1130-0108/2008/100/6/327-331
REvISTA ESPANOLA DE ENFERMEDADES DIGESTIVAS
Copyright © 2008 ARAN EDICIONES, S. L.

REv Esp ENFERM DIG (Madrid)
Vol. 100. N.° 6, pp. 327-331, 2008

Efecto de la endotelina-1 sobre las arterias tumorales de pacientes

con neoplasia colorrectal

E. Ferrero Herrero, A. L. Garcia Villalén', M. Labalde Martinez, G. Diéguez Castrillo'

y M. Hidalgo Pascual

Servicio de Cirugia General y Digestivo “B”. Hospital Universitario 12 de Octubre.'Departamento de Fisiologia.

Facultad de Medicina. Universidad Autonoma de Madrid

RESUMEN

La endotelina-1 es un péptido vasoconstrictor producido por el
endotelio vascular, cuyos niveles plasmaéticos estan aumentados
en los pacientes con cancer colorrectal v que puede participar en
la regulacion del flujo sanguineo tumoral. Para estudiar si la res-
puesta a este péptido esta alterada en las arterias tumorales, se
obtuvieron, de 13 pacientes intervenidos quirirgicamente por
cancer colorrectal, arterias mesentéricas irrigando el tumor y arte-
rias mesentéricas de una regién alejada del tumor, y asimismo se
obtuvieron arterias mesentéricas de pacientes intervenidos por di-
verticulitis (n = 4) o enfermedad inflamatoria intestinal (n = 3). Las
arterias mesentéricas se montaron en una preparacion para el re-
gistro de la contraccién isométrica en un bafio de 6rganos, encon-
trandose que la endotelina-1 producia contraccién en los tres ti-
pos de arterias, pero la sensibilidad a este péptido fue mayor en
las arterias irrigando el tumor que en las arterias alejadas del tu-
mor o en las arterias de pacientes sin patologia tumoral. Estos re-
sultados indican que la endotelina-1 puede regular el flujo sangui-
neo en los tumores colorrectales, produciendo una mayor
vasoconstriccion en las arterias que irrigan el tumor que en las ar-
terias no tumorales.

Palabras clave: Endotelina-1. Cancer colorrectal. Vasoconstric-
cién. Endotelio.

ABSTRACT

Endothelin-1 is an endothelium-derived vasoconstrictor peptide
whose plasma levels are increased in patients with colorectal can-
cer, and which may be involved in tumor blood flow regulation.
To study whether response to this peptide is altered in tumor ar-
teries, mesenteric arteries supplying blood flow to colorectal tu-
mors, and mesenteric arteries far from said tumors were obtained
from 13 patients undergoing colectomy; mesenteric arteries were
also obtained from patients with diverticulitis (n = 4) or inflamma-
tory bowel disease (n = 3). Arteries were prepared for isometric
tension recording in an organ bath, and in this preparation it was
found that endothelin-1 induced contraction in all three types of
arteries, but that sensitivity to this peptide was greater in arteries
supplying blood flow to the tumor than in arteries far from the tu-
mor or arteries from patients without cancer. These results sug-
gest that endothelin-1 may regulate blood flow to colorectal tu-
mors by inducing a greater contraction in tumor-supplying arteries
than in non-tumor arteries.
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INTRODUCCION

Los vasos sanguineos que irrigan los tumores presen-
tan alteraciones tanto morfoldgicas (1) como funcionales
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(2,3) y estas caracteristicas de los vasos tumorales pue-
den ser relevantes para favorecer el crecimiento y expan-
si6én del tumor, modificando el flujo sanguineo al mismo.
Uno de los factores que pueden estar implicados en la re-
gulacién del flujo sanguineo en condiciones normales y
patoldgicas es la endotelina-1, un péptido producido por
las células endoteliales y que presenta un potente efecto
vasoconstrictor (4). La endotelina-1 puede estar implica-
da en la regulacion del flujo sanguineo tumoral, puesto
que sus niveles plasméticos estdn aumentados en pacien-
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tes con cancer colorrectal (5) y la respuesta vasconstric-
tora a este péptido estd alterada en las arterias de tumores
en ratas (6) o ratones (7).

