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Introduccion

Una de las moléculas mas interesantes de la neurobiologia es, sin lugar a
dudas, la colecistoquinina (CCK). Se trata de una familia de mensajeros quimicos de alto
peso molecular que, ademés de ser la familia de neuropéptidos mas abundante vy
ampliamente distribuida en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos, funciona
como una familia de neurotransmisores que estan involucrados en la regulacion de

numerosos procesos fisioldgicos y de comportamiento (Rehfeld, 2004).

A partir del descubrimiento de la CCK en el SNC (Vanderhaeghen et.al.,
1975), se han realizado una gran cantidad de estudios para determinar el papel funcional
que ésta familia juega en el SNC. Dentro de estas investigaciones, la cuantificacion de las
distintas formas de la CCK es una parte fundamental, ya que para poder establecer con
precision su funcion, es necesario contar con un método sensible y especifico para

medirlas.

Como resultado de las numerosas investigaciones realizadas, actualmente se
ha establecido que uno de los miembros de esta familia, la CCK-8 sulfatada (CCK-8s, Fig.
1) cumple con los criterios establecidos para ser considerada como un neurotransmisor,
tanto en sinapsis centrales como periféricas. Su potente actividad transmisora y su
expresion masiva en casi todas las regiones del SNC indican que la CCK-8s desempefia
funciones significativas en multiples procesos cerebrales y se considera que esta
involucrada principalmente en la regulacion de la ansiedad (Wang, et.al., 2005), la
saciedad (Volkoff, et.al., 2005), la analgesia (Ossipov, et.al., 2004), el aprendizaje y la
memoria (Gulpinar & Yegen, 2004).

Un creciente cuerpo de evidencias han implicado a la CCK-8s en la
etiopatogenia de enfermedades psiquiatricas y desordenes neuroldgicos que incluyen a la
enfermedad de Alzheimer (L6fberg, et.al., 1996), a la esquizofrenia (de Wied & Sigling,
2002), al miedo, al estrés y a la ansiedad (Wang, et.al., 2005; Rotzinger & Vaccarino,
2003).



Asimismo se han encontrado evidencias de interacciones entre la CCK-8s y
neurotransmisores clasicos tales como la dopamina (DA) (Rotzinger, et.al., 2002; Hokfelt,
et.al., 2002), el &cido y-amino butirico (GABA) (Pérez de la Mora, et.al., 1993; Lanza &
Makoveck, 2000), la serotonina (5-HT) (Voigt, et.al., 1998; Becker, et.al., 1999a), la
noradrenalina (NA) (Beinfeld, 1998; Crawley & Corwin, 1994), los aminoéacidos
excitatorios (EAAs) (Hokfelt, et.al., 2002; You, et.al.,1997) y los péptidos opioides.
(Mollereau, et.al., 2005).

A pesar de los avances obtenidos en 25 afios tal vez no sea sorprendente en
vista de la naturaleza ubicua de la CCK y de los mecanismos tan complejos a través de los
cuales actla, que hoy en dia su significado funcional aln esté lejos de entenderse. Es por
ello que los investigadores siguen concentrando sus esfuerzos alrededor de ésta tan

interesante familia.

-
0 /7 \

T "

S - S

| NH |

CH e/ CH CO-

| 2 | 2 2
CH, CH, H (I:H2 C|:H2 CH, CH,

—NHCHCO—NHCHCO— NHCHCO — NHCHCO—NHCHCO—NHCHCO—NHCHCONH,
-Tyr(SOz) - Met - Gly - Trp - Met - Asp - Phe-NH,

Fig. 1. Esquema de la estructura quimica de la secuencia amidada del
heptapéptido O-sulfatado (-Tyr(SOs3)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHy), la cual constituye
el sitio activo especifico de la CCK.



1 Descubrimiento de la CCK

El descubrimiento de una hormona que eventualmente seria llamada
colecistoquinina data de principios del siglo XX. Ilvy & Oldberg en 1928, fueron los
primeros en describir una sustancia que se liberaba del intestino y producia contraccion
vesicular. Ellos sugirieron que esta hormona deberia llamarse colecistoquinina (“CCK: La
gue mueve la vesicula biliar”). Harper & Raper en 1943 descubrieron una sustancia
proveniente de la mucosa duodenal de cerdos, la cual estimulaba la secrecion de enzimas
pancreaticas. Ellos llamaron a esta hormona pancreozina (PZ). Originalmente se penso que
la PZ y la CCK eran dos hormonas diferentes, pero después de su purificacion y
caracterizacion por Mutt & Jorpes en 1971 se demostré que eran idénticas (Beinfeld,
1998). Posteriormente la CCK se identificd como un peptido de 33 (CCK-33) y 39 (CCK-
39) residuos de aminoacidos. Dichos péptidos poseen los mismos 5 aminoacidos carboxilo
terminal que la gastrina, un péptido aislado del estbmago en 1964 (Rehfeld, 1978a). La
gastrina y la CCK provienen de prohormonas separadas, aunque las maltiples similitudes
entre ellas sugieren que se originaron de un precursor comdn en un tiempo evolutivo
temprano (Beinfeld, 1998).

La confusion sobre la naturaleza quimica de la CCK en el sistema nervioso
central (SNC) comenzé en 1975, cuando Vanderhaeghen y colaboradores detectaron en el
cerebro de varias especies de vertebrados, incluyendo al hombre, un pequefio péptido muy
abundante, que poseia una inmunoreactividad parecida a la de la gastrina. Posteriormente
basandose su comportamiento cromatogréafico, en su actividad bioldgica y en el analisis de
la secuencia de aminodacidos, éste material fue identificado como el octapéptido sulfatado
de la colecistoquinina (CCK-8s) (Asp-Tyr(SOs)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH)
(Vanderhaeghen, et.al., 1975; Dockray, 1977; Rehfeld, 1978b; Robberech, et. al., 1978).

Hasta 1975 aun se consideraba que los péptidos del SNC y los del intestino

eran diferentes. Se pensaba que el cerebro contenia factores de liberacion hipotaldmicos y



que el intestino tenia hormonas gastrointestinales. El descubrimiento de la abundancia y
amplia distribucién de la CCK y otros péptidos como el péptido intestinal vasoactivo (VIP)
en el cerebro, junto con la presencia de somatostatina en intestino fue parte de una mini-
revolucion que llevd a pensar en neuropéptidos bioldgicamente activos. La presencia en el
SNC de lo que se consideraba una hormona gastrica abrié una gran variedad de campos
experimentales enfocados principalmente a explicar el significado funcional de la CCK en
el cerebro (Beinfeld, 1998).

1.1 Clonacion Molecular de la CCK

El conocimiento de la estructura de la CCK aument6 grandemente con la
clonacién de la secuencia del cDNA para la CCK en la rata. Esto fue seguido en rapida
sucesion, por la clonacién de los cDNAs de cerdo y humano. El gen humano de la
colecistoquinina se encuentra en el cromosoma tres. La unidad de trascripcion comprende
7 kb y esta interrumpida por dos intrones. La region del promotor tiene 144 bases de 5° al

sitio de inicio de la trascripcion.

La CCK tiene una larga historia evolutiva que se remonta hasta la hidra, se
piensa que la CCK y la gastrina probablemente evolucionaron a partir de una prohormona
ancestral comdn. La secuencia de CCK-8 estd altamente conservada a través de las
especies de mamiferos. Estudios posteriores han mostrado que ésta similitud es muy alta en

los péptidos bioldgicamente activos con extensiones aminoterminales variables.

La clonaciéon del gen para CCK en rata ha revelado que el promotor
contiene un nuamero de elementos reguladores todos localizados dentro de 100 pares de
bases de la caja TATA incluyendo un supuesto elemento basico “cierre de leucina” hélice-
asa-hélice, un elemento SP1, y un elemento respuesta combinado para el AMP ciclico y el
TPA (acetato-13 tetradecanoilforbol) (Beinfeld, 1998).



2  Metabolismo de la CCK

Muchas proteinas biolégicamente activas son sintetizadas como grandes
precursores que permanecen inactivos hasta que son procesados proteoliticamente en sus
sitios de accion. La division de los precursores proteicos para generar péptidos bioactivos,
ocurre en sitios especificos de la molécula que involucran uno o mas residuos de
aminoacidos basicos. Asi, su procesamiento implica modificaciones post-translacionales
que ocurren habitualmente antes de su secrecion y que incluyen division proteolitica de la
cadena peptidica, sulfatacion de la tirosina, fosforilacion de la serina, glicosilacion y
amidacion del extremo carboxilo terminal, asi como ciclizacién de la glutamina N-

terminal.

Es importante sefialar que la CCK es uno de los péptidos con el mas
impresionante patrén de procesamiento tisular. Al igual que muchas hormonas y
neuropéptidos, los péptidos que constituyen la familia de la CCK, se producen inicialmente
como una pre-pro-hormona de alto peso molecular (10 KD), denominada pre-pro-CCK
(115 residuos) cuya estructura ha sido propuesta a partir de la secuencia de su mRNA en
varias especies de vertebrados, incluyendo al hombre y a partir de la cual se forman los

distintos miembros que constituyen a esta familia (Eberlein, et.al. 1992).

2.1 Biosintesis

La biosintesis de la CCK se lleva a cabo en el contexto de una via secretora
regulada donde las divisiones se llevan a cabo en estricto orden temporal involucrando a
méas de una enzima, los sitios mas accesibles se dividen primero, lo que permite al

precursor asumir una conformacion diferente y exponer otros sitios (Lacourse, et.al. 1998).

Con base en los productos aislados del cerebro y células endocrinas en
cultivo, Vishnuvardhan & Beinfeld (2002), Rehfeld, et.al. (2002) y Beinfeld (2003) han
reportado que el modelo mas probable para el procesamiento de la pre-pro-CCK a CCK-4

(Fig. 2) involucra los siguientes pasos:



- La pre-pro-CCK (115 residuos) se inserta en el reticulo endoplasmico
rugoso, donde por accién de una peptidasa sefial, se remueve el péptido sefial (20 residuos)
por el lado amino terminal, separando la Treonina® de la Glutamina™ (Fig. 2), la cual es
convertida espontaneamente a acido pirrolidincarboxilico originando una molécula mas

pequerfia llamada pro-CCK (95 residuos).

- La pro-CCK penetra la membrana del aparato de Golgi y asume su
estructura tridimensional correcta, viaja al trans-Golgi donde tres de sus cuatro residuos de
tirosina son sulfatados por una sulfotransferasa especifica de tirosina unida a la membrana.

La sulfatacion de la tirosina en la CCK-8 es importante para su actividad bioldgica.

- En la red del trans-Golgi la pro-CCK sulfatada es almacenada en
granulos secretorios con otro material destinado para regular la via secretora. Las
caracteristicas estructurales de la pro-CCK (o cualquier otro proneuropéptido) que

permiten que sea reconocida como material secretorio son desconocidas.

- En los granulos secretorios una prohormona convertasa remueve 9
residuos de la extensién C-terminal (Ser-Ala-Glu-Glu-Tyr*~Glu-Tyr*~Pro-Ser®),
originando la secuencia Gly-Arg-Arg (84-86), que constituye el sustrato para la

carboxipeptidasa E.

- La carboxipeptidasa E actia entonces en las vesiculas sinapticas

dividiendo la secuencia 84-86, generando el extremo terminal R-Phe-Gly.

- La Glicina terminal (84) es convertida en una amida por accién de la
PAM (Peptidilglicina a-Amidasa Monooxigenasa), produciendo una extension carboxilo
terminal o amidada (Phe-NH,), formando entonces la CCK-83 que constituye la forma

molecular bioactiva més larga de la CCK.



- La CCK-83 se divide a nivel de la Arg 25 por una endopéptidasa
monobasica y se forma la CCK-58, la cual se divide a nivel de varios sitios monobasicos:
Arg 44, Arg 50, Lys 61, lle 72, Arg 75 y Gly 79, para liberar péptidos pequefios
carboxiamidados de CCK, entre los que destacan CCK-39, CCK-33, CCK-22, CCK-12,
CCK-8 sulfatada y CCK-4.

Las enzimas responsables de las divisiones monobéasicas no han sido
identificados definitivamente, aunque se ha observado que tres enzimas podrian estar
involucradas en el procesamiento de la CCK-33 para producir CCK-8s, una serin proteasa
Ilamada enzima generadora de la CCK-8, la aspartil proteasa 3 comprimida (YAP3) y la
PC2 recombinante (Vishnuvardhan & Beinfeld, 2002; Rehfeld, et.al. 2002).

2.2 Liberacion

Las formas de la CCK-8s y la CCK-4 recientemente sintetizadas se
almacenan en los cuerpos celulares, concentrandose hasta su liberacion en vesiculas
sinapticas de corazén denso, las cuales tienen didmetros grandes que se encuentran
alrededor de 100 nm en promedio. Estas vesiculas se localizan en zonas lejanas a los sitios
de la membrana en donde se secretan los neurotransmisores “clasicos” (Ghijsen, et.al.
2001).

