe-Phe-Gly-Leu-MetNH,

1.4.2 Genética

Tres son los genes que codifican las TK en mamiferos: Preprotaquicinina A
(PPT-A), Preprotaquicinina B (PPT-B) y Preprotaquicinina C (PPT- C).
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El gen PPT-A humano contiene siete exones y puede expresar cuatro
isoformas de ARNp, que dan lugar a la SP, NKA, NPK y el Neuropéptido y
(Nakanishi, 1987). En humanos los genes contienen siete exones. La
maduracién alternativa de la transcripciéon primaria produce cuatro isoformas de
ARNm a, B, vy 9, las cuales difieren en la combinacioén de sus exones. El gen
PPT-B codifica la NKB y el gen PPTC, recientemente clonado, da lugar a
cuatro isoformas de ARN,, y codifica la Hemokinina 1 (Camarda et al, 2002;
Almeida et al, 2004). (Figura 5).

PPTA (7921-922) PPTH (12q15)
43 ¥E
w XEKH
¥
PPTC (17q21)
&
SE - ™ Hemokinina 1

Figura 5. Esquema de la estructura de los genes humanos PPT-
A, PPT-B and PPT-C. Los exones de cada uno de los genes
estan expresados por nimeros. Las isoformas del ARNm del
gen PPT-A (a, B, y y 8) y los productos codificados por cada
exon estan indicados. Se incluye la localizacién cromosémica
de cada gen.
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1.4.3 Distribucion

Las TK se distribuyen ampliamente por el Sistema nervioso central (SNC);
destaéan los ganglios basales (el nicleo estriado en su proyecciéon a la
sustancia negra), la amigdala, el hipocampo, nucleos del tronco, corteza
cerebral y asta posterior de la médula. También se localizan a nivel de las
terminaciones periféricas en aparato respiratorio (NKA principalmente),

digestivo y vias urinarias.

Fuera del Sistema Nervioso, la SP se ha detectado en células endoteliales,
células de Leydig, y células pertenecientes al sistema inmune. En cuanto a la
NKB, se halla en placenta y utero humanos, relacionandose con preclampsia.
El ARm que expresa la HK-l fue demostrado por primera vez en células
hematopoyéticas y parece ser un factor esencial en la maduracién de células
pre-B (Almeida et al, 2004).

Todo lo anteriormente expuesto sugiere una amplia distribucion de las TK'y

no exclusiva del tejido nervioso.

l.4.4 Receptores taquicinérgicos

Son glicoproteinas que forman parte de la familia de Receptores acoplados
a la Proteina G, una superfamilia de proteinas que representa un 1% del
genoma humano y con un papel clave en las sefales intracelulares. En la
actualidad los tres tipos de receptores taquicinérgicos reconocidos han sido
caracterizados por estudios farmacoldgicos y clonacion; se conocen su
estructura y disposicion transmembrana. Se han distinguido dos posibles
lugares de unién utilizando péptidos marcados. Se denominan receptor NK1
(RNK1), NK2 (RNK2) y NK3 (RNK3) con diferente capacidad de unién para la
SP, NKA y NKB, (Nakanishi, 1991; Betancur et al, 1997).
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En cuanto a la estructura poseen siete dominios hidrofébicos
transmembrana (TMI-VIl) con tres giros extracelulares, el extremo amino-

terminal extracelular y el carboxiterminal intracitoplasmico (figura 6).

NK; receptor

Colorminsd

NEK; receptor

NE; receptor

Figura 6. Disposicion transmembrana de RNK1, RNK2 y RNK3
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- RNK1: La afinidad que posee este receptor es: SP>> NKA > NKB. La
SP tiene unas 100-1000 veces mayor afinidad que NKA y NKB. En cuanto a la
HK1 se comporta como agonista NK1 (Camarda et al, 2002).

Estudios cuantitativos de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa),
hibridacién in situ y autorradiografia sobre la distribucién del ARNm del RNK1
han demostrado una importante concentracion del mismo en locus coeruleus,
estriado ventral asi como en hipocampo y nucleos amigdalares, en este sentido
se ha destacado una relacion importante del RNK1 con las areas reguladoras
del habla y las relacionadas con el estrés. Niveles mas bajos se han hallado en
corteza cerebral, fundamentalmente en coértex visual (Caberlotto et al, 2003).
Otras localizaciones en SNC son bulbo olfatorio, tubérculos cuadrigéminos
superiores, nucleo del tracto solitario y asta dorsal de la médula espinal
(Otsuka y Yoshioka, 1993). ’

La distribucion del receptor en tejido periféricos la encontramos en
neuronas del plexo miénterico intestinal, células acinares, fibroblastos, células
endoteliales, células musculares lisas y del sistema inmune (Camarda et al,
2002).

- RNK2: Consta de 398 aminoacidos y su capacidad de unién es en este
orden: NKA>NKB>SP. Principaimente localizado en tejidos periféricos como
células musculares lisas, plexo mientérico, vias urinarias y respiratorias; en
SNC lo encontramos en corteza frontal, estriado, septum, hipocampo, sustancia
negray cerebelo.

- RNK3: Este receptor esta ¢constituido por 452 aminoacidos y muestra
afinidad decreciente por NKB>NKA>SP. En SNC se halla en corteza cerebral,
hipocampo y el nucleo interpeduncular; periféricamente alrededor de los vasos
sanguineos, células musculares lisas y recientemente se ha localizado en Gtero
y placenta (Almeida et al, 2004).
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- Receptor NK1

En la actualidad es el receptor NK mejor caracterizado de los tres subtipos.
Es una glicoproteina, de 407 residuos, miembro de la familia de receptores
acoplados a la Proteina G, en concreto relacionado con las subunidades alfa
de la proteina de Gqy G11, (McDonald et al, 1996). Muestra una gran similitud
con los de otras especies, como rata y cobaya.

La transcripcién primaria del RNK1 puede expresar varias isoformas de
ARNmM, que dan lugar a diferentes subtipos del RNK1. Estos se diferencian en
la composicion aminoacidica y en su peso molecular, aunque las

caracteristicas funcionales no son del todo conocidas.

En la actualidad han sido descritas en linfocitos humanos la isoforma de 58
kDa (McGillis et al, 1990), y en la linea linfoblastica humana IM-9, ademas de
la anterior, otras dos de 33 y 38 kDa (Organist et al, 1988;/ van Ginkel y
Pascual, 1996). Por el contrario, Friess et al (2003) ha informado de otra
isoforma de 46 kDa en tejido pancreatico normal y tumoral. Estudios en tejido
cerebral de rata aportaron otros dos subtipos diferentes de receptores en el
rango de 54 y 46 kDa. (Nakata et al, 1988; van Ginkel y Pascual, 1996).

Los sitios de unién al receptor, dentro de la estructura helicoidal, estan
situados muy superficialmente, en el extremo amino-terminal, y en los finales
de las hélices Ill, VI y VII, (Fong et al, 1992).

El grupo de investigadores de Schwartz T ha estudiado y caracterizado en
detalle el RNK1 consiguiendo un modelo de estudio sobre la interaccion entre
neurotransmisores y farmacos. Tras la aparicion del primer antagonista no
peptidico NK1, CP96345, se pudo estudiar de forma paralela los lugares de
unién de éste y de la SP. Se observd que mientras la SP se liga a los puntos
mas periféricos, concretamente en los giros de la helicoidal, el antagonista se
une, debido a su caracter hidrofébico, a los segmeritos transmembrana del

receptor (Figura 7); éste lugar de unidn no es crucial para la SP, pero al unirse
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el antagonista podria bloquear los efectos del péptido (Gether et al, 1993).
También se sabe que analogos de la SP pueden funcionar como agonistas al
unirse a un punto de unidn y como antagonista si lo hace en el otro lugar del

RNK1, segun la via del segundo mensajero activado (Sachon et al, 2002).

Sustancia P

(a)

{:: p&ﬁ. 345 ! Pre it "i

Figura 7. Vista del RNK1 desde el exterior de la membrana celular. Los
puntos de interaccion con la SP estan marcados como circulos verde y

blanco(a); el lugar de union para el antagonista se halla marcado con
circulos de color rojo (b)
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.5 SUSTANCIA P

1.5.1 Datos histdricos

La sustancia P (SP) se considera el neurotransmisor peptidico mejor y mas
ampliamente caracterizado en cuanto a distribucion, liberacioén y propiedades
biolégicas. La SP fue descubierta por los doctores Von Euler y Gaddum en
1931 como un hallazgo serendipico mientras intentaban aislar acetilcolina de
extractos de cerebro e intestino equinos. Hallaron una sustancia con accion
- espasmogénica e hipotensora a la que denominaron “preparacion P”, al
prepararla en forma de polvo tras su separacion de los tejidos. Cuatro décadas
mas tarde, los autores Chang y Leeman (1971) realizan la primera purificacién
completa de la SP. Leeman et al hallaron un material peptidico mientras
intentaban aislar el factor liberador de corticotropina en hipotalamo de buey.
Ademas observaron que dicha sustancia con actividad sialogoga no era
antagonizada por atropina ni por bloqueantes adrenérgicos y poseia las
mismas propiedades biolégicas que las preparaciones de SP parcialmente
purificadas. Estos autores demostraron su naturaleza peptidica y describieron

sus 11 aminoacidos.

Tregear et al, (1971) realizd por primera vez su sintesis; otros grupos
también realizaron su fabricacién con posterioridad, y actualmente distintos

laboratorios sintetizan el péptido.

Tras su aislamiento, afios mas tarde, los autores Lembeck (1953) y
Pernow B (1953) sugieren el posible papel de neurotransmisor en el Sistema
Nervioso para la SP. Posteriormente, los efectos del neuropéptido fueron
estudiados en modelos fisiolégicos por Takahashi et al (1974) y Henry (1976).
En la década comprendida entre 1975-1985, otros autores realizan estudios de
distribucién, monitorizacién y liberacibn de la SP con técnicas de

radioinmunoensayo e inmunohistoquimica y verifican la hipotesis sobre el
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caracter neurotransmisor de la Sustancia P (Olgart et al, 1977; Nicoll et al,
1980; Pernow, 1983; Otsuka y Yoshioka, 1993).

I.5.2 Estructura y Propiedades quimicas

La SP es un péptido de once aminoacidos con peso molecular de 13476 y

cuya secuencia es (figura 8):

H- Arg- Pro- Lys- Pro- GiIn- GIn- Phe- Phe- Gly- Leu- Met- NH,

La SP es soluble en agua y alcohol, insoluble en éter y cloroformo. Tolera
ebullicion a pH entre 1-7 y es rapidamente destruida en medio alcalino. En
electroforesis se desvia hacia el catodo a pH< 10 y su punto isoeléctrico esta
proximo a 9. La actividad biolégica de la SP es inactivada por Tripsina y

Pepsina, y resiste la accion de las carboxipeptidasas.

Figura 8. Imagen tridimensional de la molécula SP



1.5.3 Distribucidn

La SP se distribuye en el Sistema Nervioso de todas las especies animales
vertebradas siendo su concentracién inversamente proporcional a la
diferenciacion de las especies. Predomina en la sustancia gris sobre la
sustancia blanca. Estudios de radioinmunoensayo e inmunohistoquimicos han
establecido la existencia de SP en la mayoria de las regiones del SNC. Se ha
detectado SP en somas celulares de mas de treinta regiones cerebrales, que
incluyen troncoencéfalo y médula espinal, asi como una extensa red de

proyecciones axonales.

En corteza cerebral se localiza en las areas somatomotora,
somatosensorial, visual y olfatoria. También hallamos SP en nucleos

amigdalares del hipocampo, capsula interna y septum.

A nivel subcortical es donde se hallan los mayores niveles del péptido; los
nucleos caudado y putamen presentan la mayor densidad de somas celulares
conteniendo SP con proyecciones de fibras axonales a la sustancia negra,

convirtiendo el area estriado-nigral en la principal concentracion del péptido.

En troncoencéfalo se distribuye entre los principales nucleos neuronales vy,
en médula espinal, se localiza preferentemente en las astas posteriores (Tabla
7).
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Tabla 7. Concentraciones regionales de la Sustancia P

Regién cerebral

SustanciaP

..... ~ (PMOL/ G TEJ)
Hipotalamo 133.8+/-21.3
Nucleo caudado 112+/-12.1
Globus palido 518+/-151.4

Sustancia negra

921.6+/- 155.9

Corteza cerebelosa

0.3+/- 0.1
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En el sistema nervioso periférico se localiza principalmente en las
neuronas sensoriales primarias de los ganglios espinales, cadena cervical

simpatica, asi como en los ganglios yugular, nodoso y trigeminal.

En el resto del organismo estad ampliamente distribuido, localizandose
alrededor de los vasos sanguineos o como terminales nerviosos en la mayoria
de los tejidos y 6rganos; asi, se ubica en piel, glandulas sudoriparas, foliculos
pilosos, pulpa dentaria, aparato respiratorio, genitourinario, cardiovascular y en

los plexos miénterico y submucoso del sistema digestivo, (Pernow,1983).

.5.4 Cotransmision

Las neuronas que poseen SP interactian o coexisten con grupos
neuronales productores de monoaminas, acetilcolina, aminoacidos y otros

neuropéptidos. Algunos ejemplos son:

- SP y Catecolaminas, (Glowinski et al, 1980; Cassam et al, 1999).
- SP y Serotonina, (Hokfelt et al, 1980).

-SP y Acetilcolina, (Belcher et al, 1977).

-SP y otros neuropéptidos: NKA (Dalsgaard et al, 1985; Maggi, 2000), el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), Glutamato (Xu et al,
1992) y Galanina (Wiesenfeld-Hallin et al, 1984; 1992).

I.5.5 Almacenamiento y Liberacién
Diversos estudios realizados por Von Euler, (1963) sobre los lugares de

almacenamiento en tejido neuronal demostraron fracciones granulares

conteniendo al péptido.
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Técnicas de radioinmunoanalisis e inmunohistoquimica, utilizadas por
Schenker et al (1976) y Barber et al (1979), llevaron al conocimiento de la

localizacién sinaptica de la SP.

