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RESUMEN
Las células neuroendocrinas están presentes en el tejido prostático normal y tumoral. Los neuro-

péptidos secretados por estas células tienen funciones biológicas que todavía no han sido totalmente
esclarecidas. La presencia de células neuroendocrinas en el carcinoma prostático se relaciona con la
progresión del tumor y un peor pronóstico.

Estudiamos la influencia de bombesina y calcitonina sobre la proliferación de líneas tumorales
prostáticas humanas andrógeno-insensibles, PC-3 y DU-145, y andrógeno-sensible, LNCaP , para ello
utilizamos el análisis colorimétrico XTT y recuentos celulares con un hematocitómetro.

El crecimiento de la línea celular PC-3 y DU-145 es estimulado por la bombesina y calcitonina pero
estos peptidos no ejercen efecto estimulador sobre la línea celular LNCaP. Esto indica que la bombe-
sina y calcitonina pueden modular la proliferación sobre las líneas andrógeno-insensibles "in vitro" y
podrían actuar, por tanto, como factores paracrinos estimuladores del crecimiento sobre las células
cancerosas prostáticas que se vuelven resistentes al tratamiento hormonal.

ABSTRACT
Neuroendocrine cells are present in normal and tumoral prostate tissue, the neuropeptides secre-

ted by this cells have a biological functions that have not been fully elucidated. The presence of neu-
roendocrine cells in prostatic carcinoma have been shown to increase tumor progression.

We characterized the in vitro proliferative influence of bombesin and calcitonin in androgen-insen-
sitive, PC-3 and DU-145, and androgen-sensitive, LNCaP, cell lines of human prostate cancers. The
influence of these neuropeptides on proliferation were assessed using the colorimetric XTT assay and
by cells counts with a hemocytometer.

The growth of PC-3 and DU-145 cell lines is stimulated by bombesin and calcitonin but exerted
any stimulatory effect on the proliferation of the LNCaP cell line. This indicate that bombesin and cal-
citonin can modulate proliferation of androgen-insensitive human prostate cell lines "in vitro" and may
be potential paracrine growth promoters in stablished androgen irresponsive human prostatic carci-
noma cells.
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El cáncer prostático es uno de los tumores
malignos más frecuentes en el hombre. El

desarrollo, crecimiento y fisiología de la próstata
están modulados por una gran variedad de hor-
monas y factores de crecimiento. Aproximada-
mente un 50% de todos los tumores malignos
prostáticos contienen células neuroendocrinas1.
Diversos estudios indican que la diferenciación
neuroendocrina es un marcador de mal pronósti-
co en el cáncer prostático y que se correlaciona con
el desarrollo de un estado andrógeno-resistente2.
Las células neuroendocrinas, en el cáncer prostá-
tico, tienden a localizarse próximas a las células
que están en proliferación y esto sugiere que los
productos de secreción de estas células pueden
influenciar el comportamiento de estos tumores3.
Estas células neuroendocrinas secretan diversos
neuropéptidos como bombesina y calcitonina4,5.
La bombesina es un tetradecapéptido anfibio cuyo
homólogo en los humanos es la GRP (Gastrin
Releasing Peptide). La bombesina y la GRP esti-
mulan el crecimiento de numerosos tipos celula-
res que incluyen las células epiteliales bronquia-
les6, las células humanas de cáncer de mama7 y
las células de carcinoma pulmonar8. La calcitoni-
na es un péptido de 32 aminoácidos secretado por
las células "C" del tiroides. Diferentes estudios
muestran que la calcitonina y CGRP (Calcitonin
Gene-Related Peptide, péptidos relacionados
genéticamente con la calcitonina) presentan efec-
tos estimuladores sobre el crecimiento de distin-
tos tipos celulares como las células epiteliales tra-
queales del cobaya9 y células endoteliales huma-
nas10. Las funciones biológicas que estos péptidos
puedan ejercer sobre las células prostáticas no
han sido completamente esclarecidas, por lo que
es necesario investigar si estos neuropéptidos
inducen la proliferación de las células epiteliales
prostáticas como cabría deducir de las observa-
ciones microscópicas descritas en el carcinoma
prostático humano lo que facilitaría el diseño de
nuevas estrategias tanto preventivas, diagnósti-
cas como terapéuticas.