Los vasos sanguineos tumorales son un posible objeti-
vo terapéutico en el tratamiento del cdncer, por lo que el
conocimiento de la respuesta de estos vasos a los factores
vasoactivos como la endotelina-1 puede tener interés.
Actualmente no existe, que sepamos, ningtin estudio de
la respuesta a la endotelina-1 en los vasos tumorales hu-
manos, puesto que los estudios existentes se han realiza-
do en tumores experimentales de animales (8). Por tanto,
el objetivo de este trabajo ha sido analizar la respuesta
vasoconstrictora a la endotelina-1 de arterias procedentes
de tumores colorrectales humanos, compardndola con la
de arterias irrigando colon normal en los mismos pacien-
tes, o con la de arterias procedentes de pacientes sin pato-
logfa tumoral.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion de las arterias

En este estudio se recogieron arterias mesentéricas
(aproximadamente 1 mm de didmetro externo) de 13 pa-
cientes intervenidos mediante colectomias por cancer co-
lorrectal, obteniendo arterias que irrigaban directamente
el tumor y arterias alejadas del tumor que irrigaban colon
normal. Asi mismo, se obtuvieron arterias mesentéricas
de pacientes en los que se practicaron colectomias por
enfermedades no tumorales, como diverticulitis (4 pa-
cientes) o enfermedad inflamatoria intestinal (3 pacien-
tes). Las arterias se disecaban inmediatamente después de
la extraccion de la pieza y se introducian en solucién sali-
na isoténica fria para su traslado desde los quiréfanos del
Hospital Universitario 12 de Octubre al laboratorio del
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad Auténoma de Madrid.

Las arterias mesentéricas asi obtenidas se limpiaban de
tejidos adyacentes bajo un microscopio de diseccion (Fig.
1),y se cortaban en segmentos de 2 mm de longitud.

Fig. 1. Fotografia de una arteria mesentérica humana disecada de la
pieza quirlrgica.
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Registro de la tension isométrica

Para el registro de la tension isométrica desarrollada
por la pared de los segmentos arteriales, se introducian a
través de la luz vascular dos alambres de tungsteno de
100 um de didmetro. Uno de los alambres quedaba unido
a un soporte fijado a la pared del bafio de 6rganos y el
otro alambre, que era movil, se conectaba a un transduc-
tor para el registro de la tensién isométrica (Universal
Transducing Cell Statham microscale accesory UCLS).
Un tornillo micrométrico, conectado al alambre movil,
permitia desplazar este alambre verticalmente en sentido
perpendicular al eje mayor del segmento arterial y aplicar
la tension pasiva deseada a la pared arterial. El registro de
la tension se realiz6 en un ordenador mediante un sistema
de adquisicién de datos Maclab 8/e (AD Instruments) con
el programa Chart V 3/4.

Cada segmento arterial, montado en el sistema expli-
cado anteriormente, se colocaba en un bafio de érganos
que contenfa 4 ml de solucién Krebs-Henseleit, cuya
composicion es la siguiente (mM): NaCl 115; KCI 4,6;
KH,PO, 1,2; SO,Mg 1,2; Ca(l, 2,5; NaHCO, 25; glucosa
11. Esta solucién se equilibraba con una mezcla gaseosa
(95% O, y 5% CO,) para proporcionarle un pH 7,3-7 4,
que se comprobaba con un pH-metro de laboratorio, mo-
delo Crison. Un circuito de agua caliente que rodeaba al
bafio permitié mantener la solucién de Krebs-Henseleit
junto con los segmentos vasculares a una temperatura de
37 +0,5 °C (Fig. 2).

REGISTRO :
- { y TRANSDUCTOR
- — r—

MICROMETRO

Fig. 2. Representacion esquematica del montaje experimental utilizado
para el registro de la tensiéon isométrica.

Determinacion de la tension 6ptima
Para determinar la tensién 6ptima de contraccion se re-

gistré la respuesta a la serotonina (10° M) a distintas ten-
siones pasivas. Se utilizé la serotonina para esta determi-

REV Esp ENFERM DIG 2008; 100 (6): 327-331



Vol. 100. N.° 6, 2008

EFECTO DE LA ENDOTELINA-1 SOBRE LAS ARTERIAS TUMORALES 329

DE PACIENTES CON NEOPLASIA COLORRECTAL

nacién porque producia una marcada contraccion de las
arterias mesentéricas, que era reproducible cuando se es-
timulaba repetidamente el mismo segmento vascular.
Tras montar los segmentos vasculares en el bafio de 6rga-
nos, se estiraba la pared vascular separando los dos alam-
bres mediante el tornillo micrométrico, hasta que la ten-
sién pasiva registrada mediante el transductor de tensién
se estabilizaba en valores de 0,15; 0,3; 0,6;2; 4y 8 g. A
continuacion se afiadia serotonina al bafio de érganos a
una concentracion de 10° M y se registraba la contrac-
cion del musculo liso. Cuando esta contraccidn alcanzaba
una meseta, se eliminaba la serotonina del bafio renovan-
do repetidamente la soluciéon de Krebs-Henseleit y los
segmentos se estiraban a la siguiente tensién pasiva.
Puesto que la respuesta a la serotonina fue maxima a una
tension pasiva de 2-4 g, los experimentos posteriores se
realizaron a una tension de 2 g.