La liberacion de la SP ha sido ampliamente estudiada tanto in vitro como in
vivo. La primera evidencia de que la SP ejerce una accion despolarizante sobre
las neuronas motoras espinales, fue descrita por Otsuka et al, (1972); dicho
autor demuestra por primera vez la liberacion de SP desde la médula espinal al
realizar electroestimulacion en ratas recién nacidas. Los resultados obtenidos
dieron pie a la formulacion de hipétesis sobre la implicaciéon del péptido en la

transmision de la sensibilidad nociceptiva, (Otsuka y Konishi, 1976).
1.5.6 Metabolismo

Una vez liberado el péptido, como respuesta a un estimulo despolarizante,
es inactivado por el ataque enzimatico sin que participen procesos de

recaptacion por el terminal nervioso.

Los autores Benuck y Marks, (1975) describieron una endopeptidasa
neutral parcialmente purificada a partir de cerebro de rata con capacidad

proteolitica sobre la SP.

La endopeptidasa neutral es un enzima localizado en la superficie de las
células que poseen receptores de Taquicininas. Produce la inactivaciéh por
tanto de multiples péptidos, entre ellos la SP. Se ha estudiado la modulacién de
la actividad de este enzima por diferentes agentes tales como irritantes
inhalados (tolueno, humo de tabaco), infeccién viral respiratoria, que actdan
inhibiendo la endopeptidasa mientas que los corticoides, potencian su
respuesta, (Nadel, 1990; 1991).
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1.5.7 Mecanismo de accion

Desde el punto de vista electrofisiolégico la SP presenta caracteristicas
comunes a un transmisor tipo excitador, es decir, su accion conlleva un
aumento de la conductancia al ién potasio en la membrana neuronal, que
mediada de forma primaria por una proteina G, incrementa la excitabilidad y da
origen a la despolarizacion neuronal, (Flérez et al, 2003). Aplicaciones de SP
en el nucleo medial de la amigdala4 y putamen provocan una fuerte y
prolongada aceleracion de la descarga espontanea neuronal, que persisten

cierto tiempo después de la retirada de la SP.

La SP ejerce su actividad biol6gica al unirse a su receptor NK1. La unién
del péptido al receptor da lugar a la activacion del complejo asociado a la
proteina G, compuesta por distintas subunidades a, B y y; ello conlleva un
intercambio de GDP (Guanosinbifosfato) a GTP (Guanosintrifosfato) en la
subunidad G, la cual activa la fosfolipasa C. Este enzima cataliza la
conversién de fosfatidilinositol bifosfato a inositoltrifosfato (IP3) y Diaclglicerol.
El IP; libera calcio hacia el citosol desde los depositos intracelulares y el
Diacilglicerol activa una Proteina Kinasa C. La actividad de la subunidad Gq es
regulada por una enzima GTPasa, que conlleva nuevamente a la configuracién
inicial de reposo del complejo proteico G, reuniéndose las tres subunidades
(Figura 9). El calcio intracelular activa los canales de cloro y la respuesta
celular. La proteinkinasa activa induce la expresion de ARNm y la sintesis
proteica. Tras la activacion, el receptor es rapidamente desensibilizado (Krause

et al, 1992; Vigna, 2001).

56



Figura 9. Mecanismo de acciéon SP

1.5.8 Propiedades de la SP

La SP esta considerada como uno de los neurotransmisores excitadores
mas potentes que actian en el SNC ademas de ejercer otras actividades en el

resto del organismo. Destacan las siguientes acciones:
a) Sistema Nervioso Central

- Cortex cerebral

A nivel cortical aumenta la actividad neuronal de forma intensa y duradera.
Se ha comunicado niveles mas bajos de SP en pacientes con Enfermedad de

Alzheimer que presentan alteraciones en corteza cerebral (Barker, 1991).

-Sistema Hipotalamo- hipofisario
La liberacién de SP da lugar a la activacion del tracto hipotalamo-hipofisario,
con un aumento de las hormonas hipofisarias, (Beartschi et al, 1981).
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-Sistema Estriado-Nigral _

Diversos estudios han demostrado la liberacion de Dopamina en Sustancia
Negra por la SP, (Jessell, 1978). La complejidad de las acciones de la SP en
esta localizacibn se deba probablemente a su interacciobn con otros
neurotransmisores, como por ejemplo el GABA; la interaccion de los tres
sistemas GABA, SP y Dopamina en el area nigro-estrial contribuye al control

del tono neuronal de la via extrapiramidal (Somogyi et al, 1982).

-Interaccién con distintos grupos neuronales
Actuando como neuromodulador de neuronas conteniendo catecolaminas,
Acetilcolina, Serotonina, GABA y otros neuropéptidos, (Ver apartado de

Cotransmision).

- Sistema limbico
La presencia de SP en ciertas areas como la amigdala sugiere su

participacion en el comportamiento emocional.

- Médula espinal

La distribucion preferencial en el asta dorsal, en concreto en las laminas | y
Il, sugiri6 que la SP estaba involucrada en la transmisién central de
modalidades sensoriales especificas. Los estudios llevados a cabo por (Henry
et al, 1975; 1976) indicaron que la SP participa en la transmisiéon de la
sensibilidad nociceptiva, ejerciendo el papel de neurotransmisor de la primera
neurona sensitiva. Estudios electrofisiologicos, demuestran que tras aplicacion
por iontoforesis de SP sobre las astas posteriores sélo estimula las neuronas
relacionadas con la nocicepcion, (Radhakrishnan et al, 1991). Asimismo se ha
comprobado que participa de forma importante en la transmisiéon del estimulo
doloroso de alta intensidad asi como en el mantenimienté de la hiperalgesia,
(Manthy et al, 1995).
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b) Aparato Digestivo

En la actualidad el papel y la distribucion de las TK en el tracto
gastrointestinal son bien conocidos gracias a los trabajos de investigacion que
diversos autores han venido realizando durante algo mas de dos décadas,
(Furness y Costa, 1987), (Holzer y Holzer-Petsche, 1997).

Los tres subtipos de receptores de TK se expresan en neuronas entéricas,
musculo liso, células epiteliales, sistema inmune y vasos sanguineos. La SP
esta implicada junto con las restantes TK en las funciones de secrecién de
fluidos y electrolitos, motilidad intestinal, vascularizacion e inmunitaria; se habla
incluso de la regulacion taquicinérgica intestinal y del probable papel de los

receptores de dichas sustancias como dianas terapéuticas.

¢) Rifibn y sistema urinario

La SP es actualmente reconocida como sustancia natriurética y diurética,

actuando a nivel central y localmente, favoreciendo el flujo sanguineo.
d) Aparato respiratorio

En la década de los 80 se comenz6 a implicarr a la SP en la regulacién de la
resistencia de las vias aéreas, tras observar el edema subepitelial y la
broncoconstricciéon  inducidos por la estimulacién de aferencias vagales que
contenian SP (Lundberg et al, 1983). Hoy dia se sabe que los pacientes asmaticos
presentan y un aumento en la expresion del RNK1 en‘ bronquios junto con una

hiperrespuesta a la SP (O'Connor et al, 2004).

e) Sistema circulatorio

La SP es uno de los vasodilatadores conocidos mas potentes; su capacidad
vasodilatadora es 100 veces mayor que la de las Bradicininas. Clasicamente, la

59



inyeccion intradérmica de SP en el hombre da lugar a una respuesta tipo
histamina, con habén, prurito y enrojecimiento, lo que confirma su capacidad de
liberar histamina para mediar algunas de sus acciones vasculares. La SP esta
implicada en la denominada vasodilatacidn neurogénica; se trataria de
neuronas extrinsecas de tipo sensorial las cuales rodean los vasos sanguineos

adyacentes, (Furness et al, 1982).
f) Sistema visual

La SP participa como mediador en la respuesta ocular ante sustancias
quimicas irritantes. Produce tras su liberacion hiperemia y miosis que provoca
de forma secundaria hipertensién ocular por blogueo capilar (Camras y Bito,
1980). Recientemente han sido identificados RNK1 y RNK2 en las arteriolas de
la retina (Gaspar et al, 2004).

g) Cadena ganglionar Simpaética

La SP, segun estudios inmunchistoquimicos, formaria parte del arco reflejo
no colinérgico intestinal proporcionando asi- una conexion funcional entre
neuronas simpaticas y sensoriales; dotando a éstas de funcionalidad y no como
meras transductoras de informacion (Dun y Jiang, 1982).0tros estudios hablan
de una regulacion de la actividad simpatica en los ganglios por la SP (Kessler y
Black, 1982).
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1.5.9) FISIOPATOLOGIA

- SP y Nocicepcion

La SP esta implicada en la percepcién del dolor siendo liberada desde las
terminaciones sensitivas periféricas y astas posteriores de médula espinal en
respuesta a estimulos dolorosos (Hokfelt et al, 1975; y Bowery, 1995). La
participacién de la SP en la transmision del estimulo doloroso es un hecho
comprobado y admitido desde hace décadas. Son numerosos los trabajos que
han ido aportando a lo largo de este tiempo multiples evidencias: la distribucion
anatomica en los ganglios espinales, trigeminal y en astas posteriores de
médula espinal, con una concentracion mayor en las laminas I-ll, donde llegan
las fibras amielinicas Ad y C, que transmiten la sensibilidad dolorosa; se ha
comprobado liberacion del péptido como respuesta a un fenédmeno inflamatorio
o tras estimulo doloroso (Schaible et al, 1990;Sanchez , 2001; Diaz, 2002;
Zamarriego, 2003), asi como un aumento de la expresion del RNK1 en la
superficie de las astas posteriores (Krause et al, 1995). Mantyh et al, (1995)
concluyen tras su estudio que los fenédmenos inflamatorios podrian causar una
reorganizacién de las vias implicadas en la nocicepcién, al demostrar que los
RNK1 de neuronas de astas posteriores sufren un proceso de endocitosis

reversible ante un estimulo nociceptivo.

~ SP e Inmunidad

La SP desempefia un papel de neurocinmunomodulador, relacionandose
fundamentalmente su actividad con el sistema mononuclear-fagocitico. Posee
una regulacion autocrina en diversas células, entre las que se hallan los
macrbfégos, los cuales poseen RNK1 y segregan SP (Lucey et al, 1994).
Puede estimular la proliferacién de linfocitos T, la diferenciacion de linfocitos B,
la produccion de anticuerpos, la actividad oxidativa de la fagocitosis en los
macrofagos, la degranulacion de los mastocitos y la quimiotaxis de
polimorfonucleares (Scicchitano et al, 1988; McGillis et al, 1990). En monocitos
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de sangre periférica estimula la produccién de Interleucinas (IL-1, IL-6, IL-10,
IL-12) y TNF-a (Ho et al, 1996b).

TNF-a es una de las principales moléculas que favorecen la expresion del
VIH tipo 1 en LinfocitosT y monocitos (Rosenberg et al, 1992). En conexién con
lo anterior, se ha sugerido una posible relacién entre la SP y la enfermedad por
VIH, como lo refrendan los estudios en nifios infectados por el virus, los cuales
tienen niveles superiores de SP respecto del grupo control, y los estudios in
vitro con macréfagos donde se demuestra la modulacién de la replicacion del

virus por el péptido (Lai et al, 2001).

- SP e Inflamacion

Los neuropéptidos y citoquinas son elementos fundamentales en Ia
intercomunicacion de los Sistemas nervioso e inmunitario. La interrelacién de la
SP con el Sistema inmune ha sido tema de investigacion de diversos autores y,
se ha comprobado que, en el denominado proceso de inflamaciéon neurogénica,
la SP es un elemento clave al favorecer la permeabilidad capilar y la
extravasacion de los componentes del sistema inmune; asi la SP ha sido
implicada en la patogénesis de la migrafia produciendo extravasacion
plasmatica en la duramadre al ser liberada desde aferencias sensoriales del
Trigémino, (Moskowitz et al, 1993).

La SP interviene en el control neurogénico de la inflamacion pudiendo
iniciar o  exacerbar algunas condiciones inflamatorias crénicas fuera y dentro
del SNC, tales como Esclerosis Multiple, Enfermedad de Alzheimer, Psoriasis,
Artritis autoinmune o Asma, (Gilbert y Payan, 1991; Ho et al, 1998). Se han
hallado niveles elevado de SP, los cuales se han correlacionado con fases de
actividad, en distintas enfermedades inflamatorias tales como Colon irritable,
Artritis reumatoide y patologia inflamatoria respiratoria (asma, sarcoidosis,
bronquitis crénica) (O'Connor et al, 2004).
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La elevada densidad de receptores para la SP en las células gliales sugiere
una participacion del péptido en los mecanismos de respuesta de la glia frente a
las agresiones al SNC. Se ha podido evidenciar un aumento de la expresion de
RNK1 en astrocitos reactivos tras la seccion experimental del nervio optico
(Mantyh et al, 1989). En dichas células induce la sintesis de citoquinas, tales
como Interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) y TNF-q; todas ellas relaciqnadas con

procesos inflamatorios del SNC.

- SP y Depresion

La SP y su RNK1 estan presentes en las areas cerebrales relacionadas con
el control de la respuesta a situaciones de estrés y de la conducta afectiva. En
estas areas coexiste e interacciona con otros neurotransmisores, implicados a
su vez en estas funciones, tales como Serotonina y Norepinefrina, actuando
probablemente como modulador en ambos sistemas. A partir de estos hechos
Kramer y Rupniak han venido desarrollando una linea de investigacion en el
area del comportamiento ante el estrés y su control farmacolégico (Kramer et al,
1998; Rupniak et al, 2000). |

-SP y Cancer

Estudios realizados desde hace dos décadas en cultivos celularés de
ﬁbrobiasto y de SCLC (Rozengurt et al, 1983) demuestran que, al igual que los
denominados factores de crecimiento, ciertos neuropéptidos estan implicados
en el control de la proliferacién celular comportandose como tales. Se ha
comprobado su capacidad de unidn a diferentes receptores y de generar
multiples sefiales  intracelulares las cuales, al interactuar sinérgicamente,
iniciarian una respuesta proliferativa (Woll y Rozengurt, 1988).