En el presente trabajo utilizamos la línea
andrógeno-sensible LNCaP , aislada de una biop-
sia de un ganglio linfático de un paciente con diag-
nóstico confirmado de metástasis de cáncer pros-
tático y líneas celulares andrógeno-insensibles,
DU-145 aislada de un paciente con metástasis

cerebral de un carcinoma de próstata y PC-3 ais-
lada de un grado IV de carcinoma prostático.
Sobre dichas líneas se estudia la acción de dos
péptidos presentes en el tejido prostático, bombe-
sina y calcitonina, para determinar si estos pépti-
dos estimulan realmente la proliferación celular.

MATERIAL Y MÉTODO
Las líneas celulares prostáticas fueron obteni-

das de la ATCC (American Type Culture Collection)
(LNCaP y DU-145) y de Nuclear Ibérica (PC-3) y
mantenidas en nuestro laboratorio en una estufa
de cultivos celulares a 37 grados centígrados en
una atmósfera de 5% de CO2. Estas líneas crecie-
ron formando monocapas en medio de cultivo
RPMI-1640 (ICN Flow) para la LNCaP y DMEM (lCN
Flow) en el caso de las líneas DU-145 y PC-3. Los
medios de cultivo se suplementaron con 4% de
penicilina-estreptomicina (Biochrom), 10% de
suero bovino fetal inactivado con calor (ICN Flow)
y 0,4% de Gentamicina (GIBCO). Todos los culti-
vos celulares usados en los experimentos se encon-
traban en fase de confluencia o próximos a ella.

Para los experimentos se sembraron 10.000 célu-
las por pocillo en microplacas de 96 pocillos (tissue
culture grades, 96 wells, flat bottom, Labsystem) a
las que se añadían medio de cultivo con bajas con-
centraciones de suero bovino fetal (2,5%).

Después de 24 horas se cambia el medio de cul-
tivo por otro que contiene bombesina o calcitoni-
na. Las concentraciones empleadas para la bom-
besina en las tres líneas celulares fueron de 1
nM/ml y 5 nM/ml, mientras que las de calcitoni-
na fueron de 50 pgr/ml y 500 pgr/ml. Se estable-
ció en la línea celular LNCaP , andrógeno sensible,
un grupo sometido a una concentración de 1,35
nM de dihidrotestosterona por pocillo.

Como grupo control se mantuvo un pocillo por
línea celular con medio de cultivo bajo en suero
bovino fetal (2,5%) sin neuropéptidos.

La proliferación celular fue estudiada con el
análisis colorimétrico XTT basado en la reducción
de la sal amarilla de tetrazolio, XTT, a formazan de
color naranja soluble en agua por la actividad de
la dehidrogenasa mitocondrial. La coloración del
formazan se cuantifica usando un espectofotóme-
tro, y así la intensidad del color naranja es pro-
porcional al número de células vivas en el momen-
to del análisis.
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Después de la incubación con diferentes trata-
mientos, se añade la solución de XTT (Boehringer
Manheim) a cada pocillo a una concentración de
0,3 mg/ml y se incuba durante cuatro horas para
a continuación medir la absorbancia espectofoto-
métrica usando un lector ELISA (Labsystems
iEMS Reader MF). Las mediciones se efectuaron a
las 24, 48 y 72 horas. Cada estudio se llevó a cabo
por cuadriplicado reflejándose los valores medios
significativos de cada uno de los grupos.

La proliferación celular también se analizó
mediante recuentos celulares con un hematocitó-
metro.