La liberacién presinaptica de la CCK-8s esta regulada por la despolarizacién
de la membrana terminal, en respuesta a la estimulacion eléctrica con altas frecuencias y a
las concentraciones elevadas de K*, que permiten la entrada del ion Ca™ a través de
canales selectivos dependientes de voltaje. EI aumento de la concentracion intracelular de
Ca’™ intrasinaptico provoca la liberacion de la CCK-8s almacenada en las vesiculas de
corazén denso en sitios de la terminal axonica distantes a la zona activa (Verhage, et.al.,
1991; Raiteri, et.al., 1993; Fink, et.al., 1998; You, et.al., 1998), una vez liberada la CCK-8s
se difunde por el espacio sinaptico hasta alcanzar su sitio receptor localizado en la

membrana de la célula postsinaptica.



La CCK-8s puede ser liberada de tejido cerebral usando fracciones
sinaptosomales o rebanadas de tejido de corteza cerebral de rata, hipocampo, nucleo
accumbens, hipotadlamo, y cuerpo estriado. La liberacion de la CCK-8s en el SNC esta
sujeta a la modulacién por una variedad de neurotransmisores como dopamina (DA),
GABA, serotonina, glutamato y opioides, dependiendo de la region que se estudie (Ghijsen,
et.al. 2001), y se ha sugerido que la liberacion de la CCK-8s puede ser dependiente de la
interaccion funcional entre diferentes mensajeros extra e intracelulares (Wiesenfeld-Hallin,
et.al., 1999).

2.3 Degradacion

Respecto a la degradacion de la CCK-8s se ha demostrado que una sola
enzima endopéptidasa es responsable de su inactivacion, la enzima corresponde a una serin
proteasa de masa molecular relativa (135 000 KD) identificada por su alto grado de
homologia con la tripeptidil peptidasa Il humana (TPPII) (EC3.4.14.10). Esta enzima llena
todos los criterios para ser considerada como la neuropeptidasa responsable de la
desactivacion de la CCK-8s, ya que en dos pasos divide rapidamente, con un alto grado de
especificidad, al neuropéptido en fragmentos bioldgicamente inactivos. Cabe mencionar
que la enzima es expresada por neuronas CCKeérgicas y que su inhibicion permite que la
CCK-8s escape a su desactivacion (Rose, et.al., 1996; Ganellin, et. al., 2000).



MODELO DE LA SINTESIS DE COLECISTOQUININA
RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO

PRE-PRO-CCK
l Peptidasa Sefial
Metl_Thrzo_l Glu™ Ser®
TRANS-GOLGI
PRO-CCK Sulfatasa de Tirosina
l pQ * * % Ser®
Tyr: 77 91 93
GRANULOS SECRETORIOS
PRO-CCK-SULFATADA Prohormo[]a convertasa
l pQ Arg® ¥ Ser® Ser®
VESICULAS SINAPTICAS  Carboxipeptidasa E——
pQ G|y84_Ar985_Ar986
PRO-CCK pQ Phe® Gly* « PAM
Endypéptidasa monobasica
CCK-8 pQ Phe-NH,
\Z l_ Prohormonas Convertasas
CCK-58 Val NH,
N
CCK-39 Tyr v NH,
COK-33 Lm NH,
cciK-zz Asn___ ¥ NH,
CCK-12 lle ' NH;
¥
C(iK-S Asp__ v NH,
CCK-4 Trp NH,

Fig. 2 Modelo de la sintesis de la CCK. La prepro-CCK se inserta en el reticulo
endoplasmico rugoso, donde una peptidasa remueve el péptido sefial de 20 residuos por
el lado amino terminal, la Glu™, se convierte espontaneamente a &cido
pirrolidincarboxilico originando a la pro-CCK (95 residuos), que penetra la membrana
del aparato de Golgi y asume su estructura tridimensional correcta, viaja al trans-Golgi
donde tres residuos de tirosina son sulfatados. En la red del trans-Golgi la pro-CCK
sulfatada se almacena en granulos secretorios donde una prohormona convertasa
remueve la extensién c-terminal, originando la secuencia Gly-Arg-Arg, que es dividida
en vesiculas sindpticas por una carboxipeptidasa E, generando un extremo terminal R-
Phe-Gly. La Glicina terminal se convierte en una amida por accion de la PAM
(Peptidilglicina a-Amidasa Monooxigenasa), produciendo una extension c-terminal o
amidada (Phe-NH,), formando entonces la CCK-83, ésta se divide a nivel de varios
sitios monobaésicos para liberar péptidos pequefios carboxiamidados de CCK, entre los
que destacan CCK-58, CCK-39, CCK-33, CCK-22, CCK-12, CCK-8 sulfatada y CCK-
4 todos con actividad bioquimica.



3  Receptores

Durante la década pasada han ocurrido los principales avances en el
conocimiento de los receptores para la CCK. Hasta la fecha se han identificado, basandose
en su caracterizacion molecular, diferente perfil farmacoldgico y especificidad para unirse a
diferentes ligandos, dos receptores para la CCK, los receptores periféricos/cerebrales o
receptores CCK-A (CCK-1) y los receptores cerebrales o receptores CCK-B (CCK-2),
perteneciendo ambos a la clase de receptores que se encuentran acoplados a proteinas-G y
que se caracterizan por presentar siete dominios transmembranales (Liddle, 1998; Wank,
1998; Noble & Roques, 1999).

Los dos tipos de receptores muestran una union saturable, reversible,
selectiva y de alta afinidad para la CCK y sus analogos, con constantes de disociacién
reportadas alrededor de 1 nM (Crawley & Corwin, 1994). Farmacoldgicamente se
distinguen en su capacidad para reconocer diferentes formas de la CCK, pues el receptor
CCK-B reconoce con una afinidad muy semejante a las formas pequefias del péptido como
son la CCK-4, la CCK-8 no sulfatada (CCK-8ns) y la CCK-8s, asi como a la pentagastrina
y a la gastrina; mientras que el receptor CCK-A muestra una afinidad mas grande para la
CCK-8s y una afinidad 100 veces menor para la CCK-8ns y la CCK-4, ademas reconoce
principalmente a las formas grandes del péptido como la CCK-33 y la CCK-58 (Wank,
1998; Noble & Roques, 1999; Noble, et.al. 2000; Rotzinger & Vaccarino, 2003).

3.1 Distribucion de los receptores para la CCK

La distribucion de los receptores para la CCK ha sido ampliamente
investigada, aparentemente los receptores CCK-A y CCK-B coinciden en algunas regiones
tanto en el SNC como en la periferia. Sin embargo, la mayoria de los receptores en el SNC
son de tipo “B” mientras que los receptores para CCK tipo “A” se encuentran distribuidos
principalmente en 6rganos periféricos (Noble, et.al., 2000). Estudios de autoradiografia y

unién de radioligandos demuestran que el receptor CCK-A se localiza en células
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pancreaticas, musculo liso de la vesicula biliar, intestino, células jefe y células D de la
mucosa gastrica, esfinter pilorico, esfinter de Oddi, estbmago y musculo ileal, asi como, en
algunas regiones del SNC tales como el ndcleo interpeduncular, el nucleo del tracto
solitario, el nucleo dorsomedial hipotalamico, el nucleo del rafé dorsal, el nucleo
accumbens, el cuerpo estriado, el nlcleo supradptico, el nicleo paraventricular, el nucleo
motor dorsal del nervio vago, el nicleo caudado, el putamen, la sustancia nigra pars
compacta, la amigdala central, el area ventral tegmental, el area postrema, los cuerpos
mamilares, la médula espinal y el nervio vago (Tabla 1). Este receptor regula efectos
digestivos provocados por el péptido, tales como, la contraccién vesicular e intestinal, la
secrecion de enzimas pancreaticas, los efectos troficos sobre la mucosa intestinal y gastrica,
asi como, la regulacion del consumo de alimentos (Crawley & Corwin, 1994; Fink, et.al.,
1998).

El receptor para CCK tipo “B” se localiza principalmente en el SNC en
regiones del telencéfalo tales como la capa plexiforme externa del bulbo olfatorio principal,
las capas superficiales, medias y profundas de la neocorteza, la corteza piriforme, el nicleo
accumbens, el parasubiculum, el tubérculo olfatorio, el hipocampo, el nucleo caudado, el
putamen, el giro dentado, el septo, el globo palido, la banda diagonal de Broca, y el nicleo

amigdaloide.

Este receptor también esta presente en regiones del diencéfalo que
comprenden el nacleo hipotaldmico medial predptico, arcuato y dorsomedial, el nicleo
reticular taldmico mediodorsal y paraventricular y en la zona incerta y lateral del nucleo
habenular. Se ha reportado su presencia en zonas del mesencéfalo como la sustancia nigra,
el nacleo parabigeminal, el coliculo superior e inferior, el nucleo parabranquial, el nicleo
del rafé dorsal y la materia gris periacueductal; asi como en regiones del mielencéfalo que
incluyen al nacleo del tracto solitario y al nicleo olivar superior y pontino superior. Con
relacion a la distribucion del receptor para la CCK tipo B en o6rganos periféricos se ha

encontrado en la médula espinal, el nervio vago, el tracto gastrointestinal, en células jefe y
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células D de la mucosa gastrica, en neuronas del plexo mientérico, en celulas del acinar

pancreatico, en monocitos y en linfocitos T.

Se cree que este receptor interviene en los efectos provocados por la CCK a
nivel central como son la modulacion en las funciones controladas por los sistemas
GABAEérgico, dopaminérgico, serotonérgico y opioide. La regulacion de la alimentacion, el
control del aprendizaje y la memoria y la etiopatogenia de enfermedades psiquiatricas y
desordenes neurologicos. Tabla 1, (Moran & Schwartz, 1994; Beinfeld, 1998; Noble &
Roques, 1999; Rotzinger & Vaccarino, 2003).

TABLA 1. Distribucion y funciones de los subtipos del receptor para la CCK

CCKA CCKB

Distribucion  Vesicula biliar, pancreas,  Cerebro, espina  dorsal,
piloro, intestino, espina  estdbmago y nervio vago.
dorsal, nervio vago,
estbmago y mucosa gastrica.

Funciones Regula la accion de la CCK  Regula la accién de la CCK
sobre la contraccion de la  sobre el incremento en el
vesicula, la secrecion de  disparo neuronal y la
amilasa  pancreatica, el mayoria de sus acciones en
vaciado gastrico, inhibiendo el sistema nervioso central
el hambre, potencia los
comportamientos mediados
por la dopamina, asi como
su liberacion en ndcleo

accumbens.

(tomado de Noble & Roques, 1999)

12



4 Agonistas y Antagonistas de los receptores para la CCK

4.1 Agonistas

A través del tiempo se han seguido diferentes estrategias para disefiar
agonistas potentes y selectivos de los receptores para la CCK, lo cual ha permitido
innumerables avances en el estudio de la farmacologia y fisiologia de la CCK (Tabla 2). Sin
embargo, solo existen pocos compuestos que han sido reportados como agonistas selectivos
para el receptor CCK-A,; siendo la mayoria de ellos tetrapéptidos, hexapéptidos y derivados

de benzodiacepinas.

TABLA 2. Principales agonistas de los receptores para la CCK

CCK-A CCK-B
CCK-8s CCK-8ns
ARL-15849 CCK-4
A-71378 CCK-8s
A-70874 BC-264
GW-5823 BC-254
GW-7854 BC-197

BDNL
RB-400
RB-360

(tomado de Noble, et.al., 2000)

Los principales agonistas selectivos para el receptor CCK-A son:
¢+ CCK-8s
¢ A-71378, A-71623 y A-70874 basados en la estructura de CCK-4.

ARL-15849, hexapéptido derivado de CCK-8

*

<>

GW-5823 y GW-7854 derivados de benzodiacepinas.
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Mientras que para el receptor CCK-B los agonistas especificos son:
¢ La CCK-8 sulfatada, la CCK-8 no sulfatada y la CCK-4,
+ BC254, BC197 y péptidos ciclicos,
+ BDNL, BC-264 y BC-197 derivados de la CCK resistentes a peptidasas,

+ RB400 y RB403 derivados de la CCK que se encuentran acoplados a

residuos de malonato y succinato (Noble & Roques, 1999).

4.2 Antagonistas

Muchos de los descubrimientos tempranos respecto a los efectos fisioldgicos
de la CCK fueron impedidos por la carencia de antagonistas selectivos. Actualmente existe
una gran variedad de antagonistas de los receptores para la CCK con estructuras quimicas
variadas, incluyendo péptidos, benzodiacepinas, pirazolidininas y derivados de
aminoéacidos que tienen excelente selectividad y alta afinidad tanto para el receptor
CCK-A como para el receptor CCK-B (Tabla 3) (Woodruff & Hughes, 1991; Noble,
et.al., 2000).

TABLA 3. Principales antagonistas de los receptores para la CCK

CCK-A CCK-B
Lorglumida L-365,260
Loxiglumida L-740,093
Devazepide PD-134,308
SR-27897 PD-135158
Bt,cGMP PD-134,308
RP-73870
SNF8702
368,935
GV150013

(tomado de Noble, et.al., 2000)
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De acuerdo con Noble, et.al. (2000), entre los antagonistas de los receptores
CCK-A destacan:

+ Derivados de nucleoétidos ciclicos como el Bt2cGMP, con alta afinidad

para este receptor.