Destacan los trabajos llevados a cabo sobre lineas celulares de fibroblastos
de raton (Swiss 3T3) y de Cancer de pulmén de células pequeiias humano
(SCLC), las cuales expresan receptores para multiples neuropéptidos, entre los
que se encuentran la SP. Sus receptores pertenecen a la familia de receptores

acoplados a la Proteina G, y tienen en comun el mecanismo de accion
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postreceptor con movilizacién de los depositos de Calcio intracelular (Sethi et
al, 1992).

Los hallazgos anteriores lievaron a varios autores a sugerir que el
crecimiento de dichos tumores pudiera estar regulado por diferentes circuitos
autocrinos y paracrinos, (Carney et al, 1987; Zachary et al, 1987; Langdon et al,
1992).

1.6 ANTAGONISTAS DE LA SP

El desarrollo de moléculas con capacidad selectiva para unir
especificamente los receptores‘de la SP y bloquear la accion del mismo ha
permitido profundizar en el conocimiento del neuropéptido y su papel en
situaciones patolégicas. Los primeros pasos en la sintesis de dichas sustancias
fueron realizados por Folkers et al, (1981) y posteriormente por Regoli et al,
(1984) y otros (Dutta et al, 1986), modificando aminoacidos del extremo C-
terminal por residuos D-aminoacidicos y otras modificaciones como N-
metilaciébn o incorporacidon de residuos lactamicos obteniendo antagonistas

especificos de la SP con ninguna o insignificante actividad agonista.

Las limitaciones que presentaban los antagonistas peptidicos, su menor
afinidad al receptor asi como su inestabilidad metabdlica y una rapida
inactivacion por peptidasas, motivaron la ampliacion de la investigacion hacia
moléculas no peptidicas con capacidad de uniéon a los receptores de las

Taquicininas.

Snider et al, (1991) informaron sobre el primer antagonista no peptidico
NK1, CP96,345; en una revision de Quartara y Maggi, (1998), el listado de
moléculas descritas como Antagonistas no peptidicos con especificidad para el
RNK1 humano era de 38. Los antagonistas no peptidicos pueden ser amonios
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cuaternarios derivados de la quinuclidina, analogos de la piperazina y los

compuestos pipiridinicos, entre otras estructuras quimicas.

Por otra parte, el avance en el conocimiento de la estructura de los RNK,
de sus lugares.de union, e incluso las teorias de diferentes subtipos de RNK1
ha permitido profundizar en el papel fisiologico y en la fisiopatologia de la SP.
La secuencia del gen del RNK1 ya es conocida y la clonacién del receptor ha
sido posible; todo ello junto con el desarrollo de las técnicas de biologia
molecular ha dado lugar a la formulacién de nuevas drogas; se habla de la
participacion de los distintos tipos de RNK en una misma patologia y se estan
ensayando antagonistas con capacidad de accion sobre NK1 y NK2 (Prasanna
et al, 2004).

Entre los principales campos de investigacidon donde se han estudiado
estas moléculas destacan el area del dolor y la inflamacion, su participacion en
las enfermedades con base inmunologica, terapia antitumoral, control de la
emesis postqgimioterapia, depresién mayor y trastornos relacionados con el

control emocional. Se describen los mas efectivos en dichas areas.

l.6.1Clasificacion

- Antagonistas peptidicos

La serie de antagonistas utilizados es muy extensa y nombramos aquellos
de mayor potencia:

- @D-Arg', D-Trp*"®, Leu'| SP

- @-Arg', D-Pro?, D-Trp ®, Leu""| SP

- D-Arg', D-Phe’, D-Trp"®, Leu'!] SP

- &rg®, D-Trp"®, MePhe®] SP (6-11)

- D-Pro*-Trp"® SP

- @-Arg', D-Trp ™®, Leu'"] SP ( Spantide 1)

- H-D-Lys(Nicotinoyl)-Pro-8-(3-pyridyl)-Ala]-pro-D-Phe83,4-Cl,)-Asn-D-
Trp-Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH; (Spantide II)

- @-Pro*, D-Trp %" Phe''} SP (4-11)
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- Antagonistas peptidicos de cadena corta: NY 3238, NY 3460, NY
3521

- Antagonistas ho peptidicos

Desde el punto de vista clinico, debemos destacar el papel que
desempefian los antagonistas selectivos del RNK1, tales como: CP-96345, CP-
99994 , RP-67580, L-733,060, SR-1400333, GR-203040, RP-67580, MEN-
11467, MEN-11149, Vofopitant (GR-205171), CP-122721, Ezlopitant (CJ-
11,974), CJ-12,458 y CJ-12,764 (metabolitos activos de Ezlopitant), MK-869 (L-
754030), L-758298, L-742694 y L-759274.

1.6.2 Acciones
- En la nocicepcion

Los estudios iniciales con animales demostraron efectos analgésicos de los
antagonistas, algunos mediados centralmente, (Laird et al, 1993; Rupniak et al,
1996).

Sin embargo algunos trabajos recientes han llegado a resultados
contradictorios en cuanto a la capacidad de control del dolor por los
antagonistas de RNK en patologias como migrana (Goldstein et al, 1997),
neuropatias periféricas (Coudore et al, 1988) y osteoartritis (Rupniak y Hill,
1999).

-Enel VIH

CP-96,345 en ensayos in vitro con macrofagos de sangre periférica
infectados por el virus VIH ha provocado una intensa inhibiciébn sobre la
replicacion del virus en estas células; los autores postulan que tal efecto es
consecuencia de la unién del antagonista al RNK1 bloqueando el circuito

autocrino de la SP en los macrofagos afectados (Lai et al, 2001).
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- En la emesis postquimioterapia

Una de las areas de investigacion donde mas sek han estudiado los
antagonistas no peptidicos ha sido el control de la emesis inducida por
quimioterapia y tras intervenciones quirirgicas abdominales. La distribucion de
la SP en las fibras vagales aferentes gastrointestinales y en las areas eméticas
del troncoencéfalo, y la capacidad inductora del vomito intravenosa, hicieron

pensar en un posible papel del péptido en las respuestas eméticas.

Vofopitant (GR-205171), CP-122721, Ezlopitant (CJ-11974), MK-869 (L-
754030) y su profarmaco L-758298 han sido los cinco antagonistas no
peptidicos, con elevada selectividad para el receptor NK1, estudiados
inicialmente en humanos. Estos han demostrado ser altamente eficaces en el
control de nauseas y vomitos, secundarios al tratamiento quimioterapico, sin
provocar efectos adversos importantes en los ensayos clinicos
correspondientes (Navari et al, 1999; Diemunsch y Grelot, 2000; Campos et al,
2001).

- Sobre la depresion y los trastornos de ansiedad.

La SP y su RNK1 estan presentes en las areas cerebrales relacionadas con
el control de la respuesta a situaciones de estrés y de la conducta afectiva. En
estas areas coexiste e interacciona con otros neurotransmisores, implicados a
su vez en estas funciones, tales como Serotonina y Norepinefrina, actuando

probablemente como modulador en ambos sistemas.

La investigacion llevada a cabo por los autores Kramer y Rupniak demostro
la capacidad antidepresiva del antagonista NK1 especifico MK-869 y de la
implicaciébn de la SP en el control animico. Un estudio multicéntrico, doble
ciego, fue realizado en pacientes con Depresion mayor. El farmaco fue
administrado oralmente durante seis semanas, siendo bien tolerado; no mostr6

diferencias significativas en la aparicion de efectos adversos respecto al
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placebo. La eficacia del MK-869 fue comparable al antidepresivo paroxetina,
inhibidor de la recaptacion de Serotonina (Kramer et al, 1998; Rupniak et al,
2000).

Estudios neuroquimicos recientes en animales confirman en ensayos
experimentales de conducta el efecto antidepresivo de los siguientes
antagonistas no peptidicos utilizados oralmente: MK-869 (10 mg/kg), L-742694
(10 mg/kg), L-733060 (10 mg/kg), CP-99994 (30 mg/kg), y CP-122721 (3-30
mg/kg), (Varty et al, 2003). L-759274, antagonista selectivo del RNK1, ha
mostrado ser igualmente eficaz y seguro en el tratamiento oral de la Depresién

mayor (Kramer et al, 2004).

- Sobre la patologia intestinal

En la actualidad se encuentran en ensayo clinico antagonistas no
peptidicos en ciertas patologias de origen intestinal donde se ha evidenciado
cambios en el sistema de las Taquicininas, como el Sindrome del colon irritable

o la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Evangelista, 2001).

Se ha estudiado el efecto de L-733,060 en ratones con lesion hepatica
provocada por lipopolisacaridos bacterianos y proponen a los antagonistas
RNK1 como posibles agentes terapéuticos en la enfermedad inflamatoria
hepatica, al aumentar la sintesis de interleucinas hepatoprotectoras IL-6 e IL-10
(Bang et al, 2003).

- Efécto antitumoral

MEN 11467 y MEN 11149, altamente selectivos para los RNK1 humanos
han sido estudiados in vitro e in vivo en cultivos celulares de Astrocitoma
humano grado lIl y en Xenoinjerto del tumor implantado subcutaneamente en

ratones atimicos Los resultados obtenidos fueron de una inhibicion duradera
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aunque no irreversible del crecimiento celular y del implante tumoral (Palma et
al, 2000).

- En el Sistema nervioso central

Estudios con antagonista RNK1 especificos han evidenciado la participacion
de la SP y su receptor NK1 en los efectos y lesiones degenerativas a nivel del
cuerpo estriado ocasionadas por el consumo de drogas (ver siguiente

apartado).

1.6.3 L-733,060

La molécula utilizada en nuestro estudio ha sido (2S, 3S)3-(8,5-bis
(trifluorometil) fenil] methoxi)-2-fenylpiperidina, un potente y selectivo
antagonista del receptor de la SP (NK1), cuyo peso molecular es 438.9. La
afinidad al receptor NK1 humano es una de las mas elevadas, Ki:0.8nM
(Harrison et al,1994). Traspasa facilmente la barrera hematoencefalica, con

una accién prolongada en SNC (figura 10).

Figura 10. Estructura molecular L-733,060

L-733,060 ha sido utilizado, via intravenosa en estudios pilotos
mostrando una accién analgésica, la cual es mediada a nivel del SNC,

69



retrasando las conductas tardias, tras estimulacion nociceptiva, con una DE
(50) de 0.2nM, sugiriéndose un posible papel como analgésico de accion
central (Rupniak et al, 1996). Asimismo se ha descrito una accién ansiolitica en
ensayos de experimentacion animal, suprimiendo las repuestas de
comunicacion oral en crias de cobayas tras separacion materna, a dosis
intraperitoneal o subcutanea de 3 mg/kg; posteriormente en estudios pilotos ha
sido administrado via oral, a 10mg/kg, mostrando similares efectos

antidepresivos a los farmacos utilizados convencionalmente (Varty et al, 2003).

L-733,060 ha sido estudiado en un modelo animal de hepatitis provocado
por lipopolisacaridos bacterianos. Los resultados de la investigacion han
mostrado una accion preventiva, dosis dependiente, del dafio hepatico mediado
por la SP, procedente de las aferencias nerviosas periportales; el antagonista
NK1 humano tras su union con el RNK1 ha bloqueado la respuesta
proinflamatoria de las citoquinas en los hepatocitos y la apoptosis celular
hepatica, ambas mediadas por la SP. Los resultados obtenidos sugieren un
posible uso terapéutico de L-733,060 en las enfermedades hepaticas de base
inmune (Bang et al, 2003; 2004).

La SP via receptor NK1 es und de los mediadores de los efectos
psicoestimulantes de cocaina y anfetaminas (Loonam et al, 2003), y
responsable en parte de la degeneracion de las terminaciones dopaminérgicas
nigroestriatales secundaria al consumo de estas drogas. L-733,060 ha sido una
de las moléculas empleadas en el estudio experimental en ratones que confirmo
el papel de la SP y su RNK1 en la lesion degenerativa en el area nigroestriada
inducida por metanfetam'ina, la cual aumenta los niveles de SP en el estriado,
(Yu et al, 2002). Estos hallazgos abren nuevas vias terapéuticas a
enfermedades degenerativas como la Enfermedad de Huntington y el
Parkinson, y un nuevo aspecto a considerar en la terapia frente a la adicciéon a

drogas.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

BIRLIDTECA
CENTROS DELASALUD
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Los procesos tumorales malignos continGan siendo la primera causa de
muerte por enfermedad en el grupo de edad pediatrico. La incidencia de las
formas de cancer invasor se ha visto incrementada en los Ultimos afios a pesar
del descenso de las cifras de mortalidad y de la mejora en la supervivencia

para la mayoria de los canceres de la nifiez.

En cuanto al Neuroblastoma, se trata del tercer tumor pediatrico mas
frecuente y el mas diagnosticado en lactantes; supone en torno al 35% de las
neoplasias malignas neonatales. La tasa de incidencia se sitia entre el 8-10%
de todos los canceres infantiles. A pesar de los avances en la terapia de estos
tumores las cifras de supervivencia en el grupo de alto riesgo, tras tratamientos
de rescate, se hallan entre el 20-50% a los 5 afios.

La causa del NB sigue siendo desconocida pero algunos estudios han
relacionado factores de crecimiento y neuropéptidos en su patogénesis asi
como en el proceso de maduracion y autorregulacion.

El papel de ciertos neuropéptidos, entre ellos la SP, como factores
mitogénicos es un hecho admitido por numerosos autores. Ademas en
diferentes células normales y tumorales se ha podido demostrar la sintesis de

SPy la expresion del RNK1, siendo mayor en estas ultimas.

La SP ftras la activacion de su receptor NK1 (RNK1) favorece el
crecimiento tumoral y su progresion en tumores tan distintos como Gliomas,
Carcinoma de Mama o Tumor carcinoide. Hoy dia sabemos que mas de un
90% de las metastasis de NB producen SP.