Respuesta a la endotelina-1

Tras montar en el bafio de 6rganos los segmentos vas-
culares de arterias mesentéricas, se ajustaba la tension pa-
siva al valor previamente determinado de 2 g y se mante-
nian a esa tensién durante 2-3 horas hasta que se
equilibraban. A continuacién se estudiaba la respuesta a
la endotelina-1 realizando curvas de concentracion-res-
puesta acumulativas a esta sustancia. La endotelina-1 se
afiadia al bafio de érganos en concentraciones crecientes
(10"°-107 M) y después de afiadir cada concentracion se
esperaba 10-15 min hasta que la contraccién de la pared
vascular alcanzaba una meseta, antes de afiadir la si-
guiente concentracion.

Analisis de los datos

La contraccién a la serotonina o a la endotelina-1 se
registraba como el aumento de la tensién por encima de
la tension basal al afladir dichas sustancias. En cada curva
de concentracién-respuesta a la endotelina-1 se calcul6 la
pD, como el logaritmo negativo de la concentracién que
producia una contraccién igual al 50% de la concentra-
cién mdxima, obtenida por interpolacién geométrica en la
curva. La respuesta a la endotelina-1 en los distintos gru-
pos de arterias se compard mediante anélisis de la varian-
za, seguida de test de Bonferroni para determinar qué di-
ferencias eran estadisticamente significativas. Se tomo
como significativa una probabilidad menor de 0,05. Los
resultados se expresan como media + error estandar.

RESULTADOS
La serotonina produjo una contraccién maxima de los

segmentos vasculares de 1,46 + 0,34 g, obteniéndose una
respuesta 6ptima cuando los segmentos vasculares estaban
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estirados a una tensién pasiva de 2-4 g y que era menor
cuando los segmentos vasculares eran estirados a tensiones
pasivas menores (0,15; 0,3; 0,6 g) o mayores (8 g) (Fig. 3).
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Fig. 3. Contraccion a la serotonina (10° M) en arterias mesentéricas hu-
manas equilibradas a distintas tensiones pasivas. Los valores represen-
tan la media + el error estandar obtenida en 16 segmentos.

La estimulacion con endotelina-1 produjo contraccién
de las arterias mesentéricas dependiente de la concentra-
cién en todos los casos. La contracciéon mdxima fue se-
mejante en las arterias procedentes del tumor (4,57 +
0,49 g), en las arterias irrigando una regién alejada del tu-
mor en los mismos pacientes (4,17 + 0,52 g) y en las arte-
rias de pacientes sin patologia tumoral (4,97 + 0,39 g).
Sin embargo, la sensibilidad (pD,) fue mayor en las arte-
rias irrigando el tumor (8,21 + 0,13) que en las arterias de
una region alejada en los mismos pacientes (7,78 + 0,13,
p < 0,05), o que en las arterias procedentes de pacientes
sin patologia tumoral (7,80 = 0,08, p < 0,05) (Figs. 4y 5).
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Fig. 4. Registros experimentales de la contraccion a la endotelina-1 en
una arteria procedente de un tumor colorrectal (A) y en una arteria
procedente del mismo paciente alejada del tumor (B).
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Fig. 5. Contraccién a la endotelina-1 en arterias mesentéricas humanas
obtenidas de tumores colorrectales (tumorales, 20 segmentos), de los
mismos pacientes en una regién alejada del tumor (16 segmentos), o
procedentes de pacientes sin patologia tumoral (control, 10 segmen-
tos). Los valores representan la media + el error estandar.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que
la endotelina-1 produce una marcada contraccién de las
arterias irrigando tumores colorrectales, que puede ser
mayor que en las arterias mesentéricas no tumorales.