+ Derivados de aminoécidos que poseen la misma afinidad especifica al
receptor CCK-A que los sefialados en la categoria anterior, pero son mas potentes y se
pueden administrar oralmente, dentro de ésta categoria se encuentran el CR-1409 o
lorglumida y el CR-1505 o loxiglumida derivados de acido glutamico, el TP-680 y el TP-
0632 derivados de serina.

+ Derivados de las benzodiacepinas como el L-364,718 (devazepide o
MK-329) y el FK-480.

+ Péptidos derivados de la secuencia carboxilo terminal del heptapéptido
de la CCK, como el IMV-179, el PD-140,548, el 2-NAP, el IQM-95,333 y por ultimo

+ EI SR-27,897 no relacionado a péptidos, benzodiacepinas o derivados de

aminoacidos.

Para los receptores CCK-B se han descrito las siguientes clases de
antagonistas:

+ Derivados de aminoacidos como el YM-022

+ Derivados de las benzodiacepinas como el L-365,260, L-740,093 y CP-
212,454,

+ Derivados de la pirazolidinona, como el LY-288,513 que por sus efectos

adversos estan descontinuados
+ Derivados de ureidoacetamidas como el RP-73870,

+ Dipeptoides que son derivados estructurales del tetrapéptido de la CCK,
altamente selectivos para el receptor CCK-B como el PD-134,308 (C1-988), el PD-135,158,
el RB210 y el CI-1015
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5 Distribucion

Actualmente la CCK es reconocida como el neuropéptido mas abundante en
el SNC y en el tracto gastrointestinal. Diversos estudios han mostrado que la CCK-58 y la
CCK-33, se encuentran localizadas predominantemente en organos periféricos pues se han
encontrado altas concentraciones de estos péptidos en la mucosa del duodeno y jejuno en
humanos, perros y ratas, asi como en celulas endocrinas, en nervios entéricos, en plasma

humano e incluso en el sistema reproductor masculino (Crawley & Corwin, 1994).

En el SNC las principales formas descritas corresponden a la CCK-12, la
CCK-8 no sulfatada, la CCK-8s y la CCK-4 (Vanderhaeghen, et.al., 1980; Emsom, et.al.,
1982). La distribucion de la CCK en el SNC es heterogénea, diversos analisis muestran la
localizacion de altas concentraciones (mayor a 4 ng/mg de proteina) de CCK en neuronas
de las capas I, II-111, IV, V-VI de la corteza cerebral (temporal y frontal), el caudo-putamen,
el claustrum, el hipocampo, el subiculum, el septo y los ndcleos amigdaloides cortical,
basolateral, central, medioventral y lateral, mientras que en el tubérculo olfatorio, el bulbo
olfatorio, el hipotdlamo, la materia gris periacueductal, el nacleo taldmico y el mesencéfalo
ventral, las concentraciones de CCK son de 1-2 ng/mg de proteina. Concentraciones
menores a 1 ng/mg de proteina, se han reportado en el nacleo de Edinger-Westphal, el
nucleo accumbens, la sustancia nigra pars compacta, el globo palido, el coliculo inferior y
superior, el nacleo parabranquial, el cerebelo, el puente, la médula oblonga y en las capas
[1-111, IX y X de la médula espinal (Larsson & Rehfeld, 1979; Dockray, 1980; Beinfeld,
1981; Emson, etal., 1982; Raitieri, 1993; Crawley & Corwin, 1994). Estudios
inmunohistoquimicos han revelado que la inmunoreactividad a CCK se encuentra en
cuerpos celulares y fibras de neuronas no piramidales, mientras que la glia no contiene
CCK (van Megen, et.al., 1996). La anatomia de las proyecciones CCKeérgicas centrales es

muy compleja y ha sido sujeta a investigaciones intensivas desde su descubrimiento.
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51 Principales proyecciones CCKérgicas

Segun Beinfeld (1998) las principales proyecciones CCKérgicas que se han

identificado en el cerebro de la rata son:

- Via mesolimbica y mesocortical. Las neuronas CCKEérgicas en el area
ventral tegmental, algunas de las cuales también contienen dopamina y neurotensina,
proyectan a subdivisiones especificas del nucleo accumbens, del tubérculo olfatorio y de la
corteza prefrontal. Estudios recientes muestran que las células dopaminérgicas y
posiblemente CCKérgicas en el area ventral tegmental inervan neuronas colinérgicas del
cerebro anterior, las cuales suministran acetilcolina a la corteza y han sido implicadas en la

fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer.

— Via nigro-estriatal. Esta via comprende las proyecciones que parten de la

sustancia nigra al estriado y a la amigdala, donde la CCK se colocaliza con dopamina.

— Via cortico-estriatal. En esta via se incluyen a las proyecciones que van

de la corteza prefrontal al estriado, en las cuales la CCK se colocaliza con GABA.

— Via talamo-cortical y talamo-estriatal. Las neuronas CCKérgicas del
nucleo ventral lateral y el ndcleo geniculado medio, proyectan a sitios de la corteza y del

estriado. Algunas de estas neuronas también son VIPérgicas (péptido intestinal vasoactivo).

— Via visceral sensitiva ascendente. Las neuronas CCKEérgicas se proyectan
del nucleo dorsomedial del nucleo del tracto solitario y del borde externo del area postrema
hacia el nacleo parabranquial. De este nicleo un grupo adicional también proyecta fibras al
nucleo ventromedial del hipotdlamo. Otras neuronas CCKérgicas en el ndcleo del tracto
solitario proyectan hacia el nucleo accumbens. Las neuronas con CCK en el rafé que no
contienen serotonina proyectan al cerebro anterior. Por otro lado la CCK es abundante en
células de la retina de algunas especies. Finalmente, las células CCKérgicas en la oliva

inferior proyectan al coliculo inferior.
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— Via visual auditiva ascendente. Las neuronas CCKérgicas del coliculo
superior proyectan al nucleo geniculado dorsolateral, y de ahi proyectan a la corteza visual.

Las neuronas del ganglio trigeminal proyectan a la arteria pial e inervan el iris.

— Via hipocampo-septal. Del hipocampo salen gran numero de
proyecciones CCKeérgicas eferentes hacia el septo lateral, a los cuerpos mamilares, al

nucleo anteroventral del talamo y al subiculum.

— Via magnocelular/parvocelular hipotalamica-hipofiseal. Las neuronas
CCKérgicas del nucleo paraventricular y supradptico, algunas de las cuales también
contienen oxitocina y factor liberador de corticotropina (CRF), proyectan a la eminencia
media y al 16bulo posterior de la glandula pituitaria.

— Via del sistema asociacional intrabulbar olfatorio. La CCK es el
transmisor de las células en *“racimo” del bulbo olfatorio, el cual proyecta a la capa

plexiforme interna del bulbo ipsilateral.

— Via de las proyecciones descendentes a la médula espinal. Las neuronas
CCKérgicas de la materia gris periacueductal, del nucleo de Edinger-Westphal y de la
médula ventral proyectan a células de la capa Il, 111 y X de la médula espinal, a neuronas
motoras localizadas en la capa IX de la médula espinal cervical, toracica y lumbo-sacral, asi

como al nucleo motor trigeminal e hipoglosal.
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6  Acciones bioldgicas de la CCK

Durante los Gltimos 25 afios la farmacologia y fisiologia de la CCK ha sido
estudiada en detalle. Como resultado de estos estudios en la periferia se le ha establecido
como una hormona gastrointestinal que regula la contraccion vesicular e intestinal y la
secrecion de enzimas pancredticas. De la misma forma, tiene efectos troficos sobre la

mucosa intestinal y gastrica, y participa en la regulacién del consumo de alimentos.

Dentro del SNC la CCK cumple con los criterios establecidos para ser

considerada un neurotransmisor:
1. Selocaliza en el cerebro exclusivamente en neuronas (Crawley, 1991).

2. Es sintetizada, procesada y almacenada dentro de  vesiculas en
terminales nerviosas y cuerpos celulares (Goltermann, et.al., 1980).

3. Es liberada en forma Ca*™ dependiente por la estimulacion eléctrica y la
despolarizacion con concentraciones elevadas de K o con veratridina. (Verhage,
et.al.,1991; Raiteri, et.al., 1993; Fink, et.al., 1998; You, et.al. 1998).

4. Influencia la velocidad de respuesta de otras neuronas del SNC
(Beinfeld, 1995; van Megen, et.al., 1996)

5. Tiene agonistas y antagonistas especificos para sus receptores (Woodruff
& Hughes, 1991; Noble & Roques, 1999).

6. Es rapidamente degradada después de su liberacion (Rose, et.al.,1996;
Ganellin, et.al.,2000).

Sin embargo, la determinacion de su papel preciso en el SNC no ha sido
claramente definido. La CCK esta implicada fundamentalmente en la regulacion de muchos
procesos no solo fisioldgicos sino también patoldgicos. A continuacidn se revisara el papel
de la CCK en algunos de ellos.
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6.1 Saciedad

El control del apetito involucra mecanismos complejos que incluyen sefiales
provenientes del tracto gastrointestinal, la liberacion de hormonas durante la digestion de
los alimentos y la deteccidn de los productos de la digestion. El tracto gastrointestinal posee
mecano y quimiorreceptores especializados, los cuales monitorean la actividad fisioldgica y
envian informacion al cerebro principalmente por via vagal. La informacion aferente
constituye una clase de sefiales de saciedad que forman parte del proceso de control del
apetito (Strader & Woods, 2005).

La saciedad es un proceso que inicia desde el principio de una comida y
acaba cuando el sujeto cesa de comer (Geary, 2001). El efecto de la CCK sobre este
proceso fue reportado por primera vez en 1973 y ain no se ha determinado el mecanismo

preciso por medio del cual la CCK induce saciedad.

Algunos estudios realizados sobre la accion de la CCK en el proceso de
saciedad han reportado que la CCK-8s se localiza dentro del hipotalamo, el cual funciona
como un centro integrativo de regulacion de la alimentacion, y que cuando es aplicada
exogenamente en el hipotdlamo ventromedial suprime la ingestion de alimentos y aumenta
la actividad de enzimas lipoliticas. Por otro lado el péptido endégeno puede ser liberado del
mismo lugar cerebral, por un estimulo fisioldgico asociado con la saciedad; se considera
que ésta liberacion endogena de la CCK contribuye a la inhibicion de la alimentacion
durante la ingesta de los alimentos (Moran & Kinzig, 2004; VVolkoff, et.al., 2005).

Se ha encontrado que la CCK ejerce una inhibicion sobre la ingestion de
alimentos dependiente de la dosis, reduciendo el tamafio de la comida, sin afectar la
ingestion de agua y que su potencia para reducir la saciedad disminuye en situaciones como
después de una privaciéon muy larga de alimentos, durante el embarazo y la lactancia
(Moran & Schwartz, 1994). Se ha observado que sus efectos son bloqueados con el uso de
antagonistas para el receptor CCK-A y no con antagonistas para el receptor CCK-B

(Crawley & Corwin, 1994) y que el efecto de la CCK sobre la saciedad esta relacionado
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con la accién de otros neurotransmisores como la serotonina, la dopamina e incluso con
algunos otros mensajeros como el factor liberador de corticotropina y el estradiol (\Voigt, et.
al., 1998; Fink, et.al., 1998; Geary, 2001).

Hasta la fecha la hipo6tesis mas aceptada por los investigadores es que el
modo de accién de la CCK-8s en la saciedad es local (neurocrino o paracrino) y que actla
inicialmente sobre receptores CCK-A localizados dentro del abdomen. Dicha accion es
mediada por fibras aferentes del nervio vago que penetran en el nicleo del tracto solitario.
No es sorprendente entonces que el efecto de la CCK-8s dependa de la integridad del
nucleo del tracto solitario y de sus conexiones neurales con el hipotadlamo. En su accién son
importantes factores tales como la edad, el género y el estado nutricional, (Moran, 2004;
Beglinger & Degen, 2004; Strader & Woods, 2005).

6.2 Analgesia.

El dolor es la percepcion de una sensacion aversiva o no placentera que se
origina en una region especifica del cuerpo y es influenciada por las emaociones y el
ambiente. La recepcidén de estas sefiales se denomina nocicepcion y se realiza por la
activacion de receptores sensoriales especializados (nociceptores) que proporcionan
informacion acerca del dafio tisular. EI proceso de analgesia se refiere a la supresion de
sensaciones dolorosas y es regulado por la accion de los péptidos opioides en el SNC
(Jessell & Kelly, 1991).