Por otro lado, el desarrollo de moléculas con accion selectiva sobre los
RNK1 ha ampliado los conocimientos respecto al papel de la SP y del RNK1 en
la patogénesis de los tumores, en estudio in‘ vitro e in vivo. El antagonista NK1,
L-733060, ha sido utilizado en ensayo preclinico para otros fines terapéuticos
distintos al cancer.
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Por todo ello, parece probable que la SP desempefia un papel relevante en
la carcinogénesis. No obstante no se ha conseguido establecer en la actualidad
una estrecha relacion entre este importante tumor de la infancia y dicho

neurotransmisor.

Como consecuencia de lo expuesto con anterioridad, nos planteamos las

siguientes hipotesis de trabajo:

P N

. Existe en el NB receptores de la SP.

2. La SP, tras la unién con su receptor NK1, provoca el crecimiento tumoral
del NB.

3. La aplicacion de un antagonista del receptor NK1 inhibe la proliferacion
tumoral del NB.

4. El efecto inhibitorio provocado por el antagonista NK1, en el NB, es
revertido tras la aplicacion de nuevo de la SP.

Basandonos en estas hipotesis, planteamos la realizacion de un estudio,

cuyos objetivos son:

-Determinar la presencia de receptores NK1 en la linea celular humana
de NB SK-N-BE (2).

-Valorar la posible mitogénesis de la SP en la linea celular humana de
NB SK-N-BE (2).

- Evaluar la posible actividad inhibitoria del Antagonista NK1 especifico
L-733,060 sobre la linea celular humana de NB SK-N-BE (2).
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- Valorar la inhibicién del crecimiento celular y establecer su relacion con

la dosis del antagonista y el tiempo de actuacioén.
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MATERIAL Y METODOS
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ill.1 CULTIVO CELULAR
111.1.1 Material
A) Aparatos y material para cultivo celular

Para la realizacion de esta Tesis, se han utilizado los medios técnicos y
materiales siguientes:

- Campana de flujo laminar vertical con sistema de luz U.V. (ultravioleta),
, (Glatt Labortecnic).

- Incubadora de células con atmésfera controlada con 5% de CO2, 95%
de aire, 95% de humedad parcial y una temperatura de 37°C, (Thermoforma
310).

- Microscopio 6ptico (NikonAFX-DX, Japan).

- Microscopio invertido Olympus CKX 41 (Olympus optical Espafia, SA.
Barcelona Spain).

- Bafio termostatico.
- Centrifuga SIGMA 4K10.

- Camara de recuento celular tipo Neubauer (Kova Slide 10 with grids,
Hycor Biomedical, CA, USA).

- Frasco de cultivo tipo Costar (Falcon, Heidelberg; Germany).
- Pipetas serolégicas (Falcon, Becton Dickinson, France).

- Pipetas digitales (Gilson Medical Electronics, France).
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-Pipeto digital.
- Frascos de cultivo de 250 ml (Falcon, Heidelberg; Germany).
- Filtros de 0.22 ym (Schleicher & Schuell FP030/3).

-Tripsina (0.05% and 0.02% EDTA without Ca®* and Mg ?*, Sigma-Aldrich
Co, LTD, UK).

- Azul Tripan (Sigma- Aldrich Co, LTD, UK).
- Materiales estériles diversos.
B) Linea celular
En nuestro estudio, se han utilizado células que proceden de una linea
celular de neuroblastoma humano denominada SK-N-BE (2); dicha linea fue

proporcionada en el Centro de cultivos celulares americano ATCC (American
Type Culture Collection) por Biedler JL (1978).

La linea celular SK-N-BE (2) fue establecida en 1972 a partir de una
metastasis de médula 6sea tomada de un nifio con neuroblastoma diseminado,
tras repetidos ciclos de quimioterapia y radioterapia. Las caracteristicas de la

linea celular quedan recogidas en la tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas de la linea celular SK-N-BE (2)

de duplicacion

Cadigo ATCC CRL-2271
Tejido Neuroblastoma. Lugar metastasis: médula ésea
Morfologia Neuroblasto
Cariotipo Numero modal de cromosomas:44
Las células crecen de forma mixta, adheridas a la
Subcultivo base del frasco de cultivo y otras formando
agregados celulares en flotacion; sustituir el medio
de cultivo cada 2-3 dias
Medio 90% Medio esencial de Eagle y medio F12 de Ham
de cultivo en proporciéni:1;10% Suero bovino fetal
Tiempo 30 horas

Medio

de congelacion

Medio de cultivo, 95%; DMSO, 5%
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C) Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado estaba compuesto por la solucion estandar
RPMI-1640 (Gibco Lab., Grand Island, NY), enriquecido con suero bovino fetal
inactivado al 10% (Gibco Lab., Grand Island, NY), Hepes Buffer 10 mM (JRH
Biosciences, Inc., Lenexa, USA), 2 mM L-glutamina, 100 units/ml Penicilina y
100 pg/ml Estreptomicina (Bio Whittaker Europe). Este medio aporta mas
nutrientes a la célula, y por ello se sustituyé por el medio estandar indicado en
la tabla 8.

ill.1.2 Método

El cultivo celular es el mantenimiento de las células in vitro, preservando al

maximo sus propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas.

- Normas generales de manipulacion

La manipulacién de las células en cultivo debe seguir unas normas muy
estrictas de asepsia. Se trabaja siempre dentro de una campana de flujo
laminar vertical, la cual es sometida durante 30 minutos aproximadamente a luz
ultravioleta. Normalmente se utiliza una llama de un mechero de alcohol con el
que se refuerzan las medidas contra una posible contaminacién, ademas del

uso rutinario de guantes estériles.

Los medios de cultivo, las soluciones y todos los materiales que entran en
contacto con las células han de estar esterilizados, normalmente por uso de
filtros de 0.22 pm de diametro de poro. Ademas, estas soluciones se calientan

en un bafio de agua a 37°C antes de entrar en contacto con las células.
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- Siembra de cultivo

La linea celular fue sembrada en frascos de cultivo de 75 cm? y 250 ml de
capacidad a una concentracion de 10° cel/mi con 20ml de medio de cultivo. Las
células se introducian en incubadora a 37° C de temperatura en una atmésfera
humidificada con 95% de aire / 5% de CO;,

El medio de cuitivo era renovado cada 48-72 horas en condiciones de

esterilidad bajo campana de flujo vertical laminar.

- Preparacion de Subcultivos

Tras 6 dias de la siembra del cultivo, las células han crecido recubriendo
toda la superficie del frasco en monocapa a la vez que han formado agregados
celulares en suspension. A continuacién se procede a tripsinizar el cultivo para
la realizacion de subcultivos y proseguir el mantenimiento de la linea celular.
Para ello se realizaron los siguientes pasos:

a) Separacion celular

Bajo condiciones de esterilidad, se decanta el medio de cultivo del frasco,
se afaden 5 ml de Tripsina previamente calentada a 37° C, y se mantiene en
incubadora durante 5 minutos. La tripsina actia disgregando las células y

separando la monocapa adherida a la base del frasco de cultivo.

Transcurrido el tiempo en incubadora, se afiade al frasco 5 ml de medio de
cultivo para inactivar la tripsina. Se aspira y expele con la pipeta, el volumen
hasta conseguir una suspension celular homogénea. A continuacion se pasa la

suspension celular a un frasco estéril de cultivo.
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b) Recuento celular

La camara de Neubauer es una camara de recuento adaptada al
microscopio de campo claro o al de contraste de fasés. Para determinar la
viabilidad celular se utiliza la tincién de las células con azul tripan. Este es un
coloide que se introduce en el interior de las células que presentan roturas en
la membrana. Las células muertas incorporan el colorante ( el citoplasma y el
nacleo se tifien de azul) y las células intactas, y por lo tanto viables, no se

tifen.

Tras el calculo de la concentracion celular en el medio, se inocula a cada
nuevo frasco de cultivo 10° cel/ml y se afiaden 20 ml de medio de cultivo. Se
transfieren a incubadora a 37 °C con las condiciones de humedad y CO;

previamente mencionadas.

- Congelacion y descongelacion celular

En el procedimiento del mantenimiento de las células, uno de los pasos
obligados es la congelacion celular. Esta es necesaria para preservar las
caracteristicas originales de la linea celular asi como para la obtencién de
reservas ante cualquier incidencia como por ejemplo la contaminacion de los
cultivos.

Después de la tripsinizacion, el total de la suspensién se centrifuga durante
3 minutos a 1500 r.p.m. (revoluciones por minuto) a'temperatura ambiente. Se
aspira el sobrenadante y se resuspende el botén celular en 1 6 2 ml de medio
de congelacion (mezcla de medio de cultivo con DMSO al 5% v/v). El DMSO
actia como agente crioprotector. Se alicuota rapidamente en uno o dos
criotubos que se colocaran en un congelador de viales de células con
isopropanol que permite una bajada paulatina de la temperatura a - 80°C.
Cuando las células alcanzan una temperatura inferior a -50°C se almacenan en
'nitrégeno liquido (- 196°C) durante un largo periodo de tiempo (incluso durante
varios afos).

81



Para descongelar las células, se sacan los viales del contenedor de
nitrogeno liquido y se descongelan rapidamente en un bafio de agua 37°C. El
DMSO debe retirarse del medio lo antes posible. Por ello, se vierte el contenido
del vial recién descongelado en un tubo estéril, se homogeneiza con medio de
cultivo fresco y se centrifugan las células 3 minutos a 1500 r.p.m. Se

resuspende el tapén de células en medio fresco y ya se puede sembrar.
lll.2 Deteccion del receptor NK1 en la linea celular SK-N-BE (2)
A) Extraccion y cuantificacion de proteinas del cultivo celular

o Se procede al cultivo de la linea celular SK-N-BE (2) en frascos de
cultivo de 75 cm?,

e Se decanta el medio de cultivo y luego se lava con PBS (Buffer salino
Fosfato) (Sigma-Aldrich) para retirar el resto de medio que haya podido
quedar.

e Se ftripsiniza con 1ml de Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) para poder
despegar la monocapa adherida a la base del frasco.

e Se neutraliza la tripsina con PBS y se pasa la suspensién a tubos de
10 ml de PBS, centrifugar a 1000-1500 rpm durante 5 minutos; a
continuacion decantar el sobrenadante.

e Se resuspende el botén celular en 460 pL del tampén Igepal (gel
detergente que extrae quimicamente las proteinas celulares) y pasarlo,
una vez homogeneizado, a un tubo de mi’cﬁrocentrifuga de 1.5 mi
(Eppendorf), mantener en hielo durante 5 minutos.

- Preparacion del tampén Igepal: Tampén HEN, que contiene

- 5mM EDTA, 250 mM CINa, 50mM Hepes pH7.3, al cual se le

afiade 5mM DTT, Vanadato sodico 1mM y 1gepal CA-630 al
0.2% y Céctel inhibidor de proteasa al 1% (Sigma-Aldrich)

e A continuacion se centrifuga a 13000 rom en una microcentrifuga
durante 15 minutos a 4°C. Extraer el sobrenadante (sera la muestra
problema que contiene las proteinas).
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Preparar tubos de 10ml (Falcon) para determinar la curva patron. Para
ello se utiliza albumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich) a distintas
concentraciones de 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 uL, a cada una de las
concentraciones de BSA se afiade 10 yL del tampén Hen y luego se
completa hasta 100 uL con PBS. Ejemplo:

BSA Solucién HEN PBS

0 10 uL 90 L
5 uL 10 uL | 85 L
10 pL 10 uL 80 L
20 L 10 uL 70 uL

Preparar muestras con tres puntos 6 concentraciones de la muestra
problema (conteniendo las proteinas de la linea celular de

neurcoblastoma).

Muestra Soluciéon HEN : PBS
2L 8 L 90 pL
5uL 5uL 90 uL
10 L OuL 90 pL

Anadir 5 ml del liquido de cuantificacion de proteinas, diluido 1:5 con
agua destilada, (kit protein assay de BIO Rad para el método Bradford)
a todos los tubos preparados tanto con la curva estandar de BSA como
las muestras. Se dejan reposar durante 15 minutos. A continuacion se
observa una gradaciéon colorimétrica de menor a mayor intensidad
segun el numero creciente de proteinas y luego pasar a leer para su
cuantificacién en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 590
nm (Beckman).
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B) Deteccion de las proteinas por Western Blot

Esta técnica consiste en la deteccion indirecta de proteinas mediante la
hibridacibn con anticuerpos especificos de una membrana obtenida por Ia
transferencia de un gel de poliacrilamida. Como control incluimos una linea
celular de feocromocitoma de ratas, PC12.

Para cada muestra se utilizaron 50 ug de proteinas de neuroblastoma, las
cuales fueron separadas mediante electroforesis con gel de poliacrilamida
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% (Sigma-Aldrich) y luego transferidas a
membranas de Polifluoruro de Vinilideno (PVDF) (Sigma-Aldrich). Las
membranas con las proteinas transferidas fueron incubadas con solucion
bloqueante, compuesta por leche desnatada al 5% y por un detergente no
ibnico PBS-T al 0.1% (PBS Tween-20, Sigma-Aldrich); seguidamente se
incubaron durante toda la noche en el frigorifico (para evitar contaminacién con
bacterias y levaduras) con el anticuerpo especifico (1° anticuerpo) contra el
dominid del receptor NK1, correspondiente al extremo C-terminal, a una
dilucion 1/1000, desarrollado en conejo. A continuacion se lava de nuevo con
PBS-T y luego se incuba con el 2° anticuerpo (el cual ha sido desarrollado en
cabra y reconoce la Inmunoglobulina G del conejo) conjugado con peroxidasa
durante 2 horas a temperatura ambiente a la dilucién 1/10.000. La deteccion
del anticuerpo marcado con peroxidasa se realiza mediante un aumento de
reaccion de quimioluminiscencia con el Kit de revelado ECL (Amersharm Life
Science).

lil.3 Determinacion de la proliferacion celular
11.3.1 Material

Lo referido en el apartado de cultivo celular para la linea SK-N-BE (2) fue

necesario en esta parte del estudio ademas de los siguientes materiales:
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1. Lector de microplaca (Tecan Spectra Classic; Tecan Barcelona,

Espania).
2. Placas de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Denmark).