Primeramente se determind la tensién Optima de con-
traccién en los segmentos vasculares, registrando la con-
traccion a la serotonina, que produce activacioén del mus-
culo liso vascular. La contraccién a la serotonina fue
mdxima cuando los segmentos vasculares estaban estira-
dos a una tension pasiva de 2 6 4 g y la respuesta dismi-
nuia cuando el estiramiento era menor o mayor. Esta de-
pendencia de la tension pasiva inicial para la respuesta
contractil es una caracteristica del musculo, tanto liso
como esquelético, y puede deberse a que el grado de sola-
pamiento de los filamentos contrictiles varia con la lon-
gitud de las fibras musculares, siendo dptimo para un gra-
do de estiramiento intermedio (9). La longitud que
presentan los misculos in vivo es cercana a la 6ptima,
porque en los estudios in vitro se utilizé esa longitud para
reproducir en la medida de lo posible las condiciones fi-
sioldgicas. En este estudio, aunque la contraccién a la se-
rotonina fue ligeramente superior a 4 que a 2 g, la dife-
rencia no fue estadisticamente significativa y, puesto que
una tensién pasiva alta durante un tiempo prolongado
puede danar la pared vascular, se selecciond la tensidon
pasiva de 2 g para el resto de los experimentos.

La endotelina-1 produjo una contraccién muy marcada
de las arterias mesentéricas, tanto de las arterias que irri-
gaban el tumor como de las no tumorales. Esta contrac-
cion a la endotelina-1 fue mucho mayor que la producida
por la serotonina, a pesar de que la serotonina es conside-
rada un potente constrictor del musculo liso vascular. La
respuesta encontrada en nuestro estudio es semejante a la
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descrita por Miyauchi y cols. (10) en arterias mesentéri-
cas humanas y también a la encontrada en otras especies
como ratas (11) o perros (12). El objetivo del presente es-
tudio era analizar la respuesta a la endotelina-1 en las ar-
terias tumorales y se encontrd que la respuesta a este pép-
tido fue mayor en las arterias irrigando tumores
colorrectales que en las arterias irrigando colon normal
en los mismos pacientes, o en las arterias de pacientes sin
patologia tumoral. Aunque la contraccién médxima a con-
centraciones altas (107 M) de endotelina-1 fue semejante
en los tres tipos de arterias, la sensibilidad (pD,) fue ma-
yor en las arterias tumorales que en los otros dos grupos.
Esta diferencia puede tener relevancia fisiolégica, puesto
que la pD, indica una mayor respuesta a las concentracio-
nes bajas de endotelina-1 y son estas concentraciones ba-
jas las que pueden darse en los tejidos en condiciones fi-
siolégicas. Este incremento en la respuesta a la
endotelina-1 encontrado en nuestro estudio podria deber-
se a factores locales liberados por las células tumorales y
que afecten a los vasos sanguineos cercanos, puesto que
citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF) o la
interleuquina-1 beta aumentan la contraccién en respues-
ta a la estimulacion de los receptores a la endotelina-1 en
arterias humanas (13) o de rata (14,15). Aunque las con-
centraciones plasmaticas de citoquinas pueden estar au-
mentadas en pacientes con diferentes tipos de tumor (16),
las concentraciones locales de esta citoquina en el tejido
tumoral pueden ser mds relevantes que los niveles circu-
lantes (17). En el presente estudio, la sensibilidad a la en-
dotelina-1 estaba aumentada en las arterias irrigando los
tumores colorrectales, pero no en las arterias de los mis-
mos pacientes alejadas del tumor, puesto que la respuesta
a la endotelina-1 en estas tltimas arterias fue semejante a
la de arterias procedentes de pacientes sin patologia tu-
moral. Esto sugiere que el cambio en la respuesta a la en-
dotelina-1 puede deberse a las condiciones locales exis-
tentes en la proximidad del tumor y no a factores
circulantes. Posteriores estudios serdn necesarios para
analizar si estas condiciones locales producen un incre-
mento en los receptores vasculares a la endotelina-1.

En resumen, los resultados de este estudio sugieren
que las arterias irrigando los tumores colorrectales son
muy sensibles a la endotelina-1 y esto, unido a los niveles
elevados de este péptido en los pacientes, producird una
vasoconstricciéon marcada en estas arterias. Se han pro-
puesto estrategias terapéuticas dirigidas a aumentar el
flujo sanguineo tumoral, con el fin de facilitar la llegada
de los farmacos antitumorales a las células tumorales, por
lo que los antagonistas de los receptores para la endoteli-
na-1 podrian ser ttiles en este sentido.
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