La participacién de la CCK en éste proceso se basa principalmente en la
evidencia de que algunas acciones bioldgicas de la CCK-8s son opuestas a las producidas
por los péptidos opioides, sugiriendo que la CCK funciona como un antagonista opioide
fisiolégico y debido a que numerosos estudios anatdmicos reportan que, tanto la CCK-8s y
sus receptores estan distribuidos de manera paralela con los opioides endégenos y sus
receptores, en regiones donde se lleva acabo el proceso de analgesia, tanto en el cerebro

como en la médula espinal (Faris, et. al. 1982).
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El mecanismo especifico por el cual la CCK esta involucrada en el proceso
de analgesia regulada por opioides ha sido extensamente investigado. No obstante, ain no
ha sido totalmente explicado. Hasta el momento, se ha establecido que la CCK disminuye
la analgesia inducida por la administracion de opioides, ya que antagoniza la analgesia
producida por la morfina y las B-endorfinas, cuando es administrada en la médula espinal; y
que no presenta ningun efecto en la analgesia no producida por opioides (Ossipov, et.al.,
2004).

Se ha sugerido también que el efecto de la CCK el proceso de analgesia es
mediado a través de los receptores CCK-B. Sin embargo, ain no se descarta la
participacion de los receptores CCK-A en éste proceso, ya que la administracién de
agonistas de la CCK indica que las acciones de éste péptido en la analgesia son mediadas a
través de los receptores CCK-A. No obstante, el uso de antagonistas sugiere que dichas
acciones son mediadas por receptores CCK-B (Moran & Schwartz, 1994; Crawley &
Corwin, 1994).

También se ha sefialado que los antagonistas al receptor de la CCK
potencian el efecto de antinocicepcion de los opioides enddgenos y se ha observado que la
CCK no actlia como un antagonista “clasico” que se une al receptor opioide para inhibir su
accion, sino que sus efectos se dan por una interaccion receptor-receptor entre la CCK y

los péptidos opioides (Wiertelack, et.al., 1992).

Respecto a la capacidad de los antagonistas del receptor CCK-B para
potenciar el efecto analgésico inducido por la morfina y por los opioides enddgenos, es
importante mencionar que dichos compuestos son capaces de prevenir el desarrollo de
tolerancia a la morfina, por lo que se ha sugerido su uso terapéutico potencial en el
tratamiento del dolor crénico (de Araujo Lucas, et.al., 1998; Becker, et.al., 1999b;
McCleane, 2004).
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6.3 Memoria

La CCK estd presente en regiones del SNC (estructuras limbicas y areas
corticales), relacionadas o implicadas en el control de los procesos cognoscitivos y de los

comportamientos emocionales y motivacionales.

Los procesos de aprendizaje y memoria, ademas de producir modificaciones
en la estructura neuronal y las sinapsis, originan cambios en los niveles moleculares y
metabolicos por la alteracion de la sintesis y liberacidbn de neurotransmisores vy
neuropéptidos. Mientras que en la literatura existe un consenso de que la neurotransmision
colinérgica tiene un importante papel en los procesos relacionados con el aprendizaje y la
memoria, también esta bien establecido que esas funciones estan influenciadas por un gran
numero de moléculas no peptidicas y neuropéptidos entre los que destacan la serotonina, el

factor liberador de corticotropina y la CCK (Gulpinar & Yegen, 2004)

De acuerdo a los resultados obtenidos en experimentos realizados con
roedores, la CCK aparenta estar relacionada con dichos procesos, ya que se ha observado
que su administracion exdgena o su liberacion endogena mejora la memoria en ratones,
ademas de que su administracion o la de sus analogos tienden aumentar la retencién de la

memoria.

Los mecanismos especificos por los cuales la CCK participa en los procesos
de aprendizaje y memoria no resultan ser aun claros. Hasta el momento los resultados
obtenidos utilizando varios paradigmas indican que la estimulacién del receptor CCK-A
con la CCK-8s inyectada periféricamente aumenta o facilita el proceso de memoria y que
éste efecto es anulado al cortar el nervio vago, o bien, bloqueando al receptor CCK-A por
administracion periférica o central de sus antagonistas, los cuales ademas de evitar éste
efecto, son capaces de producir amnesia por si solos; mientras que la estimulacién del
receptor CCK-B tiene efectos opuestos ya que la administracién central de sus agonistas,
como la CCK-4 o el BC-264, produce amnesia y deficiencia en la memoria. El bloqueo de

éste receptor anula dichos efectos y sus antagonistas incrementan la memoria, por lo que se
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ha sugerido que la activacion de los receptores CCK-A mejora el aprendizaje y la memoria,
en tanto que la estimulacién de los receptores CCK-B los disminuye. Dichos efectos
parecen ser mediados por vias neuronales distintas, pues el efecto inducido por la
estimulacion de los receptores CCK-A, involucra a la transmision vagal (de la periferia al
cerebro). Contrariamente, el efecto producido por la estimulacion de los receptores CCK-B

es central e involucra al menos al sistema hipocampal (Hadjiivanova, et.al., 2003).

Se ha sugerido también la existencia de una liberacién tonica de la CCK en
ciertas estructuras cerebrales involucradas en procesos de atencion y memoria. Asi, se ha
encontrado que tras la estimulacion del receptor CCK-B, con el agonista BC-264 mejora la
memoria espacial y los procesos de consolidacion sin observarse efectos sobre la
adquisicion. Por otro lado su inyeccién incrementa los niveles extracelulares de DA,
dihidroxifenilalanina (DOPA) y acido homovalinico (HVA) en la parte anterior del nucleo
accumbens, sugiriendo la participacion de los receptores para la DA en los procesos de
memoria. Asi, la activacion de la transmision dopaminérgica en el nucleo accumbens,
podria ser el mecanismo por el cual el agonista BC-264 produce su efecto amnésico sobre
el proceso de memoria (Noble & Roques, 1999; Fink, et.al. 1998; Crawley & Corwin,
1994).

Por otra parte, es interesante que el agonista BC-197 induzca un efecto
amnésico, pero también uno ansiogénico, por lo que su efecto en el proceso de memoria
podria ser relacionado con un efecto secundario de la ansiedad mas que en una verdadera

interrupcion de la memoria (Wall & Messier, 2000).

Los resultados sefialados proveen evidencia adicional que muestra la
heterogeneidad de los receptores CCK-B y ejemplifican que la estimulacion del receptor
CCK-B en ratas, dependiendo del agonista usado, puede mediar distintas respuestas de

comportamiento.

De la misma forma, un creciente cuerpo de evidencias han implicado a la

CCK en la etiopatogenia de enfermedades psiquiatricas como:
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6.4 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo asociado
con la edad, caracterizado principalmente por la incapacidad para almacenar nuevas
memorias y por la pérdida de la memoria ya almacenada. La enfermedad esté asociada con
degeneracion neuronal en el hipocampo, por la generacion de placas amiloideas en muchas
areas de la materia gris y por una deficiencia profunda en la neurotransmision colinérgica
(Goldman & Cote, 1991).

La relacion entre la CCK y la enfermedad de Alzheimer ha sido sugerida con
base en la interaccion que tiene éste neuropéptido con los factores caracteristicos de ésta
enfermedad pues como ya se ha mencionado la CCK tiene un papel modulatorio importante

en el proceso de la memoria.

Varios grupos de investigadores han estudiado como la concentracion de la
CCK se ve modificada en la enfermedad de Alzheimer. La impresion general es que el
contenido de la CCK permanece sin cambios excepto en casos muy severos donde puede
estar disminuido. Sin embargo, ya que los péptidos mas pequefios de la CCK son
relativamente selectivos para el receptor CCK-B en comparacion con las formas grandes,
una alteracion en el balance entre los diferentes péptidos podria ser importante.

Se ha sugerido a éste respecto que una interaccion entre el glutamato y la
neurotransmision CCKeérgica podria ser importante. Asi, se ha demostrado que la
estimulacion de los receptores para la CCK con CCK-8s o sus analogos puede proteger a
las neuronas corticales contra el efecto toxico del glutamato y que este efecto es bloqueado
con antagonistas selectivos para el receptor CCK-B. Mas aun, la CCK puede ser un
antagonista fisiologico del glutamato, ya que la CCK-8s reduce la despolarizacion
producida por glutamato a través de la activacion de los receptores CCK-B, lo que indica
que una reduccion en el nivel de la CCK puede estar involucrada en el proceso
neurodegenerativo caracteristico de esta enfermedad. No obstante los avances obtenidos

sobre el posible papel de la CCK en la enfermedad de Alzheimer es necesario realizar mas
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investigaciones para establecer claramente la funcion especifica de la CCK en ésta
enfermedad (Lo6fberg, et. al., 1996).

6.5 Esquizofrenia.

La esquizofrenia es una enfermedad asociada con una hiperactividad del
sistema dopaminérgico mesolimbico, que normalmente est4 involucrado en los fendmenos
de autoestimulacion y motivacion, por lo que su estimulacion puede producir alucinaciones
e ilusiones. En las personas saludables la transmision dopaminérgica entre las neuronas es
regulada cuidadosamente, mientras que en las personas con esquizofrenia, ésta se sale de
control desestabilizando la comunicacion normal entre las células neurales. Actualmente

ésta es la hipotesis etiologica mas aceptada para explicar ésta enfermedad.

En relacion con esto, la participacion de la CCK en la etiopatogenia de la
esquizofrenia se origina a partir de la evidencia existente de su colocalizacion con
dopamina, pues se ha demostrado que la CCK y sus receptores estan presentes en una gran
poblacion de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y del area ventral tegmental, y
a pesar de que las interacciones entre la CCK y la dopamina son complejas, existe
evidencia suficiente que afirma que la CCK funciona como un modulador de los
comportamientos en los que interviene la dopamina. Ya que la hiperactividad
dopaminérgica tiene un papel importante en la esquizofrenia, entonces la CCK también lo

tiene (Rasmussen, 1994).

En 1995, Virgo y colaboradores encontraron que en pacientes
esquizofrénicos existe una disminucion de la actividad CCKérgica en la corteza frontal y
temporal. Aunado a lo anterior, Schalling, et.al. 1990, citado por Crawley & Corwin, 1994,
reporta que la expresion del ARNm de la CCK en células dopaminérgicas del cerebro
medio de pacientes esquizofrénicos estd aumentada en comparacion con pacientes
normales. Estas dos situaciones podrian ser una caracteristica de la esquizofreniay podrian

ser relevantes para la etiologia o la sintomatologia de la enfermedad.
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Ya que las acciones de la CCK sobre el sistema dopaminérgico son tanto
excitatorias como inhibitorias y son reguladas por los receptores CCK-A y CCK-B
respectivamente, existe un gran campo de investigacion para esclarecer la participacion
precisa de la CCK en la etiopatogenia de la esquizofrenia, asi como del posible uso
potencial de antagonistas a sus receptores como drogas antipsicéticas (Gracey, et.al. 2002).

A pesar de que durante la década pasada se ha implicado a la CCK y a otros
neuropéptidos en la patofisiologia de la esquizofrenia, son pocos los intentos, que se
encuentran reportados en la literatura, para explorar el significado real de estos, asi como su

potencial terapéutico, (De Wied & Sigling, 2002).

6.6 Ansiedad.

La ansiedad desde un punto de vista biolégico es una manifestacion
autondémica, somética y cognoscitiva de un sistema de alarma que en forma adaptativa
prepara a un individuo a contender un peligro potencial. Sus componentes somaticos y
autonomicos ponen al individuo en condiciones de luchar o de huir. Sus componentes
cognoscitivos lo hacen vigilante y consciente de la existencia de peligros potenciales en su
entorno tal como pudieran ocurrir en una situacion novedosa, 0 en una situacion que
entrafia castigo o falta de recompensa. Bajo condiciones normales los sintomas de la
ansiedad son imperceptibles, pero cuando es intensa, el individuo experimenta una
sensacion de inquietud y aprehensidn que se acompafia de un aumento de la vigilancia del
entorno, de dificultad para concentrarse, de un aumento en la tensiébn muscular y de
numerosos sintomas autonémicos entre los que destacan las palpitaciones, la sudoracion, la
falta de aliento o la presencia de molestias digestivas. En casos extremos, a los sintomas
anteriores se afiade una sensacion de irrealidad y de estar separado de uno mismo, asi como
de un marcado temor a volverse loco, a desmayarse o incluso a morir. La ansiedad se
regula mediante complejos mecanismos que operan dentro del SNC. Cuando estos

mecanismos se afectan, la ansiedad se torna excesiva 0 surge como consecuencia de

27



estimulos que no representan ningun peligro potencial, o bien, se presenta como sintoma de

algunas enfermedades (Pérez de la Mora, 2003).

De los mecanismos que regulan la ansiedad se conoce poco, sin embargo los
estudios realizados han mostrado, en primera instancia, que no existe una regién unica
encargada de la integracion de la ansiedad, sino que existen numerosos centros nerviosos

que participan en su produccion y modulacion.

Algunas investigaciones seflalan que varias regiones cerebrales
correspondientes en su mayor parte al sistema limbico, tales como la amigdala, el septo
lateral, la corteza cerebral, el hipocampo, el hipotalamo, el nucleo del rafé dorsal, entre
otras, regulan en forma coordinada a las distintas manifestaciones de la ansiedad, en estas
zonas el GABA, la serotonina, la CCK y la noradrenalina han sido identificadas como
neurotransmisores importantes en la ansiedad, promoviendo algunas de ellas acciones

ansiogénicas y otras ansioliticas (van Megen, 1996).