3. El neuropéptido SP (Arg-Pro-Lys-Pro-Gin-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-
NH2) sal de acetato, peso molecular 1347.6 (Sigma-Aldrich, UK), vial 25mg,
pureza 98%.El péptido fue disuelto en agua bidestilada previo a su utilizacion

bajo condiciones de esterilidad.

4. L-733,060, antagonista NK1 de la sustancia P, peso molecular 439.8 '
(Sigma-Aldrich, UK). El farmaco fue disuelto en agua bidestilada con 0.2% de
dimetilsulféxido (DMSO) previo a la inoculacién de las muestras bajo

condiciones de esterilidad.

- Preparacion de alicuotas:

Se diluyen 5 mg del antagonista en 0.5 ml de DMSQO, bajo condiciones de
esterilidad. A continuacion volvemos a diluir ese volumen en 39.5 ml de agua
bidestilada, por lo que tenemos 5 mg en 40 ml. En cada experimento se utilizan
alicuotas de 80 pl (0.01 mg) y se diluyen en medio de cultivo hasta obtener un
volumen total de 500 pl.

5. Celltiter 96 AQueous one solution cell proliferation assay, (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), es el reactivo utilizado para la determinacion
de la proliferacién celular. El preparado nos permite determinar proliferacion

- celular.

" El preparado incluye un reactivo que contiene un nuevo componente
tetrazolium, cuya formulacién quimica es &-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] sal interna, denominado
MTS tefrazolium, y ademas, incluye un reactivo acoplador de electrones
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Fenacina metosulfato (PES), el cual esta combinado con MTS en una solucion

Unica estable.
ill.3.2 Método
A) Descripcion

El estudio ha sido realizado siguiendo un método colorimétrico para
determinar el numero de células viables en proliferacion; el preparado
comercial utilizado se denomina Celltiter 96 AQueous one solution cell

proliferation assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA).

El compuesto MTS es biorreducido por las células hacia un producto
coloreado, Formazan, el cual es soluble en medio de cultivo (figura 11). La
reduccion es llevada a cabo por enzimas deshidrogenasas en aquellas células

metabdlicamente activas (Berridge et al, 1993).

Figura 11. Estructura de tetrazolium MTS y su derivado formazan

La lectura de la absorbancia, emitida por el Formazan, se realiza con un
lector de microplaca a una longitud de onda de 492 nm. El valor de absorbancia
resultante nos da la cantidad de Formazan producido que es directamente
proporcional al numero de células vivas en el cultivo (Monzavi-Karbassi et al,
2001). '
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B) Protocolo

La linea de actuaciéon seguida fue la recomendada por el laboratorio
(Celltitter 96® AQueous One Solution TB# 245, 1999):

1. Mantenimiento de la linea celular. Tripsinizar el mismo dia del

estudio.

2. Centrifugar la suspension celular obtenida a 300 x g durante 5

minutos.

3. Resuspender el botdén celular en medio de cultivo, visualizar al
microscopio optico y realizar recuento celular con la tincién del azul tripan. La

concentracion celular inoculada a cada uno de los pocillos fue 10.000 cel/100pl.

4.  Siembra de las placas. Las placas en nuestro estudio se dividen en
placa Ty, placa T1y placa T2 Una vez calculado el volumen de la suspension
celular, la cantidad de medio de cultivo para cada pocillo, y concentracién del
antagonista y/o SP, se comienza a inocular en cada uno de los pocillos aquello
que corresponda; siempre 'por duplicado y en el mismo orden: suspension

celular, medio de cultivo y antagonista.
-Placa T;: Consta de dos pocillos Blanco y dos pocillos Control.

* BLANCO: con 0 cel/ml, es decir, inoculados Gnicamente con el
medio de cultivo (100 pl) y el reactivo MTS, el cual se afiade
inmediatamente tras la adicion del medio y siempre el mismo volumen
(20u1), indicado en el protocolo del laboratorio. La absorbancia de los
pocillos Blanco nos dara el nivel de referencia minimo, sera considerado

el cero.
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CONTROL: pocillos inoculados con la suspension celular y
medio de cultivo, sin adicién exégena de otro factor que modifique el
ritmo de proliferacion natural de la linea celular. La lectura de estos
pocillos obtiene el maximo valor de absorbancia, pues, en teoria,

representan la mayor concentracion celular.

- Placas T1y T2 Sembradas con dos pocillos Blanco, dos Control y dos
Problema (a los que se les afiade SP o Antagonista L-733060 6 ambos).

a) Estudio del antagonista L-733,060

Las placas contienen la suspension celular, el medio de
cultivo y la dosis problema del antagonista. El numero de pocillos
inoculados sera igual al nimero de concentraciones distintas del
antagonista. Las concentraciones estudiadas fueron 2.5, 5, 10 y
20 pM. Determinamos la capacidad de inhibicion del crecimiento

celular con respecto a los pocillos control.

El reactivo (20 pl) es inoculado en la placa T4 a las 30
horas; este periodo de tiempo coincide aproximadamente con el
tiempo de duplicacidén de la linea celular estudiada, y en la placa
T. a las 72 horas, que viene a corresponder con el segundo
tiempo de duplicaciéon celular. Los tiempos de duplicacion se

cuentan una vez finalizada la inoculacién del antagonista.

b) Estudio de L-733,060 y SP

Se determina de forma simultanea en la linea celular de NB
la capacidad de proliferacién celular de la SP, la accion inhibitoria
del antagonista y ‘el efecto competitivo entre ambos por el
receptor NK1.
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Las concentraciones de la SP estudiadas fueron: 5, 10, y
100 nM. Los pocillos problema contenian pues la suspension

celular, el medio de cultivo y la dosis correspondiente de SP.

L-733,060 fue evaluado a una concentracion de 10 uM, al

ser una dosis préxima a la DI (50).

Para determinar si la accidon inhibitoria del antagonista L-
733,060 ocurria al interaccionar con el RNK1, se realizd un
estudio de competicion entre ambos. L-733,060 se administré a
una dosis de 10 MM y tras una hora de incubacion de la linea
celular con el antagonista, se afiadié a los mismo pocillos SP a

dosis de 100nM.La lectura se realiz6é a las 30 horas.

5. Los pocillos no utilizados de las distintas placas se les afiade

solucién de PBS (solucion buffer fosfato) para controlar la humedad de la placa.

6. La lectura de cada placa (To T1y To) se realiza tras 1 hora y 30
minutos de haber afiadido el reactivo. La cuantificacion del Formazan
producido, medido por absorbancia, es directamente proporcional al numero de
células en proliferacién. Durante el tiempo de espera |as>placas permanecen

en incubadora a 37°C humidificada y con 5% de COa.
C) Otros datos de interés

* Sobre la dosis del Antagonista NK1, L-733,060

El rango de concentracion estudiado del antagonista L-733,060 incluye
cuatro dosis: 2.5, 5, 10 y 20 pyM. La dosis de inhibicién 50 (DI 50), es decir,
aquella que inhibe el crecimiento celular en un 50% respecto al control, ha sido

calculada.
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e Sobre los ensayos

Han sido realizados cuatro ensayos en los que cada dosis del antagonista,
el control y blanco se realizaban-por duplicado. Los resultados se expresan
como valor medio de los distintos ensayos realizados. Los efectos de la accion
del antagonista L-733,060 sobre la linea celular de NB humano SK-N-BE (2)
han sido expresados como porcentaje de inhibicion celular respecto al control.
Los resultados obtenidos del estudio del efecto mitogénico de la SP asi como
del estudio de competicion entre SP y L-733,060 son también calculados en

porcentaje respecto al grupo control.

D) Analisis Estadistico

Una vez procesados todos los datos, éstos fueron sométidos a
tratamiento informatico mediante un paquete integrado de estadistica
automatica (SPSS para Windows version 12.0 SPSS Inc.) realizandose tanto

estadistica descriptiva como inferencial.
- Depuracion estadistica de los datos

Aunque se realizaron verificaciones de la informacién previa a la entrada de
datos y durante la entrada de los mismos, completamos dicha verificacion
realizando una exploracion estadistica de la informacion, con métodos graficos
y analiticos que nos detectara la posible existencia de observaciones
aberrantes.

- Analisis descriptivo
Se determinaron medias y varianzas. Cuando se consideré necesario, ya

~que contribuia a clarificar los resultados, hemos construido representaciones

graficas.
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-Comparacion de dos o mas medias

Se realizaron test de comparacion de dos 0 mas medias, T de Student o
ANOVA cuando se verificaron las hipétesis de normalidad (previamente
estudiadas mediante el test de Shapiro-Wilk) y la igualdad de varianzas (test de
Levene); o en su defecto, el test U de Mann- Whitney . Siempre que las medias
resultaron diferentes por ANOVA, detectamos qué grupo producia dicha

diferencia mediante el test de Bonferroni.
- Regresioén y Correlacion
La relacion entre variables de tipo numérico fue estudiada mediante
coeficientes de correlacion de Pearson. La recta de regresion fue incorporada

cuando la relacibn lineal era valida. La informacion analitica fue

complementada con graficos de dispersion.
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RESULTADOS
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IV.1 RESULTADOS GLOBALES

A. Inhibicion de L-733,060 sobre la linea SK-N-BE (2)

e Primer tiempo de duplicacion celular T1 (30 horas)

Para el primer tiempo de medicién los resultados del efecto inhibitorio del
antagonista L-733,060 sobre el cultivo celular de NB humano fueron los
siguientes (figura12):

- Dosis: 2.5 uM

EL antagonista NK1 L-733,060, a una dosis de 2.5 uM, ha producido una

disminucion del crecimiento celular del 0.5% respecto del control.
- Dosis: 5 uM

L-733,060 produjo una inhibicibn media del crecimiento-del cultivo de un
2.3%.

- Dosis: 10 uM

El crecimiento de la linea celular fue inhibido en un 41.9 % como valor

~ medio respecto del control.
- Dosis: 20 MM

L-733,060 a la dosis de 20 yM determiné un inhibicién media de la
proliferacion celular del 99.9%.
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Figura 12. Estadistica descriptiva: Inhibicion del crecimiento celular de L-
733,060 en T1 (30 horas). El control viene expresado por el valor cero.

e Segundo tiempo de duplicacién celular T2 (72 horas)

En el segundo tiempo de medicion (T2) los valores de inhibicion del
crecimiento celular del antagonista L-733,060 sobre la linea celular de NB
humano fueron los siguientes (figura 13):

- Dosis: 2.5 uyM
El antagonista no produjo ningun tipo de inhibicién a esta dosis.

- Dosis: 5 uM

La inhibicion del crecimiento celular fue del 5 % respecto del control.
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- Dosis: 10 uM
Se obtuvo un valor medio de inhibicion del 48,8%.
- Dosis: 20 uM

A esta dosis el antagonista consigui6 un valor del 100% de inhibicion.

% Inhibicion Celular

0 2,5 5 10 20

Dosis (uM)
L-733060

Figura13. Estadistica descriptiva: Inhibicion del crecimiento celular de L-
733,060 en T2 (72 horas). El control viene expresado por el valor cero
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Figura 14. Estadistica descriptiva: Inhibicién del crecimiento celular de L-
733060 en T1 y T2. El control de T1 y T2 vienen expresados por el valor
cero

B. Regresion y correlacion

Determinamos la relacion entre la dosis del antagonista NK1 L-733,060 y el
porcentaje de inhibicién celular para cada uno de los tiempos de duplicacion
celular (T1 y T2) mediante los coeficientes de correlacion lineal de Pearson

(R) y de determinacion (R?).

Los coeficiente de determinacion (R?) obtenidos para los tiempos T1y T2
fueron R?=0.95 y R?=0.96 respectivamente, con un valor de p<0.0005 en T1'y
p<0.001 para T2 (Figuras 15y 16). Por lo que la capacidad de prediccion entre
la dosis del antagonista L-733,060 y el porcentaje de inhibicidn del crecimiento

celular fue muy elevada para ambos tiempo de medicion.
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IV. 2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS DISTINTOS GRUPOS

A. Inhibicion de L-733,060 sobre la linea celular SK-N-BE (2)

Globalmente existen diferencias significativas entre las distintas dosis
utilizadas asi como con los grupos blanco y control, en ambos tiempos de
medicion, con un valor de p < 0.0005 en T4y p = 0.002 para T». Estas
diferencias globales se basan en las diferencias entre las distintas dosis

utilizadas en el estudio (Tablas 10y 11).

Tabla 9. Estadistica Inferencial: Comparacion entre las dosis de L-733,060
y con el control en T1

DOSIS CONTROL | 20 MM 10 MM 5 MM 2.5 MM
L-733060

Control

20 uM

10 uM
5uM
2.5uM

% p< 0.0005
& p< 0.001

3 No significativo
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Tabla 10. Estadistica Inferencial: Comparacion entre las dosis de L-
733,060 y con el control en T2

DOSIS CONTROL | 20 MM 10 MM 5 MM 2.5 MM
L-733060

Control

20 uM

10 uM
5uM
2.5 M

@ p<0.05
O No significativo

B. Estudio comparativo del efecto inhibitorio de L-733,060 en T1 y T2

Observamos si para cada una de las dosis ensayadas del antagonista
RNK1 L-733,060 hubo diferencias significativas en cuanto al tiempo. El analisis
estadistico determiné diferencias significativas entre T1 y T2 para las dosis de

10y 20 uM con un valor de p=0.025 y p=0.002 respectivamente.

IV.3 Estudio de competicion de la Sustancia P y el antagonista RNK1 L-
733,060 en la linea celular SK-N-BE (2) -

La adicion de SP al cultivo celular de Neuroblastoma, a dosis nanomolares,
produjo un aumento de la proliferacion celular con respecto al control. A dosis
de 5 nM el efecto mitogénico fue evidente, alcanzando el maximo valof ala
d_osis de 100nM. El porcentaje de proliferacién celular se vio incrementado
desde un 15 a 25%, dependiendo de la dosis de SP administrada (figura 17).