RESULTADOS
En la línea celular PC-3, después de 24 horas

de incubación, la proliferación celular en los poci-
llos sometidos a la acción de las distintas concen-
traciones de bombesina fue similar al grupo con-
trol, pero después de 48 y 72 horas el neuropép-
tido causó un incremento significativo sobre el
crecimiento celular. En esta línea celular la calci-
tonina indujo una proliferación celular dosis-
dependiente que alcanza el máximo a las 72 horas
de incubación (Fig. 1).

En la línea celular DU-145 observamos una
estimulación significativa de la proliferación celu-
lar causada por la bombesina en todos los perio-
dos de incubación, dosis-independiente en las pri-
meras etapas siendo al final mayor la estimulación
con la mayor concentración de neuropéptido,
mientras que la calcitonina indujo un incremento
de la proliferación celular dosis-dependiente
durante todos los periodos (Fig. 2).

El crecimiento de la línea celular LNCaP no fue
estimulado por la bombesina e incluso observa-
mos un descenso en el número de células por
debajo del grupo control. El pocillo sometido a la
acción de la dihidrotestosterona mostraba los más
altos niveles de absorbancia. Igualmente el grupo
con calcitonina mostró siempre valores de densi-
dad óptica por debajo del grupo control y del grupo
con dihidrotestosterona (Fig. 3).

Los recuentos celulares revelaron una res-
puesta positiva a la bombesina y calcitonina en la
PC-3 y DU-145 pero en la línea celular LNCaP el
número de células en los pocillos sometidos a la
acción de estas sustancias estuvo siempre por
debajo del grupo control.

DISCUSION
Las células neuroendocrinas están presentes en

el tejido prostático normal y patológico. En la prós-
tata normal estas células se localizan en el epitelio
prostático y extienden sus prolongaciones entre las
células vecinas y hacia la luz glandular, lo que
sugiere la posibilidad de que los productos peptídi-
cos de estas células neuroendocrinas actúen como
factores paracrinos en la regulación del creci-
miento o función de las células prostáticas1. En el
tejido tumoral prostático las células neuroendo-
crinas están localizadas en la proximidad de las
células que están en proliferación3.
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FIGURA 1. Efecto sobre la proliferación celular en la línea
PC-3 de la bombesina (A) B1-1nM/ml, B2-5nM/ml y la calci-
tonina (B) C1-50 pgr/ml y C2-500 pgr/ml. La proliferación
fue evaluada mediante análisis colorimétrico-XTT. Los
datos representan la media de cuatro experimentos, y se
expresan en unidades de absorbancia. El grupo control se
mantiene sin neuropéptido sólo con medio de cultivo con
baja suplementación de suero.



La presencia de células neuroendocrinas en el
carcinoma prostático ha sido ampliamente docu-
mentada y correlacionada, por algunos autores,
con la progresión tumoral y mal pronóstico debi-
do a la pobre respuesta a la terapia endocrina. La
causa de esto sea probablemente debido a que
algunos neuropéptidos secretados por estas célu-
las neuroendocrinas afectan el crecimiento de las
células tumorales prostáticas11. Entre los pépti-
dos descritos en la próstata están la bombesina y
calcitonina con efectos demostrados sobre la pro-
liferación de distintos tipos celulares6-9. Aunque
la presencia de estos péptidos en la próstata ha
sido ampliamente documentada sus funciones
son menos claras4,5. Se ha demostrado en la prós-

tata que las células próximas a las células neu-
roendocrinas presentan un aumento de la activi-
dad mitótica sugiriendo una regulación del creci-
miento de forma paracrina por los productos neu-
roendocrinos3.