Estudios realizados en este laboratorio han permitido sugerir la existencia en
el animal integro de importantes interacciones entre las neuronas que liberan GABA
(ansioliticas) y las que liberan CCK (ansiogénicas) para regular éste proceso (Pérez de la
Mora, et. al., 1993) .

Especificamente respecto a la CCK se ha demostrado que sus formas
pequerias entre las que se encuentran la CCK-4, la CCK-8s, asi como la pentagastrina son
capaces de desencadenar ataques de ansiedad y panico tanto en humanos como en la rata
(Bradwejn & Koszycki, 1994). Experimentalmente la administracion de estas formas de
CCK ha resultado en manifestaciones claras de ansiedad en varios modelos animales. La
CCK-4 induce ansiedad, aprehensidn, tensién y miedo, ademas de los sintomas somaticos y
cognoscitivos caracteristicos de un ataque de panico. La naturaleza fenomenoldgica de los
ataques provocados es relativamente estable, excepto por cambios en la duracién e
intensidad de los sintomas, tales ataques son muy similares o casi idénticos a los ataques no
inducidos por droga alguna (Daugé & Léna, 1998; Hebb, et.al., 2003).
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No obstante los avances obtenidos de la relacion de las distintas formas de la
CCK con la ansiedad, aun no es totalmente claro el tipo de receptor para la CCK que esta
involucrado en sus propiedades ansiogénicas, ya que aungue los antagonistas como el L-
365,260, especificos para el receptor CCK-B provocan un antagonismo significativo del
efecto ansiogénico de éste péptido, también se han publicado evidencias de que el receptor
CCK-A pudiera estar involucrado en el fenGmeno pues éstos receptores existen en algunas
de las regiones centrales que estan involucradas en la ansiedad. Igualmente se han
reportado efectos ansioliticos de antagonistas especificos para el receptor CCK-A (Revel et.
al., 1998). Aunado a esto se han encontrado evidencias de que éste mismo receptor pudiera
estar mediando la liberacién de dopamina inducida por diferentes tipos de estresores en el
nucleo accumbens o en la corteza prefrontal (Rotzinger & Vaccarino, 2003; Wang, et.al.,
2005). Sin embargo, es importante sefialar a este respecto que estudios realizados en este
laboratorio indican que si el receptor CCK-A pudiera estar involucrado en la ansiedad no lo
estd en el aspecto cognoscitivo de la enfermedad, sino en el control autonémico de sus

sintomas (Hernandez-Gomez, et.al. 2002).
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7 Interaccion de la CCK con otros neurotransmisores

Se ha encontrado evidencia de que la CCK coincide con otros péptidos o con
diversos neurotransmisores “clasicos” en algunas regiones del SNC (Tabla 4) y que

presentan en ellas interaccion mutua.

TABLA 4. Principales neurotransmisores colocalizados con la CCK

Co-transmisor

Region Cerebral

DOPAMINA Sustancia nigra, Ntcleo
accumbens 'y Area ventral
tegmental

VIP/GABA Corteza e Hipocampo

NPY/GABA Corteza e Hipocampo

VIP Talamo

5-HT Médula

ACETILCOLINA

Espina dorsal

SUSTANCIA P Médulay Espina dorsal
OXYTOCINA Hipotalamo

CRF Hipotalamo
ENCEFALINAS Corteza y Talamo
CGRP Espina dorsal
OPIOIDES

Hipotalamo, Ganglio basal y

(tomada de Beinfeld, 1998)
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7.1 Dopamina

Se ha demostrado que la CCK y la dopamina (DA) se encuentran en muchas
neuronas dentro del SNC y también que se colocalizan en neuronas provenientes de
cuerpos celulares de las vias dopaminérgicas mesolimbica y nigroestriatal en una gran
variedad de especies incluyendo a los primates. Esas neuronas proyectan como ya se sefialo
antes del area ventral tegmental, al nicleo accumbens, al septo medio y al tubérculo

olfatorio y de la sustancia nigra al nicleo caudado. (Moran & Schwartz, 1994).

Respecto a la interaccion entre la CCK y la DA se ha reportado que la CCK
es un antagonista enddgeno de la DA. En la sustancia nigra y en el area ventral tegmental la
CCK por si sola actia como un excitador, pero también potencia la accién inhibitoria de la
DA. En el nacleo accumbens, la CCK antagoniza las acciones inhibitorias de la DA. La
CCK altera la union de la DA a su receptor D, y antagoniza su efecto electrofisioldgico y
conductual. Las interacciones en el nicleo accumbens entre la CCK y la DA son diferentes
si se comparan sus efectos en el nucleo lateral y anterior con los observados en el nucleo
accumbens posterior y medio. Asi, la CCK incrementa la liberacion de DA del nicleo
accumbens posterior y del area ventral tegmental a través de la activacion de los receptores
CCK-A, mientras que en el nacleo accumbens anterior inhibe la liberacion de DA
activando a los receptores CCK-B (Beinfeld, 1998; Tanganelli, 2001).

7.2 Acido yamino butirico

Se ha demostrado que la CCK-8 se localiza en algunas regiones cerebrales
que poseen altas densidades de neuronas GABAérgicas. La CCK-8s coexiste con el &cido
y-amino butirico (GABA) en la corteza cerebral y en la formacion hipocampal de la rata, el
gato y el mono. Las interacciones existentes entre las neuronas CCKérgicas y las neuronas
GABAérgicas en varias regiones cerebrales han sido caracterizadas.

Experimentos realizados en nuestro laboratorio indican que la CCK-8s

incrementa la liberacion de GABA estimulada eléctricamente y por altas concentraciones
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de K" en rebanadas de corteza cerebral de rata a través de la activacion de sus receptores
CCK-B (Pérez de la Mora, et.al., 1993; Ferraro, et.al.1999). Efectos similares se han
reportado recientemente, al medir el eflujo de GABA in vivo, provocado por la CCK-4 en
corteza cerebral de rata (Siniscalchi, et.al., 2003). Un estudio realizado en los principales
estratos del hipocampo de la rata ha demostrado que la CCK incrementa la liberacion del
GABA contenido en interneuronas en mas del 60%, actuando directamente sobre la

neurona, inhibiendo la conductancia de reposo al K* (Miller, et.al., 1997).

En el ndcleo accumbens se han descubierto evidencias interesantes que
indican que la accion de la CCK-8 sobre la liberacion de GABA esta relacionada con otros
sistemas de neurotransmisores. Asi, Ferraro y colaboradores en 1996, encontraron que
existe una regulacién diferencial de la liberacion de GABA provocada por CCK, ya que
hay una fuerte influencia excitatoria de la CCK-8 actuando a traves de sus receptores CCK-
B relacionada con la activacion de receptores D, para la DA y una regulacion inhibitoria
mediada por CCK-A, via la activacion de receptores colinérgicos (muscarinicos) locales.
Aunado a lo anterior Lanza & Makovec (2000), proponen un modelo de accion de la CCK
que involucra a sus receptores CCK-B localizados en neuronas glutamatérgicas,
responsables de la liberacion de glutamato, el cual, actuando sobre los receptores
AMPA/kainato localizados en terminales GABAérgicas presinapticas o bien, sobre
receptores NMDA localizados en interneuronas excitatorias desconocidas, generara un

incremento en la liberacion de GABA.

También se ha encontrado que el GABA inhibe la liberacion de la CCK en
sinaptosomas de corteza humana, asi como en rebanadas de neoestriado y médula espinal
de ratas, a través de receptores GABAg (Gemignani, et.al. 1994). Por otra parte, se ha
demostrado que las benzodiacepinas administradas por via intravenosa antagonizan la
excitacion provocada por la CCK-8 en neuronas hipocampales de una manera especifica y
selectiva y que el baclofén (agonista selectivo al receptor GABAg) disminuye la liberacion
de CCK-8 en la corteza cerebral (Beinfeld, 1998).
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Tomando en cuenta el marco de referencia anterior, es muy probable
entonces que exista una interaccion negativa entre los sistemas CCKérgico y GABAérgico
y que dicha interaccion juegue un papel importante en el control de la ansiedad, pues la
transmision GABAérgica posee efectos ansioliticos en tanto que la CCKérgica los tiene
ansiogénicos. Ante esta relacion resalta la importancia de establecer los mecanismos

neuroguimicos a traves de los cuales la CCK influencia el sistema GABAérgico.

7.3  Serotonina

La CCK se colocaliza con la serotonina (5-HT) en neuronas de las capas Il y
Il de la neocorteza, en capas profundas de la corteza motora, prelimbica y visual, en
regiones olfatorias, en las capas CA1 y CA3 de la formacién hipocampal, en interneuronas
del borde de la capa celular granular del giro dentado, en el complejo amigdaloide y en la
médula espinal (Bloom & Morales, 1998). Se ha encontrado ademas evidencia
farmacoldgica y neuroquimica de interacciones entre la CCK-8s y la 5-HT tanto en el
control de la saciedad como de la ansiedad; ya que se ha demostrado que la anorexia
inducida por la CCK-8s es dependiente de 5-HT. Asimismo, se ha descrito que la CCK
facilita la liberacion de 5-HT en el hipotalamo de rata (Voigt, et.al., 1998).

Respecto a la interaccion de la CCK y la 5-HT en el proceso de ansiedad se
ha visto que ambas neurotransmisiones tienen caracteristicas ansiogénicas, ya que la 5-HT
potencia la liberacion de la CCK a través de sus receptores 5-HT; (To & Bagdy, 1999) y el
incremento extracelular de 5-HT tiene efectos ansiogénicos. Por otro lado la administracion
de CCK-8s y CCK-4 aumenta la liberacion de 5-HT. Para explicar la interaccion entre la
CCK vy la 5-HT se ha sugerido un modelo de sistemas paralelos interdependientes que

tienen que ser activados para llevar a cabo los efectos apropiados (Rex, et.al., 1998).

Recientemente se ha reportado que agonistas al receptor 5-HT;a para 5-HT
tienen efectos ansioliticos en animales y humanos y se ha sugerido que estos receptores

podrian mediar sus efectos a través de la liberacion de la CCK (Becker et.al. 1999a). En
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vista de lo anterior se puede afirmar que es necesario realizar mas investigaciones que

permitan esclarecer los mecanismos por los cuales la CCK y la 5-HT se relacionan.

7.4  Aminoacidos excitatorios

La CCK puede actuar sobre varios sistemas locales o con proyecciones que
contengan aminoacidos y/o neuropéptidos como mensajeros neuronales (You, et.al.,1997).
Se ha demostrado que la CCK-8s modula la liberacion de aminoacidos excitatorios (EAAS),
como la dinorfina B, el aspartato y el glutamato via sus receptores CCK-B en el
neoestriado y la neocorteza, mientras que en la sustancia nigra su efecto se realiza tanto por
sus receptores CCK-A como por los CCK-B (Ge, et.al., 1998; You, et.al.,1996; Breukel,
et.al.,1997;)

7.5  Péptidos opioides.

La interaccion de la CCK con los péptidos opioides fue reportada por
primera vez en 1982, a partir de esa fecha se ha encontrado que ambos neurotransmisores
tienen una distribucion paralela en el SNC, con altos niveles en el hipotalamo, los ganglios
basales, el talamo y la médula espinal. Se ha demostrado también que la CCK y las
encéfalinas se colocalizan en neuronas individuales en una gran variedad de areas
cerebrales, y que la distribucién de receptores para la CCK y los opioides en el cerebro y la
médula espinal es muy similar (Moran & Schuartz, 1994). Evidencias recientes indican,
como Yya se sefialo, que la CCK y los opioides tienen papeles opuestos en la modulacion de
un gran numero de procesos, tales como, la ingestion de alimentos, las funciones
respiratorias, el tono cardiovascular, la termorregulacién, la movilidad intestinal y la
locomocion. Asimismo, se ha reportado que la CCK tiene una funcion muy importante en

la modulacion de la analgesia regulada por opioides (Noble & Roques, 1999).

Basicamente se ha reportado que la CCK atenua la analgesia inducida por la
administracion de opioides. Ademas se ha observado también que los antagonistas al

receptor de la CCK potencian el efecto de antinocicepcion de los opioides enddgenos. Estas
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acciones parecen ser mediadas por una interaccion receptor-receptor entre la CCK y los
opioides, en la cual se ha sugerido que participan los receptores 6 y u opioides asi como los
receptores CCK-B. Respecto a los mecanismos farmacologicos de como la CCK reduce el
efecto opioide, se ha observado que la CCK no se comporta como un antagonista clasico
uniéndose al receptor opioide, sino que se une a su receptor reduciendo la afinidad de unién
de los ligandos al receptor p opioide, lo que implica una interaccion receptor-receptor que
puede ocurrir a diferentes niveles. Fisiologicamente la manera en que los opioides pueden
modular la actividad del sistema CCKérgico, aun no se ha establecido. (Wiesenfeld-Hallin,
et.al., 1999 Mollereau, et.al., 2005).
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8 Justificacion y Antecedentes

En base a lo estudiado en los capitulos anteriores y considerando la
naturaleza ubicua de la CCK en el SNC es posible indicar que dicho péptido tiene un
papel significativo en multiples funciones cerebrales. Sin embargo, los mecanismos por
los cuales actia son complejos y hasta ahora ha sido dificil delinear sus efectos en
términos neuroanatomicos, neurofisioldgicos y conductuales precisos, por lo tanto,
puede entenderse que hoy en dia su significado funcional en el SNC sea en muchas
instancias aln oscuro y es por ello que se requiere continuar con los esfuerzos en cuanto

a su conocimiento.