E! estudio de competicion entre la SP y L-733,060 determind en losk pocillos
en los que afadimos L-733,060 (10 uM) y SP (100nM) un aumento de la
concentracion celular del 14.5% con respectb a aquellos tratados Unicamente
con L-733,060 con un valor de p<0.05 (figura 17).
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Figura 17. Efecto mitogénico de la SP y estudio de competicion de la SP y
L-733,060 en la linea celular de SK-N-BE (2). La SP se administré a
diferentes concentraciones (0, 5, 10, 100 nM) en la linea celular SK-N-BE
(2). El antagonista RNK1 fue afadido (10 uyM) en presencia (100nM) o
ausencia de SP. * p<0.05

IV.4 Microscopia dptica del efecto del antagonista RNK1 L-733,060 en la
linea celular de neuroblastoma humano SK-N-BE (2)

Simultaneamente al estudio cuantitativo, el antagonista L-733,060 fue
inoculado a frascos de cultivo de la linea celular SK-N-BE (2) en el rango de
dosis previamente referido (2.5 - 20 uM), junto con frascos de cultivo control (no
adicion del antagonista RNK1), e incubados durante 30 horas (T1), con' el
objetivo de visualizar el efecto sobre la inhibicion del crecimiento celular. Se

incluyen fotos de las dosis de 10 uM, 20 uM y del control.
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Figura 18. Crecimiento celular de la linea celular SK-N-BE (2) a las 30
horas (Muestra control). Microscopio 6ptico invertido con contraste de
fase (x 40)

Figura 19. Inhibicién del crecimiento celular de la linea SK-N-BE (2) a las
30 horas, tras adicion de L-733,060 (10 uM). Microscopio éptico invertido
con contraste de fase (x 40)
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Figura 20. Inhibicién total del crecimiento celular en la linea SK-N-BE (2) a
las 30 horas, tras adicion de L-733,060 (20 pM). Microscopio 6ptico

invertido con contraste de fase (x 40)

IV.5 Determinacion de los receptores NK1 en la linea celular de
neuroblastoma humano SK-N-BE (2)

En la linea celular SK-N-BE (2) han sido detectadas, mediante la técnica de
Western Blot, dos isoformas del receptor NK1, de 58 kDa y 33kDa
respectivamente (figura 18). La linea celular de feocromocitoma de rata PC12,
utilizada como control, mostrd varias isoformas del RNK1, siendo la proteina de

46 kDa la mas abundante (Figura 21).

102



SKN-BE(2) PCI2

Figura 21. Isoformas del receptor NK1 en la linea celular de
neuroblastoma SK-N-BE (2)
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A pesar de los avances en el control de los procesos tumorales, las bases
terapéuticas antineoplasicas tienen sus limites de efectividad vy eficacia en
determinados tipos y estadios tumorales, sin olvidar las complicaciones
derivadas del tratamiento y los efectos secundarios posibles, tan importantes

en la edad pediatrica.

En las tres ultimas décadas, la incidencia de los nifios diagnosticados con
las formas de cancer invasor se ha visto incrementada de forma considerable.
En cuanto al Neuroblastoma, es el tumor extracraneal mas frecuente en la
infancia, tras los tumores hematolégicos, y el mas diagnosticado en lactantes.
La tasa de incidencia se sitta entre el 8-10% de todos los canceres infantiles y
supone algo mas de un tercio de las neoplasias malignas neonatales. Y aunque
es progresiva la mejora en la terapia de estos tumores, en el grupo de alto
riesgo, los diferentes regimenes utilizados obtienen resultados del 35% al 60%
de supervivencia libre de enfermedad a los tres afios. Estos datos son un
referente para continuar en la busqueda de nuevas dianas terapéuticas en uno

de los principales tumores de la infancia.

La SP para ejercer sus acciones biolégicas ha de unirse a los receptores
de TK, siendo el receptor NK1 el de mayor especificad para el péptido. Es por
ello que uno de los objetivos fundamentales en nuestro trabajo era conocer la

presencia de tales receptores en nuestra linea de NB.

Nosotros hemos demostrado, por vez primera, que en la membrana celular
de la linea. de NB humano SK-N-BE (2) se expresa el RNK1. Mediante la
técnica de Western Blot hemos detectado dos isoformas del RNK1, una de
ellas de 58 kDa (observandose dos bandas) y otra de 33 kDa, siendo la de

mayor peso molecular la mas importante en cuanto a expresion.

Estos resultados coinciden con estudios previos tanto en tejido humano
como en rata, en los que también han sido detectadas distintas isoformas del
RNK1. Los estudios en tejido cerebral de rata, describen dos isoformas en el

" rango de 54 y 46-44 kDa respectivamente, (Nakata et al, 1988; van Ginkel y
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Pascual, 1996) mientras que en glandula salival Macdonald et al (1996)
identificaron una proteina de 53 kDa como receptor NK1 y en células del

pancreas ofra isoforma de 58 kDa (Parnet et al, 1991).

En el hombre, una unica proteina en la banda de 58 kDa se detect6 en
células linfocitarias normales (McGillis et al, 1990), mientras que en la linea
celular linfoblastica IM- 9, se han observado la presencia de varias |soformas
del RNK1, con 116, 78, 58, 38, 33 y 16 kDa respectivamente (Payan et al,
1986 McGillis et al, 1987; Organlst et al, 1988). Recientemente, Friess et al
(2003) informaron de la presencia de una uUnica isoforma con 46 kDa en
muestras de tejido pancreatico normal y tumoral, sin embargo no pudo
detectarse la presencia del RNK1 en lineas celulares de cancer de pancreas
estudiadas. Nosotros pensamos que este hecho pudiera estar en relacion con
un problema en la técnica de determinacién de la proteina mas que por la
ausencia real del receptor en dichas lineas tumorales, ya que al utilizar otras
técnicas (Hibridacién in situ o PCR) consiguié demostrar la presencia del RNK1
en dichas lineas celulares. No obstante, se desconoce actualmente el
significado funcional de los distintos subtipos del RNK1 en los diferentes
sistemas biolégicos (Caberlotto et al, 2003).

Otros autores han notificado también la presencia del RNK1, con técnicas
de autorradlografla en otros tlpos tumorales; Allen et al, (1985), y Henning et

, (1995) comunicaron la existencia de RNK1, en vasos sanguineos
intratumorales o peritumorales, en biopsias de pacientes con Astrocitomas,
Glioblastomas, Carcinoma medular del tiroidés, Carcinoma de mama,
Ganglioneuroblastomas y Cancer hepatico, y con menor expresién en Cancer
de pancreas y colon; asimismo, Palma et al (1999;2000) en estudios in vitro
sobre Astrocitomas y Glioblastomas humanos, informaron sobre la expresion
de niveles elevados del RNK1.

Singh et al, (2000) han confirmado la presencia del RNK1 en Cancer de
mama, tanto en muestras de biopsias como en las lineas de cultivo. Sin
embargo no llegd a detectar el receptor en células mamarias normales. Este

hecho, a nuestro juicio, pudiera estar en relaciéon con la técnica empleada.

106



En el estudio realizado por Freiss et al (2003) sobre Cancer de pancreas,
obtuvieron por diferentes técnicas (RT-PCR, Hibridacion in situ,
inmunohistoquimica) la cuantificacion de la expresion del RNK1, ademas de

utilizar el Western Blot mencionado anteriormente.

Payan et al (1986) describe un aumento en la cifra de RNK1 en las
membranas celulares de células linfoblasticas humanas de 2-3 veces las
expresadas por linfocitos. Fowler y Brannstrom (1994), comunicaron hasta
40,000 receptores de SP/célula en cultivo de astrocitoma humano. Los
resultados de Friess et al (2003) vienen a coincidir con los anteriores autores,
ya que revelan un gran incremento ( hasta 36 veces mas por RT-PCR) del
receptor de la SP en las muestras de cancer de pancreas y lineas de cultivo
con respecto a células epiteliales pancreaticas benignas, las cuales
presentaban una débil manifestacion respecto al control. A su vez, observaron
que en estadios tumorales avanzados, la concentracion del RNK1 era mayor,
incluso hubo una correlacién entre la supervivencia de los pacientes y los
niveles del RNK1. Asimismo se observo en Astrocitomas y Glioblastomas una
relacion entre los fenotipos de mayor malignidad y la concentracion del RNK1
(Henning et al, 1995).

Pero ademas Friess et al (2003), aportan algo que nos parece muy
interesante, y es que el RNK1 también se expresaba mas en el resto de las
células que componian el tumor, como fibroblastos, nervios, vasos sanguineos,
ganglios e incluso algunas células inflamatorias. Estos héchos podrian estar en
relacion con la estimulacién en la sintesis de ADN qué conlleva la unién de SP
a su receptor, dando lugar asi al aumento de la densidad de eétos receptores

observados tanto en las células neoplasicas como en las células peritumorales.

Todas las observaciones expuestas anteriormente, incluyendo la novedad
aportada en la linea humana de NB, sugieren que el RNK1 est4 involucrado en
el control del crecimiento celular tumoral, la regulacion vascular y la

diseminacion metastasica tumoral.
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En la actualidad se sabe que determinados tipos tumorales, tales como
astrocitomas, glioblastomas, cancer de mama, melanomas, cancer de pancreas
y de colon sintetizan SP, incluso de forma significativa respecto a células
normales (Allen et al, 1985; Khare et al, 1998; Henning et al, 1995; Palma et al,
1999; 2000; Singh et al, 2000).

Los resultados obtenidos sobre la presencia de la SP en lineas de NB han
sido contradictorios; Harkins J et al (1978) demostraron en células de NB de
raton la sintesis de SP, y en la linea de neuroblastoma humano NB-1 tras ser
estimuladas con determinados ésteres (Kimura N et al, 1992). Sin embargo,
McGregor GP et al (1990) tras estudiar por RIA (Radicinmunoensayo) y
cromatografia de columna cinco tumores primarios de NB humano informaron
de la ausencia completa de SP y de la presencia de NKB en tres de las
mismas. Por fin, Shrestha et al, (1994) demuestra la presencia del péptido en
células de NB humano de glandula parotidea y recientemente ha sido descrita
la presencia del péptido en mas del 90% de las metastasis de NB en médula
6sea (Nowicki y Miskowiak, 2002). |

Una vez detectada la presencia de RNK1 en nuestra linea celular, el paso
siguiente en nuestra hipotesis de trabajo era estudiar si la SP, afiadida al
cultivo, estimulaba la proliferacién celular. De esta forma hemos podido
demostrar, por primera vez, que la SP actua estimulando la proliferacion celular
en la linea de NB humano SK-N-BE (2). Este hecho fue comunicado
inicialmente por varios autores, aunque con un grupo de neuropéptidos que
incluia fundamentaimente Bombesina y péptidos relacionados, los cuales se
afadian a lineas tumorales de cancer de pulmon y fibroblastos (Rozengurt E et
al, 1983; Carney DN et al, 1987). Desde hace tiempo, por tanto, es conocido
que diversos tumores pueden sintetizar determinados péptidos; ello dio pie a
hipétésis sobre la posibilidad de que estas moléculas actuaran, a través de
receptores especificos, en la regulacién del crecimiento de los tumores
mediante circuitos paracrinos o autocrinos (Zachary et al, '1987; Woll y
Rozengurt, 1989a; Woll, 1991 ; Langdon et al, 1992). '
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Estudios mas recientes son los aportados por Luo et al (1996), Palma et al
(1999a; 2000) y Mufoz et al, (2004b), que al igual que en nuestro trabajo,
demuestran la actividad proliferativa celular de la SP en lineas humanas de
glioblastoma, astrocitoma, ganglioneuroblastoma y melanoma. Ademas la
presencia de RNK1 se ha correlacionado con los efectos de la SP sobre la
proliferacién celular (Luo et al, 1996; Palma et al, 1999a; Sharif et al, 1996).

Por tanto, la SP es considerada en la actualidad como una molécula
inductora de mitogénesis en células normales (linfocitosT, fibroblastos, células
musculares lisas perivasculares, células sinoviales) (Payan et al, 1983; Nilsson
et al, 1985; Lotz et al, 1987; Ziche et al, 1990) y células tumoraIeAs. La SP
induce sintesis de ADN fras la union a su receptor especifico NK1. Los
mecanismos postreceptor incluyen, entre otros, la activacion de las MAPK
(mitogen-activated protein kinase), proteinkinasas con actividad tirosinkinasa
(Luo et al ,1996).

Las dosis de SP empleadas en nuestro estudio para determinar su efecto
mitogénico sobre el NB, se sittan entre 5 a 100 nM. Estas dosis coinciden con
las mas frecuentemente referenciadas en la literatura y se aproximan a una
situacion fisiopatologica del péptido ya que los niveles plasmaticos fisiologicos
-de SP en el hombre varian entre 70-300 pmol/L (Nilsson et al, 1975).

Asi, Luo et al (1996) obtuvieron valores maximos de sintesis de ADN a la
dosis de 10 nM en células de Astrocitoma humano, sin embargo a dosis de
1uM, el efecto mitogénico de la SP fue menor. En cambio, Eistetter et al, (1992)
refiere datos de mitogénesis con dosis en rango UM en lineas de Gliomas
humano. Friess et al, (2003) utilizando dos analogos (agonistas) de la SP a
dosis de 100nM sobre dos lineas de cancer de pancreas observé un efecto
mitogénico significativo. Por Gltimo, Mufioz et al, (2004b) en varias lineas de
Melanoma aporta datos similares a los de nuestro estudio inoculando SP en
rango nanomolar (5-500nM) con un efecto maximo a 10nM para dos de las
lineas- ensayadas, y a 500 nM en la tercera linea, la cual mostraba
caracteristicas de mayor malignidad. La dosis de 1uM no produjo mayores

efectos proliferativos en ninguna de las tres lineas de melanoma estudiadas.
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Nosotros hemos obtenido datos superiores de proliferacion celular
respecto al control tras inocular SP a concentraciones nanomolares (5,10,
100nM) con un efecto maximo a la dosis de 100nM, a la que obtuvimos un 25%
mas de crecimiento respecto al control. En uno de nuestros ensayos la SP fue
inoculada, accidentalmente, a dosis de 10 uM y no observamos efecto
mitogénico alguno (datos no mostrados). Este hecho podria estar en relacion
con una saturacion de ios RNK1 de la membrana celular, y por tanto la célula

no podria responder al estimulo del péptido.