Considerando la edad evolutiva de la CCK, su potencia bioldgica y su
amplia expresion en el SNC, es una paradoja que nuestro conocimiento acerca de sus
funciones normales y patoldgicas permanezca tan limitado, ya que conocemos solo un
poco de su papel tanto en procesos fisiologicos normales como en muchas
enfermedades neuropsiquiatricas. Muchos factores contribuyen para explicar esta
paradoja, siendo uno de los mas importantes el que se refiere en gran parte, a las
dificultades técnicas y quimicas inherentes para su adecuada cuantificacion,

especialmente en algunos tejidos y en liquido cerebroespinal.

El radioinmunoensayo (RIA) es una técnica que permite medir
cuantitativamente la distribucion de péptidos, con alto grado de precisién, sensibilidad y
especificidad (Knoche, 1991). Para desarrollar un RIA con estas caracteristicas es
necesario que se utilice un anticuerpo con alto titulo, alta afinidad y especificidad para
el péptido que se desee cuantificar, siendo éste el punto critico para la realizacion del
RIA (Liddle, 1998).

Durante los ultimos 25 afios se han llevado a cabo numerosos RIAs y
bioensayos para la cuantificacion de la CCK y aunque muchos no han tenido la validez
suficiente, algunos investigadores como Rehfeld (1973) Vanderhaeghen, et.al. (1980),
Beinfeld, et.al. (1981), Cantor & Rehfeld (1985), Maidment, et.al. (1991 y 1997), You,
et.al. (1997), Merani, et.al. (1997) y Rehfeld (1998) entre otros, los han desarrollado

exitosamente. No obstante, la mayor parte de estos RIAs usan anticuerpos provenientes
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del laboratorio de Rehfeld o bien son adquiridos comercialmente, haciendo que la
determinacion de la CCK en muestras biologicas se torne azarosa 0 muy costosa, pues
gueda sujeta a la buena voluntad de los donantes o a lo abultado de los fondos del

laboratorio que la practica.

La insuficiencia de resultados cuantitativos confiables ha incrementado
nuestra ignorancia acerca del papel funcional de la CCK, por lo que resulta necesario
continuar los esfuerzos para desarrollar ensayos sensibles y especificos que permitan su
cuantificacion adecuada. El objeto del presente trabajo es la obtencion de anticuerpos
utiles en contra de las formas pequefias de la CCK, en un intento para establecer un RIA
especifico para este péptido y asi poder estudiar con precision posibles cambios en su

concentracion bajo diferentes condiciones experimentales.
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9 Hipotesis

Tomando en cuenta la produccién exitosa de anticuerpos contra la CCK
y su uso en radioinmunoensayos que se ha desarrollado en otros laboratorios es posible
producir un anticuerpo especifico para la CCK que pueda ser usado bajo diversas
condiciones experimentales para la medicion de cambios de concentracion de los
péptidos de bajo peso molecular de la CCK en material biolégico por medio de un

radioinmunoensayo (RIA), desarrollado en este laboratorio.
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10 Objetivos

Los objetivos que se han planteado para realizar este trabajo son los

siguientes:

10.1 Objetivo General

e Disefiar un radioinmunoensayo (RIA) especifico para medir las formas pequefias de
la CCK en tejido cerebral y liquido cefalorraquideo de rata.

10.2  Objetivos Particulares

e Obtener anticuerpos en contra de las formas de bajo peso molecular de la CCK.

e Evaluar el titulo de los anticuerpos obtenidos.

e Determinar la constante de afinidad y la especificidad de los anticuerpos obtenidos.

e Montar un radioinmunoensayo para cuantificar las formas de bajo peso molecular

de la CCK en tejido cerebral y liquido cefalorraquideo de rata.
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11 Metodologia

Para poder cumplir con los objetivos establecidos en este trabajo, se

eligieron los siguientes materiales y métodos
111 Materiales

CCK-4 (PM 633.2), tiroglobulina bovina (PM 670), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (PM 191.7), CCK-8 sulfatada (PM 1143.3), gastrina
“grande” | humana (PM 3849.2), péptido intestinal vasoactivo (PM 3325.8), gastrina |
humana (PM 2098.2), secretina (PM 3039.4), caeruleina (PM 1352.4), albdmina sérica
bovina, bacitracina, azida de sodio, proteina A cruda de membranas de Estafilococo
aureus, proteina A acoplada a Sefarosa CL-4B, carbdn revestido con dextran, que
fueron adquiridos de SIGMA-AIdrich. La CCK-33 humana (PM 3945.5) fue comprada
al Institute Peptide. El barbital sédico fue obtenido de Merck y la BH-[*?*1]-CCK-8s con
actividad especifica original de 2200 Ci/mmol se obtuvo de New England Nuclear
(NEN) Research Products.

11.2 Preparacion del Antigeno

El antigeno se prepar6 acoplando la CCK-4 a tiroglobulina bovina (Tg)
utilizando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (CDI), en una relacion de
212:1:359 para CCK-4:Tg:CDI (Skowsky & Fisher; 1972; Merani, et.al., 1997).

11.3  Técnica de Acoplamiento

El acoplamiento de la CCK-4 con la tiroglobulina se realiz6 segun lo
descrito por Skowsky & Fisher (1972). En breve, 15.79 umol de la CCK-4 se
disolvieron en 1.5 ml de agua desionizada, pH 7.0 - 7.4, junto con 74.73 umol de Tg
bovina, a ésta solucion se agregd, gota a gota y con agitacion, 26.6 umol de CDI
disuelta en 1.5 ml de agua desionizada. La mezcla se dejé durante 18 h a temperatura
ambiente. Una parte de la mezcla se usé inmediatamente para la inmunizacion y el resto

se almaceno a 0° C para su uso posterior.
11.4 Inmunizacién

Se inmunizaron tres conejos machos blancos de Nueva Zelanda, de 6 Kg.

de peso corporal por inyeccion subcutanea multiple de CCK-4 acoplada a tiroglobulina
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en distintas partes de la espalda del animal. La CCK-4 acoplada a tiroglobulina fue
emulsificada 1:1 (vol/vol) con adyuvante completo de Freund por aspiracion y
expulsion repetida. EI volumen final inyectado fue de 0.3 ml conteniendo 0.7895 pmol
de la CCK-4 acopladaa Tg.

11.5  Esquema de inmunizacion

Se realizaron 10 inmunizaciones con 15 dias de intervalo, 10 dias
después de la décima inmunizacion los animales fueron sangrados por la vena de la
oreja para evaluar el titulo de anticuerpos. A los animales que presentaron anticuerpos
se les aplicaron inyecciones de refuerzo con intervalos variables, diez dias después de
cada refuerzo los conejos fueron sangrados por la vena de la oreja para evaluar el titulo
de sus anticuerpos. La sangre obtenida se centrifugd a 4° C durante 15 min. a 5000
rpm para separar el suero y este fue congelado a -5° C en pequefias porciones. Los

animales cuyos sueros no tuvieron titulos adecuados fueron sacrificados.

11.6  Caracterizacion de los anticuerpos
El suero obtenido fue caracterizado en tres aspectos:
1) Titulo. Se determin6 como la dilucién de suero capaz de unir, en

equilibrio, entre el 25-35% de 1.5 fmol de la BH-[**1]-CCK-8s afiadida (Rehfeld,
1998).

2) Afinidad de unidn. Se determind de la Kp (constante de disociacion) a

partir de una curva de Scatchard.

3) Especificidad. Se determiné como la concentracion de CCK-4, CCK-
8s, CCK-33, gastrina, gastrina “grande” | humana, caeruleina, secretina y el péptido
intestinal vasoactivo que inhibe al 50% la unién del marcador al anticuerpo (EC50).

11.7 Deteccidn de los anticuerpos (titulo)

El ensayo para la deteccion de anticuerpos presentes en los sueros se
realizd con base en el método reportado por Rehfeld (1998), con las siguientes
modificaciones: Se utilizaron microtubos Eppendorf estandar desechables (1.5 ml),
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empleando buffer Veronal 0.04 M, pH 8.4, conteniendo 4 g/l de albimina sérica bovina
(BSA), 0.6 g/l de bacitracina y 0.1% de azida de sodio. Como marcador o trazador
(“tracer”) se usaron 1.5 fmol de BH-[**I]-CCK-8s. La mezcla de incubacién contenia
50 ul de suero diluido (10, 30, 100, 300, 1000, 3000, 10000, 30000, 100000 en el buffer
del ensayo) y 50 ul de solucion buffer-marcador (2000-3000 cpm). Las soluciones se
mezclaron y se incubaron por 72 h a 4° C. El marcador unido al anticuerpo y el
marcador libre se separaron por adicion de 500 ul de una suspension de Proteina A
cruda de membranas de Estafilococo aureus, o con 100 ul de un gel de Proteina A
acoplada a Sefarosa CL-4B e hidratada con buffer Veronal. Tras la adicion de la
preparacion de Proteina A, los tubos permanecieron 2 h a 0°C mas 30 min. a
temperatura ambiente y luego fueron centrifugados en frio durante 3 min. en una
microfuga Beckman. La radiactividad presente tanto en el sobrenadante (marcador libre,
L) como en el sedimento (complejos anticuerpo-BH-[*?*1]-CCK-8s, U) se midi6 en un

contador Auto-Gamma (Cobra Il Packard). El titulo se determiné como: U/U+L(100).
11.8 Experimentos de Saturacion (afinidad)

El ensayo para determinar la constante de afinidad de los anticuerpos
obtenidos se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Bylund and Yamamura
(1990), con las siguientes modificaciones: el ensayo se realizd en microtubos Eppendorf
estandar desechables (1.5 ml), usando buffer Veronal 0.02 M, pH 8.4, conteniendo 2 g/l
de BSA y 0.3 g/l de bacitracina. Se prepararon seis concentraciones sucesivas de BH-
[**1]-CCK-8s en el buffer del ensayo, de las cuales se tomaron muestras de 50pl para
ser incubadas con 50 pl de suero diluido 1:30000 en el buffer del ensayo, durante 24 h a
4°C. La union inespecifica se determind con 50 pl de marcador y 50 pl de buffer del
ensayo en ausencia de anticuerpo. EI marcador unido al anticuerpo y el marcador libre
se separaron por adicién de 50 pl de una solucién de carbdn revestido con dextran al 1%
en buffer fosfatos 0.02 M, pH 7.4. Tras la adicion de la suspension de carbén, los tubos
se agitaron fuertemente durante 3 min. y luego fueron centrifugados en frio por 2 min.
en una microfuga Beckman. La radiactividad presente tanto en el sobrenadante
(complejos anticuerpo-BH-[**°1]-CCK-8s) como en el sedimento (marcador libre) se
midi6 en un contador Auto-Gamma (Cobra Il Packard). La radiactividad asociada a los

complejos inmunes y la no asociada para cada concentracion de BH-[**]-CCK-8s se
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analizd para obtener la Kp (constante de disociacion) por medio de un anélisis de
Scatchard, que es un método para linealizar datos obtenidos de experimentos de

saturacion que nos permite determinar constantes de union.
11.9 Radioinmunoensayo

El disefio de los radioinmunoensayos se baso en el método establecido
por You, etal., 1997 y por Rehfeld, 1998, con las siguientes modificaciones: el
radioinmunoensayo se realizé en microtubos Eppendorf estandar desechables (1.5 ml),
usando buffer Veronal 0.02 M, pH 8.4, conteniendo 2 g/l de BSA y 0.3 g/l de
bacitracina. Como marcador se usaron 1.5 fmol de BH-['*1]-CCK-8s. La mezcla de
incubacién contenia 50 ul de suero diluido (1:30000, en el buffer del ensayo), 100 ul de
estandar (CCK-8s) o muestra y 50 ul de solucion buffer-tracer (2000-3000 cpm). Las
soluciones se mezclaron y se incubaron por 72 h a 4° C. El marcador unido al
anticuerpo y el marcador libre se separaron por adicién de 50 ul de una solucién de
carbon revestido con dextran al 1% en buffer de fosfatos 0.02 M pH 7.4. Tras la adicion
de la suspension de carbon, los tubos se agitaron fuertemente durante 3 min. y luego
fueron centrifugados en frio 3 min. en una microfuga Beckman. La radiactividad
presente en el sobrenadante (complejos anticuerpo-BH-[**°1]-CCK-8s) se midié en un
contador Auto-Gamma (Cobra Il Packard) y el sedimento (marcador libre) fue

desechado

11.10 Especificidad

Para determinar la especificidad de los anticuerpos antiCCK contenidos
en el suero 49-5 se realizaron radioinmunoensayos utilizando microtubos Eppendorf
estandar desechables (1.5 ml), usando buffer Veronal 0.02 M, pH 8.4, conteniendo 2 g/l
de BSA y 0.3 g/l de bacitracina. Como marcador se usaron 1.5 fmol de BH-[***I]-CCK-
8s. La mezcla de incubacion contenia 50 ul de suero diluido (1:30000, en el buffer del

ensayo), 100 ul del péptido estdndar a probar (CCK-4, CCK-8s, CCK-33, gastrina,
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secretina, péptido intestinal vasoactivo, caeruleina y gastrina “grande” | humana) y 50
ul de solucion buffer-tracer (2000-3000 cpm). Las soluciones se mezclaron y se
incubaron por 72 h a 4° C. ElI marcador unido al anticuerpo y el marcador libre se
separaron por adicién de 50 ul de una solucién de carbén revestido con dextran al 1%
en buffer de fosfatos 0.02 M pH 7.4. Tras la adicion de la suspension de carbon, los
tubos se agitaron fuertemente durante 3 min. y luego fueron centrifugados en frio 3 min.
en una microfuga Beckman. La radiactividad presente en el sobrenadante (complejos
anticuerpo-BH-[**°]-CCK-8s) se midi6 en un contador Auto-Gamma (Cobra Il

Packard) y el sedimento (marcador libre) fue desechado.
11.11 Extraccion de la CCK de tejido

Para llevar a cabo la extraccion de la CCK de tejido se tomd como base
el método reportado por Marley & Rehfeld (1984) con las siguientes modificaciones: se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 180-220 g de peso, proporcionadas por el
Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, las cuales fueron decapitadas
para extraer los cerebros que se colocaron en agua destilada a 4°C. Se disectd la corteza
cerebral y se obtuvo el peso del tejido himedo. Las cortezas se colocaron en 10 ml de
agua destilada/g tejido y se homogenizaron en un sonicador durante 5 min. a alta
velocidad. EI homogenizado se hirvio durante 10 min. y se centrifugé por 20 min. a
3000 rpm. EIl sobrenadante se resuspendio en 1 ml de NaCl 0.15 M conteniendo 0.2%
de BSA, alicuotas de 25 a 100 ul diluidas en buffer Veronal fueron usados para la
medicion de su contenido en CCK por RIA.
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12 Resultados

12.1 Producciony titulo de anticuerpos

El titulo de anticuerpos en los sueros obtenidos en el primer sangrado tras 10
inmunizaciones se muestra en la Tabla 5. Aunque en los sueros de todos los conejos se
encontraron anticuerpos antiCCK, el porcentaje de union del marcador radiactivo BH-
[*%°1]-CCK-8s al anticuerpo con los diferentes titulos (dilucién), indica baja produccién de
anticuerpos en los sueros 47-1 y 50-1 obtenidos en el primer sangrado. Por tal motivo los
conejos 47 y 50 cuyos sueros no fueron adecuados se sacrificaron. El conejo restante (49)
continué siendo inmunizado de acuerdo al esquema sefialado y el titulo de anticuerpos

después de cada refuerzo, se evalu6 como se sefialé anteriormente.

TABLA 5. Titulo de anticuerpos antiCCK en sueros obtenidos de conejos inmunizados
con CCK-4 acoplada a Tg bovina.

TITULO DE LOS ANTICUERPOS
SUERO 100 300 1000 3000 10000 30000 100000

47-1 X
50-1 X

49-1 X

49-2 X

49-3 X

49-4 X
49-5 X

El titulo de anticuerpos antiCCK indica la dilucion del suero capaz de unir
entre 25 a 35% del marcador BH-[***1]-CCK-8 usado.
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Como puede observarse en la Tabla 5, el titulo de anticuerpos en este conejo
se fue incrementando después de cada refuerzo, siendo el suero 49-5 el mas alto, pues en el
se encontré una cantidad significativa de anticuerpos a diluciones tan altas como 100 000
veces, El contenido de anticuerpos del suero 49-5 se compard con el contenido de
anticuerpos de un suero comercial (SIGMA-Aldrich Fine Chemicals). Como se observa en
la Fig. 3 el contenido de ambos sueros es similar no encontrandose diferencias estadisticas

significativas (P<0.05) con la prueba estadistica t-Student pareada.

Titulo
70+
1 Ab-49-5
604 - E Ab-Sigma
50_ - ——
_-8 40 N
[
>
=3 30+
20+
10+
0
10000 15000 20000 30000

Dilucion del anticuerpo

Fig. 3 Porcentaje de union de la BH-[1251]-CCK-8s a los sueros 49-5 y Ab-Sigma
diluidos 1:10000, 1:15000, 1:20000 y 1:30000; 50 ul de suero fueron incubados con BH-[***1]-CCK-8s durante 72 h. Al final de la
incubacion el péptido radiactivo libre fue separado del unido al anticuerpo por la adicién de 500 pl de una suspension de Proteina A
cruda de membranas de Estafilococo aureus o con 100 pl de un gel de Proteina A-Sefarosa CL-4B y centrifugado en frio. La
radiactividad fue contada tanto en el sobrenadante como en el pellet de Proteina A que contiene los complejos anticuerpo-BH-[**I]-CCK-
8s. En las ordenadas se muestra el porcentaje unido y en las abcisas la dilucion del suero. El titulo esta definido como la dilucién del
suero que une entre el 25 -35% de 1.5 fmol de BH-[***1]-CCK-8s en equilibrio (Rehfeld, 1998).
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11.1  Afinidad

La afinidad de los anticuerpos, presentes en el suero 49-5 por la CCK se
determindé como la constante de disociacion (Kp) obtenida a partir de un analisis de
Scatchard de la reaccion de la CCK-8s con el anticuerpo. La Kp obtenida fue de 33.1 +
9.0 pM de la CCK con una R? de 0.9917 (Fig. 4).

Analisis Scatchard

o
=
T

Unido/Libre (%)
o
[EEN
e

0.05+

0.00

0 1 2 3 4 5

Union especifica
(PM)

Fig. 4 Gréfica del analisis Scatchard. 50 ul de suero (titulo 1:30,000) fueron incubados
con 50 pl de seis concentraciones sucesivas de BH-['?*1]-CCK-8s durante 24 h a 4°C. El
marcador unido al anticuerpo fue separado del marcador libre por la adicién de 50 ul de
una suspension de carbon activado revestido con dextran al 1% en buffer fosfatos 0.02M y
centrifugado en frio. La radiactividad asociada a los complejos inmunes y la no asociada
para cada concentracién de BH-[**I]-CCK-8s se analiz6 para obtener la Kp (constante de
disociacion) por medio de un andlisis de Scatchard. En las ordenadas se muestra el
porcentaje de BH-[**I]-CCK-8s unido al anticuerpo y en las abcisas la unién especifica
(cpm). Los datos son la media de la unién especifica de BH-[**I]-CCK-8s al anticuerpo, n
=4,
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11.2 Radioinmunoensayo

El rango de concentraciones utiles (0.122 a 90 pM de la CCK) para ser
usados en la curva estandar de un radioinmunoensayo dirigido a detectar CCK-8s y/o CCK-
4 en material bioldgico se muestra en la Fig. 5. El limite del ensayo fue de 0.278 pg. El
coeficiente de variacion que se determind a partir de la desviacion estandar obtenida para
cada caso fue para la variacion interensayo de 16.33% tomando en cuenta siete
radioinmunoensayos independientes, mientras que para la variacion intraensayo fue de

8.101% considerando un experimento por sextuplicado.

El porcentaje de unién de la BH-[**°I]-CCK-8s utilizada como marcador a
los anticuerpos contenidos en el suero 49-5 en ausencia de la CCK fue de 47.49 + 1.62 %
con una dilucién de anticuerpo de 1:30 000. La unién inespecifica del marcador BH-[**1]-

CCK-8s se calcul6 alrededor de 16.77 = 1.14 %.

El RIA montado con el suero 49-5 producido en este laboratorio se comparo
con el realizado con un suero comercial (SIGMA-AIldrich Fine Chemicals). Como se
observa en la Fig. 5 la curva de desplazamiento de la BH-[**1]-CCK-8s por diferentes
concentraciones de la CCK-8s no radiactiva es similar con ambos anticuerpos no
encontrandose diferencias estadisticas significativas (P<0.05) con la prueba estadistica t-
Student.
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Fig. 5 Curva de desplazamiento de la BH-[***1]-CCK-8s por CCK-8s no radiactiva.
50 pl de suero (titulo 1:30,000) fueron incubados con BH-[*?°1]-CCK-8s y concentraciones
crecientes de CCK-8s fria durante 72 h. Al final de la incubacion el péptido radiactivo libre
se separ0 del unido al anticuerpo por la adicion de 50 ul de una suspension de carbén
activado revestido con dextran al 1% en buffer fosfatos 0.02M y centrifugado en frio. La
radiactividad fue contada en el sobrenadante que contiene a los complejos anticuerpo-BH-
[**1]-CCK-8s. En las ordenadas se muestra el porcentaje de BH-[**1]-CCK-8s unido al
anticuerpo y en las abcisas el logaritmo de la concentracion fM de CCK-8s usada como
desplazador, n = 3.
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11.3 Especificidad

La especificidad obtenida para los anticuerpos presentes en el suero 49-5 se
definid sobre la base de su reactividad con otros péptidos relacionados con la CCK. Los
resultados indican que los anticuerpos contenidos en el suero 49-5 obtenido en este
laboratorio, no fueron capaces de diferenciar a la CCK-8s de la CCK-4, pues reconocen a
ambos péptidos con una potencia similar. Como se puede observar en la Tabla. 6 la
EC50 obtenida en las curvas de desplazamiento con CCK-8s no radiactiva fue de
1.226 + 0.11 pM, mientras que la de CCK-4 fue de 1.047 + 0.15 pM, indicando ser
ligeramente mas especifico para la CCK-4. Incluso el rango de la curva estandar para éste
péptido se establecié de 0.013 a 90 pM (Fig. 7), mientras que para la CCK-8s y el resto de
los péptidos relacionados con la CCK fue de 0.122 a 90 pM. (Fig. 6).

TABLA 6. Unién de la BH-[***I]-CCK-8s a el suero 49-5 en
presencia de péptidos relacionados con la CCK.

Péptidos EC50 pM
CCK-8S 1.226 + 0.1109

-+

CCK-4 1.047 + 0.1533
CCK-33

Caeruleina

Gastrina

Gastrina “grande” | humana
Secretina

Peptido intestinal vasoactivo

O O O O o o

Es interesante sefialar que nuestro anticuerpo no reconocio a la caeruleina
que solo difiere de la CCK-8s por tener sustituido el residuo de metionina’® por treonina en
su secuencia C- terminal y tampoco a las formas de alto peso molecular de la CCK (CCK-
33, Fig. 8; caeruleina Fig. 9). Asimismo, con ninguno de los péptidos relacionados con la

CCK usados en este trabajo (gastrina, Fig. 10; gastrina “grande” | humana, Fig. 11;
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secretina, Fig. 12 y péptido intestinal vasoactivo, Fig. 13) se observo alguna reaccion. Los

datos de las EC50 para cada péptido usado se pueden observar en la Tabla 6.
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Fig. 6 Curva de desplazamiento de BH-['?*1]-CCK-8s a su anticuerpo por CCK-8s no
radiactiva. Utilizando los anticuerpos obtenidos y el radioinmunoensayo implementado
fue posible detectar a la CCK dentro de un rango de concentracion de 0.122 a 90 pM. Los
datos son la media + SEM de la unién especifica de BH-[***I]-CCK-8s unida al anticuerpo,
n=6. Para detalles experimentales ver la Fig. 5.
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Fig. 7 Curva de desplazamiento de BH-[**I]-CCK-8s por CCK-4 no radiactiva.
Notese que la CCK-4 fue capaz de desplazar eficientemente a la BH-['?°1]-CCK-8s unida a
su anticuerpo, n = 4. Para detalles experimentales ver la Fig. 5.
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Fig. 8 Curva de desplazamiento de BH-[**I]-CCK-8s por CCK-33 no radiactiva.
Notese que la CCK-33 no fue capaz de desplazar eficientemente a la BH-[**I]-CCK-8s de
su union con el anticuerpo usado en este radioinmunoensayo, n = 4. Para detalles
experimentales ver la Fig. 5.
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Fig. 9 Curva de desplazamiento de BH-['?*1]-CCK-8s por caeruleina no radiactiva.
Notese que la caeruleina no fue capaz de desplazar eficientemente a la BH-[**°I]-CCK-8s
de su union con el anticuerpo usado en este radioinmunoensayo, n = 4. Para detalles
experimentales ver la Fig. 5.
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Fig. 10 Curva de desplazamiento de BH-[**1]-CCK-8s por gastrina no radiactiva.
Notese que la gastrina no fue capaz de desplazar eficientemente a la BH-['?°1]-CCK-8s de
su union con el anticuerpo usado en este radioinmunoensayo, n = 4. Para detalles
experimentales ver la Fig. 5.
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Fig. 11 Curva de desplazamiento de BH-['*1]-CCK-8s por gastrina “grande” no
radiactiva. Notese que la gastrina “grande” no fue capaz de desplazar eficientemente a la
BH-[***1]-CCK-8s de su unién con el anticuerpo usado en este radioinmunoensayo, n = 4.
Para detalles experimentales ver la Fig. 5.