Asi pues, la mayoria de los trabajos de mitogénesis de la SP sobre lineas
tumorales indican, al iQuaI que en nuestro estudio, que las dosis con mayor
capacidad de estimulacion proliferativa se establecen en el rango de 10-100
nM. Dosis superiores a éstas no producen, en la mayoria de los casos, un

aumento en la division celular in vitro.

Por tanto, la demostracion de que la SP a dosis nanomolares estimula la
proliferacion de células de NB sugiere un nuevo mecanismo local de regulacion
del crecimiento del mismo a través de las terminaciones nerviosas

peritumorales que contengan SP.

Todo lo expuesio anteriormente junto con nuestros hallazgos destacan, de
manera solida, la importancia del binomio SP/ RNK1 en el crecimiento tumoral;
sugiriendo que el efecto proliferativo mediado por la SP y su RNK1 en estos -
tumores, incluido el NB, podria tener un papel destacado en el crecimiento de

los mismos.

Un aspecto crucial de nuestro estudio era determinar qué efectos

provocaria un antagonista NK1 sobre un cultivo celular de NB.

Hasta la fecha, que sepamos, no se habian realizado estudios de inhibicion
celular con antagonistas de la SP sobre células de NB. Es la primera vez, por
tanto, que un antagonista de los receptores NK1 humano es utilizado en

estudio in vitro en una linea celular humana de Neuroblastoma.
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La potencia de los antagonistas de los receptores NK1 viene determinada
por la afinidad al receptor, midiéndose en unidades nM y denominandose Ki,
variando desde 0,2 nM (MK-869) a 230 nM (espantide). Hemos seleccionado
como antagonista NK1 a la molécula L-733,060 en base a las caracteristicas
de elevada especificidad y gran potencia (posee una Ki de 0,8 nM) frente al
receptor NK1 humano (Harrison, et al, 1994), con accién central, debido a que
posee una excelente difusién a fravés la barrera hematoencefalica, asimismo

tiene una accion prolongada debido a su larga vida media.

Hasta la fecha, L-733,060 ha sido investigado en el area nociceptiva
mostrando, en estudios pilotos; via intavenosa, una accion analgésica
mediada centraimente con una DE (50) de 0.2nM. (Rupniak et al, 1996).
También  podria ser util en el tratamiento de la migrafia al inhibir la
extravasacién plasmatica de la duramadre, secundaria a estimulacion
trigeminél (Seabrook et al, 1996). Por otro lado se ha evidenciado su
capacidad sobre trastornos emocionales y de comunicacién verbal en |
animales sometidos a estrés, con efectos ansioliticos y antidepresivos,
utilizando las vias peritoneal y subcutanea (3 mg/kg) (Kramer et al, 1998;
Rupniak et al, 1996; 2000). Asimismo, se ha demostrado una accién ansiolitica
en animales de experimentacion, a dosis de 1-10 mg/kg via oral (Varty et al,
2002), correlacionandose la ocupacién de RNK1 en el cuerpo estriado con
dichos efectos (Olsen et al, 2002).

L-733,060 ha sido investigado en patologia de base inmune, como por
ejemplo en hepatitis provocadas por lipopolisacaridos. El antagonista RNK1 ha
resultado ser un potente y eficaz antiinflamatorio al bloquear la sintesis de
citoquihas y la apoptosis celular. Ambas acciones sabemos que son derivadas
de la unién de la SP al RNK1 (Bang et al, 2003; 2004). Este es und de los
multiples ejemplos donde se ve la interconexion de los sistemas neurolégico e
inmunitario como base fisiopatol6gica responsable de enfermedad, asi como la

relacion con la inflamacion.
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Nosotros hemos observado que el antagonista RNK1, L-733,060, ha
provocado una intensa inhibicidn del crecimiento de la linea dé neuroblastoma
humano SK-N-BE (2). A la dosis de 20 pM, la accion inhibitoria ha sido del
100% respecto al control, en ambos tiempos de medicién, no observandose

ninguna célula.

Estudios de disefio similar al realizado por nosotros fueron inicialmente
aportados por Zachary y Rozengurt, (1985 a); Woll y Rozengurt, (1988) en
lineas celulares de cancer de pulmén y fibroblastos conAantagonistas peptidicos
de la SP. Simultaneamente, estos mismas moléculas se evaluaron en estudio
in vivo con implantes tumorales de cancer de pulmén (Sethi T et al, 1992;
Langdon S et al, 1992; Seckl MJ et al, 1997). En otras lineas celulares, como
por ejemplo Cancer de pulmén de célula-s escamosas, Carcinoma de ovario y'
de cérvix también fueron notificados resultados de inhibicion importantes
(Everard et al, 1992; Reeve y Bleehen, 1994). Hay que resaltar que en
ninguno de los casos estudiados se observd signos de toxicidad atribuible al

tratamiento.

Otros estudios similares pero con antagonistas no peptidicos, comb el
utilizado en nuestra investigacion, son los llevados a cabo con las moléculas
MEN 11467 y MEN 11149, antagonistas de gran potencia y altamente
selectivos del RNK1; se han utilizado en cultivos de Astrocitoma humano grado
lll. Los resultados fueron de una completa inhibicion de la sintesis de ADN
como del crecimiento del numero celular in vitro, in vivo a dosis de 1uM/ kg de
RNK1 observaron una disminucién del 50% del tamafio del tumor trasplantado,’
con respecto al grupo control (Palma C et al, 1999; 2000). Singh D et al, (2000)
consiguieron en diferentes lineas tumorales de carcinoma ductal de mama una
inhibicion de la proliferacion tumoral in vitro con el uso del antagonista RNK1,
CP 96,345. EI efecto inhibitorio se duplicé al utilizar en el mismo estudio el
antagonista RNK1 referido junto al antagonista RNK2, SR48969. MEN 11467 a
dosis de 102 nM - 1pM, ensayado sobre lineas de cancer de pancreas
humano, obtuvo menores porcentajes de inhibicion respecto a nuestros datos,
creemos que ello fue debido a una seleccion de dosis relativamente baja del

antagonista, sin embargo la potencia del antagonista fue mayor que la obtenida
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por nosotros, pues a esa dosis no hemos observado inhibicion del crecimiento
celular (Friess et al, 2003). Recientemente L-733,060, también ha sido
utilizada por vez primera in vitro sobre cultivo celular de Melanoma humano,
logrando una completa inhibicion del crecimiento celular a las dosis de 20, 30 y
50 pM para tres lineas tumorales con grados crecientes de malignidad, siendo
necesaria mayor dosis para las lineas celulares con mayor grado de malignidad
(N-myc y metastasis) o dicho de otro modo, el melanoma in situ necesitaba
menos dosis para inhibir el 100% de la células de melanoma (Mufioz et al,
2004b).

Son pues, numerosos los resultados que, al igual que nuestro trabajo,
hablan de la capacidad, in vitro e in vivo, de estas moléculas como potenciales
estrategias antitumorales en tumores de origen histolégico, prondstico y

protocolos terapéuticos distintos pero con una diana comun, el receptor NK1.

Para la eleccién de la dosis del antagonista L-733,060 a administrar, nos
basamos en los trabajos realizados in vitro en otras lineas celulares y
seleccionamos un rango de concentracion qué incluyera los valores obtenidos
de la DI (50) mas frecuentes. El rango de concentracién utilizado para nuestra
linea celular fue de 2,5 - 20 pM.

Nuestros resultados reflejah una disminucién del crecimiento celular dosis
dependiente, con una inhibicion completa del crecimiento del tumor a la dosis
de 20 uM, en ambos tiempos de medicion (T1 y T2), aunque ya con 10 uM se
redujo el crecimiento a casi la mitad de la poblacién celular, con una DI (50):
11.3 uM. El efecto en la interrupcion del crecimiento de esta linea celular podria
estar relacionado con la unién del antagonista L-733,060 al RNK1 de la

membrana celular.

La accion antagonista de L-733,060 sobre el NB se situa entre los valores
inhibitorios medios conseguidos por otros antagonistas de la SP en estudios in
vitro tumorales. Asi, en cultivo de SCLC los antagonistas SP de cadena corta
(NY3521, NY 3460 y N y 3228) obtuvieron una DI (50): 3-15uM; de los
antagonistas peptidicos y pseudopéptidos amidas empleados, los mas
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efectivos alcanzaron una DI (50): 2-20 uM (Sethi T et al, 1992; Nyeki O et al,
1998). Otros ensayos con diferentes antagonistas peptidicos de la SP en
células de SCLC, alcanzaron DI (50): 2-5 uM (Seckl MJ et al, 1997; Jarpe MB
et al, 1998). L-733,060 consigui6é un intervalo de DI (50):8-33 pM en el estudio
in vitro de Melanoma antes referido, incluimos en ese intervalo las dosis para
las tres lineas utilizadas, las cuales mostraban distinto grado de malignidad y
por tanto diferentes DI (50) (Mufioz et al, 2004b).

Por ultimo quisimos averiguar si el efecto antagonista de L-733,060 podia
ser revertido por la adicién de SP al cultivo celular. Inicialmente el cultivo fue
incubado con el antagonista a una dosis de 10uM, como dosis proéxima a la DI
(50) y, a la hora, afadimos SP a 100 uM, como concentracién a la que
observamos el maximo efecto mitogénico. Los resultados obtenidos
demuestran que la SP fue capaz de superar la inhibicion del antagonista y
estimular el crecimiento del tumor respecto del control. Estos hallazgos
sugieren que la SP actiua de forma especifica via RNK1 en las células de NB

produciendo mitogénesis en células sometidas previamente a inhibicion celular.

Nuestros resultados son similares-a los de estudios previos con cultivos de
Astrocitoma, aunque ellos comunicaron una mayor estimulacién a dosis
menores de SP (10 nM) y que este efecto alcanz6 su pico maximo entre 1-3
horas después. Este autor ademas demostré que la SP favorecia la sintesis de
la proteina c-myc, la cual es esencial para la progresion del ciclo celular (Luo W
et al, 1996).

El estudio competitivo de SP y del antagonista MEN 11467 en ratones
implantados con xenoinjerto de Astrocitoma concluyé con una detencién
significativa del crecimiento del tumor respecto a los ratones tratados
unicamente con SP (Palma et al, 2000).

Creemos que mas que un efecto toxico inespecifico, L-733,060 provocaria
en la linea de NB, una accién especifica al unirse al RNK1, lo que conlleva una
detencion de la sintesis de ADN y por tanto del crecimiento celular. Asimismo

en el estudio de competicion entre la SP y el antagonista L-733,060, queda
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manifiesta la especificidad de las acciones a través de la uniéon de ambos al
RNK1. En este trabajo hemos demostrado que el tratamiento de la linea SK-N-
BE (2) con el antagonista L-733,060 produce inhibiciéon de la division celular,
aunque desconocemos actualmente en que fase del ciclo se produce el
bloqueo. Lo que podemos afirmar es que dicho bloqueo es reversible pues al
anadir al cultivo la SP, la célula es capaz de proseguir el ciclo celular y, por lo
tanto, completarlo.

Lo que desconocemos, por el momento, es el mecanismo especifico, que a
determinada dosis, lleva a la muerte celular; en nuestro estudio sobre la linea
humana de NB observamos una desaparicion completa de células tras
administrar el antagonista L-733,060 a dosis de 20uM. Estudios similares,
anteriores al nuestro, coinciden en la idea de una accién citotoxica especifica
de los antagonistas de la SP. Por ejemplo, en cultivo de SCLC, los
antagonistas (peptidicos y pseudopéptidos amidas) ensayados actuaron sobre
células en proliferacion y no en reposo, lo que viene a indicar que el efecto
antiproliferativo no es debido a una simple citotoxicidad (Nyeki O et al, 1998).
Ademas, Singh et al (2000) notificé que el efecto inhibitorio de los antagonista
RNK1 y NK2 en cancer de mama, no conllevaba necrosis celular, al inocular la
tincion de azul tripan y comprobar que en las colonias celulares restantes mas
del 99% eran viables. Por ultimo, el tratamiento con MEN 11467 de ratones
implantados con Astrocitoma humano no produjo signos de toxicidad general
en ninguno de los casos (Palma et al, 2000).

- L-733,060 podria inducir su efecto inhibitorio a través de un mecanismo de
apoptosis, como ha sido previamente informado en estudios in vitro sobre
cancer de pulmén (Reeve y Bleehen, 1994). En dicho estudio un antagonista
de la SP indujo apoptosis en células de cancer de pulmén y causoé una pérdida
de la viabilidad celular de forma dosis dependiente, tal como hemos observado
con el antagonista L-733,060, ya que sus efectos sobre la inhibicion de células
de NB han sido relacionados con la concentracion utilizada. Estos datos, por
consiguiente, sugieren que la accion antiproliferativa del antagonista NK1, L-
733,060 podria implicar la activacion de una sefial intracelular que condujera a

la muerte celular, tras su union al RNK1.
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Lo anteriormente expuesto viene a coincidir con estudios in vitro en cancer
de pulmén (SCLC), que tras ser tratado con antagonistas peptidicos se
observo, de forma simultanea, una inhibicion de la proliferacién celular y un
aumento de la tasa natural de apoptosis. La inhibicién de la fosforilacion de
tirosina y de la actividad protein kinasa, por parte del antagonista, parece estar
implicada en un mecanismo diferente de induccion de apoptosis que no
interfiere en la cinética del ciclo celular, por lo que sugieren que en este tipo
celular la inhibicidn de la proliferacion esta intimamente unida a la apoptosis
(Tallet et al, 1996).

La hipdtesis sobre la implicacion de la SP y su RNK1 en la progresion
tumoral esta adquiriendo en los ultimos afios mayor solidez. En la actualidad

son numerosas las evidencias que hablan a favor de ello.

La presencia de RNK1 y de la SP, principalmente en tejido vascular
peritumoral e intratumoral (Palma et al, 2000), asi como la capacidad de
proliferacion endotelial y vasodilatadora, propias de la SP, hacen relacionar a
dicha molécula y a su receptor con la progresion y desarrolio de metastasis
(Ziche et al, 1990; Henning IM, 1995); la neoangiogénesis se ha relacionado, a
su vez, con un aumento de la inervacion del tejido y nuevamente con la
expresion de los receptores NK (Walsh et al,1996); la SP y NKA son
considerados hoy dia como moduladores hematopoyéticos facilitando asi la
integracion de las células neoplasicas en médula 6sea (Rameshwar et al,
1997).También han sido implicados en otros mecanismos favorecedores de la
diseminacion tumoral como el aumento de la invasividad celular, de la
inervacioén tisular y la capacidad inmunomoduladora (Reeve y Bleehen,1994;
Rameshwar y Gascon,1996; Gillespie, 1996; Palma y Manzini, 1998).

La migraciéon celular, necesaria para el deéarrollo de metastasis, esta
regulado por diversos neurotransmisores, entre los que se halla la SP, y se ha
demostrado, en carcinoma de mama humano, como el péptido estimula la
movilidad de células tumorales hacia 6rganos espéciﬁcos a través de la unién
a su RNK1 (Lang et al, 2004); ademas describen que L-733,060 inhibe la

116



progresion metastasica de las células tumorales que expresan el RNK1 y que
el L-733,060 se une de forma especifica a los receptores NK1 humanos (Lang
et al, 2004). Nuestros resultadds corroboran lo anteriormente expuesto, ya que
en el estudio de competicion llevado a cabo, la adicion de SP al cultivo celular
de NB humano, tratado previamente con L-733,060, fue capaz de revertir de

forma parcial la proliferacion celular.

Hoy dia sabemos que tumores tan distintos en comportamiento como
Melanoma y NB, tienen en comun la expresion de SP en sus metastasis, lo cual
es ofro dato a favor de que la SP forma parte de los mecanismos de

diseminacion de los tumores (Khare et al, 1998; Nowicki y Miskowiak, 2002).

Por ultimo, podemos aiiadir que la expresion del RNK1 podria ser
considerado como factor pronostico al ser correlacionado con’ fenotipos de
mayor malignidad, estadios tumorales avanzados y périodos de supervivencia
menores en diferentes tipos tumorales (Henning IM et al, 1995; Friess et al,
2003). :

Es importante resaltar que es simultaneo el aumento de la sintesis de la SP
y de su receptor en las células tumorales estudiadas; esto apoya el papel de
ambos en la patogénesis tumoral (Singh et al, 2000). Desconocemos, no
obstante cual o cuales son las sefiales y las vias que estimulan la produccién

de la SP y de su RNK1 en las células tumorales.

Hoy dia es conocido que la comunicacion entre el SN y el sistema
inmunitario es directa sin mediar ninguna sefial intermediaria entre ambos. La
SP es una de las moléculas principales en el control neurogénico de la
inflamacién actuando como inmunomodulador dentro del SNC y SNP (Lieb et
al, 1997; Feistritzer et al, 2003) evidenciando una interconexion neuroinmune;
asi sabemos que la SP induce la expresién del factor de transcripcidon NF-xB

" implicado en la sintesis de citoguinas y ofras sustancias proinflamatorias, a su

- vez relacionadas con diversas enfermedades neurologicas como Enfermedad
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de Alzheimer, Demencia asociada al SIDA, Esclerosis Multiple, por lo que la SP
podria iniciar o exacerbar dichos procesos neurolégicos.

Ademas, se ha demostrado la presencia de terminaciones nerviosas positivas
para la SP, en intima conexiéon con mastocitos que expresan RNK1, ambos estan
presentes en procesos inflamatorios de la via respiratoria y sistema digestivo
(Suzuki et al, 1999). Shrikhande et al (2001) notificd un aumento de la expresion de
RNK1 en muestras de pancreatitis cronica, principaimente en nervios y ganglios, y
dicho aumento se correlaciondé con el sindrome doloroso en estos pacientes.
Sabemos que el riesgo de padecer cancer de pancreas es mayor en los sujetos
afectos de pancreatitis cronica (Lowenfels et al, 1993); vemos nuevamente la
existencia de una interconexion entre la inflamacioén crénica, el sistema inmune, el

sistema nervioso y la apariciéon de cancer.

Bang et al (2003; 2004) han demostrado, en estudio con animales de
experimentacion, que las aferencias neuronales primarias, que contienen SP,
son necesarias para producir la lesion hepatica de origen inmune. Y que la SP
liberada de dichas terminaciones, ocasionaba, al unirse a su RNK1, una
respuesta inmune con dafio y muerte celular. Asimismo comprobé que el
tratamiento con antagonistas RNK1, entre ellos L-733,060 resuitd eficaz
previniendo la lesion al suprimir la produccion de citoquinas inflamatorias y la
apoptosis celular. Otro antagonista RNK1, en estudio in vitro, ha demostrado
‘una intensa inhibiciébn sobre la replicaciéon del virus VIH en macréfagos
humanos, posiblemente al bloquear el circuito autocrino de la SP en dichas
células (Lai et al, 2001). Finalmente, niveles aumentados de SP se han
detectado en las fases de actividad en distintas enfermedades inflamatorias
tales como Colon irritable, Artritis reumatoide y patologia inflamatoria
respiratoria (asma, sarcoidosis, bronquitis crénica) (O'Connor et al, 2004).

La SP y su RNK1 estan presentes en las areas cerebrales relacionadas con
el control de la respuesta a situaciones de estrés y de la conducta afectiva, En
este sentido, se ha indicado la posibilidad de una alteracion del sistema SP/
RNK1 (basado en una sobreactivacion del mismo en la regi}c’m de la amigdala

del hipocampo) en la patogénesis de la depresion y de las alteraciones
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emocionales relacionadas con el estrés. Hemos de mencionar el importante
trabajo de investigacién desarrollado con antagonista RNK1; un grupo de
dichas moléculas, entre ellas L-733060, .mostraron similar eficacia a los
farmacos antidepresivos y ansioliticos habituales, utilizando tanto la via
peritoneal o subcutanea (’3 mg/kg) como la via oral ( 10 mg/kg), (Kramer et al,
1998;Varty et al, 2003).Estos resultados se complementan con el ensayo
clinico realizado con el antagonista NK1, Mk-869, en pacientes con depresion
mayor; siendo administrado a una dosis diaria de 300 mg durante seis
semanas, concluyé con unos resultados de eficacia similar al grupo tratado con
paroxetina, y sin diferencias significativas en la frecuencia de efectos adversos
con respecto al placebo (Kramer et al, 1998; Rupniak et al, 2000). L-759274, ’
antagonista selectivo del RNK1, ha mostrado ser igualmente eficaz y seguro en

el tratamiento oral de la Depresion mayor (Kramer et al, 2004).

Todo ello viene a reafirmar el papel fundamental de la SP como modulador

de neurotransmisores en la psicopatologia relacionada con el estrés.

Por todo lo expuesto, la SP y su'RNK1 pudieran ser considerados como un
sistema neUroquimico comun a la patologia inmunitaria-inflamatoria, trastornos
depresivos y el cancer. Hoy sabemos que el estrés esta relacionado con el
desarrollo de cancer y sus recidivas. Durante décadas se han rélacionado los
factores psicosociales con la incidencia y progresion del cancer, proponiéndose
una interconexion psico-neuro-oncolégica (Lang et al, 2004), cuya base asienta

en los neurotransmisores, entre ellos, la SP (Heffner et al, 2003).

Los antagonistas especificos de los receptores NK1 humanes, que se han
mostrado eficaces en enfermedades como depresion y ansiedad, podrian ser
evaluados en la patologia tumoral con expresion celular del receptor NK1,
utilizando dosis adecuadas, que serian mayores en este tipo de patologia,
debido a la cantidad de RNK1 que expresan las células tumorales, de esta
forma estariamos produciendo no sélo la inhibiciéon del crecimiento tumoral sino
que obtendriamos otros efectos como: el antidepresivo y el ansiolitico, que en

estos tipos de pacientes siempre estan presentes en mayor 0 menor medida .
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Los resultados de este trabajo junto con los aportados por los autores que
han estudiado antagonistas dé la SP, nos hacen reflexionar sobre el papel del
sistema SP/RNK1 asi como probablemente otras TK y sus receptores, en
patologias aparentemente distantes pero con una fuerte interrelacion de sus
sistemas, como son Depresion y trastornos relacionados, enfermedades

inmunitarias y la patologia tumoral.

La eficacia de un nimero importante de antagonistas de la SP sobre lineas
tumorales in vitro, de tan distinta procedencia histolégica, nos sugiere que
pudiera tratarse de un grupo terapéutico de amplio espectro frente a los
tumores. Ademas, al bloquear el RNK1 actian sobre todos los pasos del
“desarrollo neoplasico, es decir, proliferacion local, neoangiogénesis, inervacion
tisular, migrécién e invasividad celular, metastasis e inmunodepresion. La
variabilidad en la expresién de RNK1, la capacidad del tumor de sintetizar SP y
la especificidad por el antagonista RNK1 son elementos que van a influir de
forma directa en la respuesta al tratamiento con antagonistas RNK1 de

cualquier linea tumoral o implante en modelo in vivo.

Son necesarios: mas estudios que profundicen en los mecanismos de
inhibicion del crecimiento de las lineas celulares tumorales por los antagonistas
RNK1. En este sentido seria interesante conocer si el tratamiento de
antagonista RNK1 utilizado en humanos produciria los mismos efectos
antitumorales que los observados con L-733,060 in vitro. También se deberian
continuar con los estudios in vitro en otras lineas celulares tumorales a las ya
estudiadas, asi como realizar modelos in vivo de animales con xenoinjertos

tumorales.

A pesar de las limitaciones del trabajo, en tanto que hemos utilizado un
- modelo in vitro y una unica linea celular tumoral, creemos que los resultados
aportan aspectos novedosos acerca de la patogénesis tumoral y de una posible

via terapéutica alternativa para esta enfermedad.
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Todos los hechos anteriores indican que el sistema SP/ RNK1 podria estar
implicado de forma sustancial en el desarrollo del cancer y en la producciéon de
metastasis, y que la SP podria ser considerada como un mitdégeno universal en

células cancerosas con expresion del RNK1.

El recién iniciado camino en la terapia con antagonistas RNK1, aunque
para otras entidades clinicas, podria dar paso a una nueva alternativa para el
tratamiento del cancer. Nuestro trabajo aporta, como elemento original, una
aproximacion terapéutica poco conocida hasta ahora frente al control del

Neuroblastoma.

121



RESUMEN

122



Hemos realizado un estudio in vitro sobre la capacidad inhibitoria del
crecimiento celular del antagonista NK1 L-733,060 a dosis de 2.5-20 pM, en la
linea celular de Neuroblastoma humano SK-N-BE (2). El efecto mitogénico de la
SPy Ié expresion de receptores NK1 han sido determinados sobre la misma

linea celular.

Para la valoracién de los efectos sobre el crecimiento celular hemos
utilizado el método colorimétrico que incluye el compuesto MTS tetrazolium. El

estudio de los receptores NK1 se realiz6 con la técnica de Western Blot.

La SP ha estimulado la proliferacién celular en la linea SK-N-BE (2) de
Neuroblastoma humano a dosis nanomolares (5,10 y 100nM). L-733,060 inhibi6
el crecimiento de la linea celular de Neuroblastoma a concentraciones
micromolares de forma dosis dependiente, con una DI (50) de 11.29 yM (30
horas) y de 10.7 uM (72 horas); a dosis de 20uM la inhibicién de la proliferacion
celular fue completa, con ausencia de células tumorales. La SP, a una dosis de
100 nM, revirtid6 parcialmente el efecto inhibitorio del antagonista RNK1, L-
733,060 en la linea celular SK-N-BE (2). Ello sugiere que la accién mitogénica
del neuropéptido sobre las células tumorales de Neuroblastoma esta mediada

especificamente por la union al receptor NK1.

Hemos podido detectar dos isoformas del receptor NK1, de 58 y 33 kDa
respectivamente, en la linea celular de neuroblastoma humano SK-N-BE (2).

Estos hallazgos demuestran que la SP actiia como mitégeno en las células
de neuroblastoma humano a través de la union al RNK1. El control parcial por la

SP del efecto inhibitorio del antagonista L-733,060, favoreciendo nuevamente el
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crecimiento del tumor refuerza la idea del papel destacado del binomio SP-
RNK1 en el desarrollo y progresion del Neuroblastoma. Estos hechos,
descritos por primera vez, sugieren que el antagonista RNK1 L-733,060 podria

ser una alternativa terapéutica para el control del Neuroblastoma humano.
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‘CONCLUSIONES
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. La linea celular de Neuroblastoma humano SK-N-BE (2) expresa las
isoformas de los receptores NK1.

. El neuropéptido Sustancia P a dosis nanomolares produce un aumento
de la mitogénesis en la linea celular de Neuroblastoma humano SK-N-BE
(2). |

. El antagonista no peptidico de los receptores NK1 L-733,060 produce
inhibicion del crecimiento de la linea celular de Neuroblastoma humano
SK-N-BE (2). ,

. La inhibicion del crecimiento observado en la linea celular de
Neuroblastoma humano SK-N-BE (2) tras tratamiento con el antagonista
no peptidico de los receptores NK1 L-733,060 es dosis dependiente.

. El antag‘onista no peptidico de los receptores NK1 L-733,060 a dosis
de 20 uM produce una inhibicion completa del crecimiento celular en la
linea celular de Neuroblastoma humano SK-N-BE (2).

. El efecto inhibitorio del crecimiento celular en la linea celular de
Neuroblastoma humano SK-N-BE (2) fue parcialmente revertido tras la
administracion del neuropéptido Sustancia P. ,

. El efecto mitogénico del neuropéptido Sustancia P a dosis nanomolares

en la linea celular de Neuroblastoma humano SK-N-BE (2) indica una

regulacién del crecimiento tumoral por el Sistema nervioso.

. El receptor NK1 es una nueva diana en el tratamiento del Neuroblastoma

humano. _

. El sistema SP/NK1 abre un nuevo horizonte en la terapia antitumoral del

Neuroblastoma humano.
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