56



1450-

1400-

fica

Ve

on especi
cpm

7

=
w
a1
?
L |
—a—
——
—a—
—a—
—.—
—a—

Uni

1300-

1250 T T |
-1 0 1 2

log [Secreting]
pM

Fig. 12 Curva de desplazamiento de BH-[**1]-CCK-8s por secretina no radiactiva.
Notese que la secretina no fue capaz de desplazar eficientemente a la BH-[**1]-CCK-8s de
su unién con el anticuerpo usado en este radioinmunoensayo, n=4. Para detalles
experimentales ver la Fig. 5.
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Fig. 13 Curva de desplazamiento de BH-[**1]-CCK-8s por VIP no radiactivo. Nétese
que el péptido intestinal vasoactivo no fue capaz de desplazar eficientemente a la BH-[**I]-
CCK-8s de su unién con el anticuerpo usado en este radioinmunoensayo, n = 4. Para
detalles experimentales ver la Fig. 5.

58



11.4  Cuantificacion de la CCK en material bioldgico

Respecto a la medicion de la CCK en tejido cerebral se determinG que
mediante los anticuerpos contenidos en el suero 49-5 y el RIA disefiado en este laboratorio,
fue posible detectar y cuantificar adecuadamente los niveles contenidos de la CCK-8s,
extraidos selectivamente de corteza cerebral de rata, como se puede apreciar en la Fig. 14.
Su contenido fue de 0.9076 + 0.5978 pM de CCK-8s/mg de tejido (peso himedo)

Adicionalmente el suero 49-5 usado en este trabajo también fue adecuado
para medir el contenido de las formas de bajo peso molecular de la CCK en liquido
cefalorraquideo de rata. La concentracion de la CCK obtenida en este material bioldgico
fue de 0.3739 + 0.044 pM/100 pl de muestra, ver Fig. 15.
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Fig. 14 Cuantificacion de la CCK-8s en tejido cerebral. 50 ul de suero (titulo 1:30,000)
fueron incubados con BH-[*°I]-CCK-8s y diluciones seriales de CCK-8s fria extraida de
tejido cerebral durante 72 h. Al final de la incubacion el péptido radiactivo libre del unido
al anticuerpo fue separado por la adicion de 50 ul de una solucion de carbén revestido con
dextran al 1% en buffer fosfatos 0.02 M y centrifugado en frio. La radiactividad fue
contada en el sobrenadante que contiene a los complejos anticuerpo-BH-[*?°I]-CCK-8s. En
las ordenadas se muestra la unién especifica de la BH-[?*1]-CCK-8s por el anticuerpo y en
las abcisas el logaritmo de la concentracion pM de CCK-8s usada como desplazador. Los
datos son la media + SEM de la unién especifica de BH-['?*1]-CCK-8s al anticuerpo, n = 3.
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Fig. 15 Cuantificacion de la CCK en liquido cefalorraquideo. Noétese la concentracion
de CCK-8s obtenida por RIA en este material bioldgico, n = 3. Para detalles experimentales
ver la Fig. 14.
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13  Discusion

La CCK es una familia de péptidos que posee miembros de alto y bajo peso
molecular que participan en numerosas manifestaciones funcionales. De ellos, los péptidos
de bajo peso molecular (CCK-4 y CCK-8s) reconocen receptores ampliamente distribuidos
en el sistema nervioso central y regulan como ya ha sido revisado en la introduccion

numerosos procesos en el cerebro de los mamiferos.

En el presente trabajo fue posible desarrollar un radioinmunoensayo
adecuado y confiable para cuantificar las formas de bajo peso molecular de la CCK en
material bioldgico, tal como liquido cefalorraquideo y tejido cerebral. A pesar de que
durante los ultimos afios se han reportado una gran cantidad de ensayos para cuantificacion
de la CCK, muchos de ellos no han tenido la validez suficiente, debido en gran parte a que
los anticuerpos que se utilizan en dichos métodos no presentan las caracteristicas de titulo,
afinidad y especificidad necesarias. Debido a lo anterior, pocos laboratorios han logrado
cuantificar las concentraciones de la CCK de manera confiable y aunque algunos lo han
logrado han tenido necesidad, en muchas ocasiones, de combinar el RIA con otras técnicas
como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) que por sus caracteristicas es
costosa y no permite cuantificar en poco tiempo un gran numero de muestras, tal es el caso
de investigadores como Robberech, et.al. (1978), Maidment, et.al. (1991 y 1997), Merani,
et. al. (1997), Rehfeld (1998) y Xiao-Jun, et.al. (2001). Mientras que, otros como
Vanderhaeghen, et. al. (1980), Beinfeld, et.al. (1985), You, et.al. (1997), Gustafsson, et.al.
(1999) y Becker, et.al. (2001) han desarrollado RIAs exitosamente sin tener que combinar
con otra técnica. Sin embargo, la mayor parte de estos trabajos usan anticuerpos
provenientes del laboratorio de Rehfeld o bien utilizan “Kits” que son adquiridos
comercialmente, haciendo que la determinacion de la CCK en muestras bioldgicas siga
siendo azarosa 0 muy costosa, pues queda sujeta a la buena voluntad de los donantes a lo

abultado de los fondos del laboratorio que la practica (Rehfeld, et.al., 1973)
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De esta manera, la dificultad para obtener resultados cuantitativos confiables
ha contribuido a nuestra ignorancia acerca del papel funcional de la CCK por lo que resulta
necesario continuar realizando esfuerzos para desarrollar ensayos sensibles y especificos
gue permitan su cuantificacion adecuada. Ante esta situacion el objeto del presente trabajo
fue la obtencidn de anticuerpos especificos, desarrollados en conejos en contra de las
formas de bajo peso molecular de la CCK, en un intento por establecer un RIA especifico y
de bajo costo para éste péptido y asi poder estudiar con precision, posibles cambios en su

concentracion bajo diferentes condiciones experimentales.

En consecuencia, en éste trabajo el paso decisivo para el desarrollo del
radioinmunoensayo que se reporta fue la obtencidn de anticuerpos con titulos altos, elevada
especificidad y una afinidad adecuada para la deteccion de las formas bajo peso molecular
de la CCK. Dicha obtencion fue lograda utilizando CCK-4 acoplada a tiroglobulina bovina.
Sin embargo, la respuesta de los conejos al esquema de inmunizacion utilizado fue variable,
lograndose obtener titulos de anticuerpos adecuados unicamente en el conejo 49 tras cinco
inmunizaciones repetidas, cuyo suero alcanzo6 un titulo tan alto como 1:100000 (Tabla 5;
suero 49-5) comparandose favorablemente con el titulo de anticuerpos presentes en una

preparacion comercial (SIGMA-AIdrich) de alta calidad (Fig. 3).

Existen algunas situaciones que son criticas para la produccion de
anticuerpos, tales como, el tamafio de la molécula inyectada (antigeno), la cantidad de
inmunogeno utilizado, el nimero de inmunizaciones aplicadas y la via de su
administracion. Dado que la CCK es una molécula muy pequefia (633.2 kD) y su
antigenicidad es seguramente muy baja, como ocurre con la de todos los haptenos, se
acoplé a una glicoproteina de alto peso molecular (670 kD) en un intento por aumentar su
antigenicidad. A pesar de eso, solo en uno de tres conejos y después de 13 inmunizaciones
fue posible demostrar un titulo suficientemente alto de anticuerpos antiCCK, como para ser
utilizados en el disefio de un radioinmunoensayo Util para la cuantificacion de esta
molécula. En este conejo (49-5) titulos de anticuerpos altos fueron obtenidos desde el

primer sangrado y continuaron incrementdndose paulatinamente con la administracion
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adicional de nuevas dosis del inmunogeno (Tabla 5). La cantidad de inmundgeno vy la via
utilizada para su administracion fueron seleccionadas por haber sido reportadas (Skowsky
& Fisher, 1972; Merani, 1997; Rehfeld, 1998) como efectivas para la produccion de
anticuerpos antiCCK. Los resultados obtenidos con el conejo 49 confirmaron la utilidad de

estos parametros.

Dado que los anticuerpos obtenidos en nuestro trabajo fueron logrados
usando como inmundgeno a la CCK-4, que estd formada por los cuatro ultimos
aminoacidos de la regién carboxilo terminal de toda la familia de la CCK, no result6
sorprendente que los anticuerpos obtenidos hayan reconocido aparte de la CCK-4 a la BH-

[**1]-CCK-8s usada como marcador.

La afinidad obtenida para el anticuerpo producido en este laboratorio fue de
33.15 £ 9.01 pM (Fig. 4), que compara favorablemente con el valor reportado por Rehfeld
en 1998 como adecuado para el uso de anticuerpos contra la CCK en procedimientos de
radioinmunoensayo. A este respecto es importante mencionar también que el marcador
usado para determinar la constante de disociacion Kp en este trabajo fue la BH-[**°I]-CCK-

8s, y tal como se observa en la Fig. 7 el RIA es mas especifico para la CCK-4,

Por lo que toca a la especificidad encontrada, como en el caso de los
anticuerpos reportados por otros laboratorios (Beinfeld, 1985; Merani, 1997; Rehfeld,
1998) nuestros anticuerpos resultaron altamente especificos para las formas de bajo peso
molecular de la familia CCK y particularmente para la CCK-4 y la CCK-8s pues fueron las
(nicas formas capaces de desplazar a la BH-[**I]-CCK-8s usada como marcador
encontrdndose una EC50 ligeramente méas favorable para la CCK-4 (1.047 contra 1.226
pM, Tabla 6, Figuras 6 y 7). Asimismo, nuestros anticuerpos no fueron capaces de
reconocer a las formas grandes de la CCK (CCK-33; Tabla 6; Figura 8) ni a otros péptidos
relacionados con ella como la caeruleina, gastrina, secretina y péptido intestinal vasoactivo
(Tabla 6; Figuras 9, 10, 12 y 13) reconociendo so6lo ligeramente a la gastrina grande (Tabla
6; Figura 11). Consideramos por tanto, que la especificidad obtenida garantiza en nuestro
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radioinmunoensayo la especificidad requerida para la medicion inequivoca de CCK-4 'y

CCK-8s en diversos tipos de muestras biologicas.

Como era de esperarse, mediante el uso de estos anticuerpos fue posible la
deteccion y cuantificacion de CCK-4/CCK-8s en muestras bioldgicas encontrandose
valores para la corteza cerebral de la rata que comparan con los obtenidos en otros
laboratorios. (Larsson & Rehfeld, 1979; Beinfeld, et.al., 1981; Emson, et.al., 1982;
Bandopadhyay & deBelleroche, 1995). Asimismo, fue también posible estimar la
concentracion de CCK-4/CCK-8s en muestras de liquido cefalorraquideo del mismo animal
con valores similares también a los reportados en la literatura (Geracioti, et.al., 1993; You,
et.al., 1994; Xiao-Jun, et.al., 2001).

En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo nos llevan a sugerir que
los anticuerpos producidos y el radioinmunoensayo implementado mediante su uso, pueden
ser utilizados para la cuantificacion bioquimica de CCK-4/CCK-8s en distintos tipos de

material biologico extraidos bajo diferentes condiciones experimentales.

Los esfuerzos por contribuir al conocimiento en torno al sistema CCKEérgico
deben seguir en todas sus posibles lineas de investigacion dada la importancia que esta
familia de neuropéptidos tiene para el sistema nervioso central. No sera sorprendente que la
CCK, al participar en un gran numero de vias neuronales, esté también implicada en ciertos
desdrdenes neuroldgicos y psiquiatricos que afectan a los humanos y de que en la medida
en que nuestro conocimiento de éste sistema neurotransmisor avance, dichos trastornos

podran tratarse de manera mas efectiva.
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11 Conclusién

Los resultados de este trabajo indican que, bajo las condiciones utilizadas
fue posible obtener anticuerpos antiCCK de alta afinidad y especificidad que permitieron
montar un radioinmunoensayo adecuado, confiable y de bajo costo, para cuantificar las
formas de bajo peso molecular de la CCK en material bioldgico, tal como el liquido
cefalorraquideo y el tejido cerebral. EI método implementado puede ser utilizado con un
buen rango de seguridad para la cuantificacion bioquimica de CCK-4/CCK-8s en distintos
tipos de material biologico. Es posible que los anticuerpos obtenidos, sean también utiles
para el disefio de métodos para la visualizacion inmunohistoquimica de la CCK-4/CCK-8s,

en el sistema nervioso de los mamiferos.
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