Los resultados de nuestro trabajo muestran
que la bombesina y calcitonina incrementan la
proliferación celular en las líneas PC-3 y DU-145.
Ambas líneas celulares son andrógeno insensi-
bles. El efecto estimulador de la bombesina sobre
la proliferación de estas líneas celulares se pro-
duce de manera dosis-dependiente sobre la línea
celular PC-3. Esto esta en concordancia con los
efectos estimuladores descritos por Bologna et
al.12 sobre la línea PC-3 y PMU. Para nuestro cono-
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FIGURA 2. Efecto de la bombesina (A) y calcitonina (B) sobre

la proliferación en la línea celular DU-145. Se establecie-

ron los mismos grupos que en la línea PC-3
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FIGURA 3. Efecto de la bombesina (A) y calcitonina (B) sobre

la proliferación en la línea celular LNCaP comparando con

los valores del grupo DHT -dihidrotestosterona 1,35 nM/

pocillo-. Las concentraciones de neuropéptidos es la

misma que para las líneas anteriores.



cimiento este es el primer trabajo que recoge el
efecto estimulador de la bombesina sobre la línea
Du-145. Los valores de densidad óptica de los
pocillos sometidos a la acción de calcitonina refle-
jan un efecto estimulador de la proliferación celu-
lar dosis dependiente. Se ha descrito un aumento
significativo del AMPc en respuesta a la calcitoni-
na sobre las células de la línea Du-l4513.

En contraposición la bombesina y calcitonina
no muestran efectos estimuladores de la prolife-
ración celular sobre la línea LNCaP, y así los valo-
res de densidad óptica estaban siempre por deba-
jo de los del grupo control. En este sentido otros
autores reflejan en sus investigaciones una res-
puesta positiva de la movilización de Ca2+ tras la
administración de bombesina en las líneas celu-
lares PC-3 y DU-145 pero no en la línea LNCaP15.
En oposición, Shah5 describe un incremento dosis
dependiente en la incorporación de 3H timidina en
estas células cuando están sometidas a la acción
de calcitonina, aunque en otro estudio las células
de esta línea no demuestran una respuesta en las
concentraciones de AMPc13. En los pocillos some-
tidos a la acción de dihidrotestosterona se produ-
ce un incremento significativo de la proliferación
celular, lo que confirma la andrógeno-sensibilidad
de este modelo.

Ritchie16 describe una disminución en la pro-
liferación de las líneas DU-145 y PC-3 sometidas
a la acción de la calcitonina y un incremento en la
línea LNCaP, pero nuestros resultados son más
acordes con Gkonos13 quien describe que las célu-
las de las líneas LNCaP, ALVA-3 y PPC-l no
demuestran respuestas significativas a la calcito-
nina ya que carecen de ARNm para el receptor de
la calcitonina, mientras que aumenta el AMPc
intracelular en las células de la línea DU-145,
siendo ésta la única que presenta ARNm para el
receptor de calcitonina.

Probablemente ambos neuropéptidos, bombesi-
na y calcitonina, en la línea LNCaP, jueguen más
un papel regulador de la actividad secretora más
que de estimulador de la proliferación como ocurre
con el VIP en las células epiteliales prostáticas nor-
males17. En este sentido, las células de la línea
LNCaP comparten características con las células
normales, no tumorales, de la próstata que inclu-
ye la presencia de receptores androgénicos y sínte-
sis de antígeno específico prostático18.

Estos resultados sugieren que la bombesina y
calcitonina juegan un papel independiente de los
andrógenos. Si ésto se confirma a mayor escala
podría llevar a una aplicación clínica directa. La
mayoría de los cánceres prostáticos inicialmente
responden a la deprivación androgénica pero la
duración de esta remisión es limitada y en poco
tiempo se produce la progresión del tumor. La evo-
lución hacia la insensibilidad androgénica es atri-
buida a la heterogeneidad de los requerimientos
para el crecimiento celular dentro del mismo
tumor, probablemente debido a la proliferación de
células hormono-independientes19. El desarrollo
de antagonistas de bombesina/GRP y calcitoni-
na/CGRP es de gran interés y en este sentido algu-
nos estudios muestran el efecto inhibidor de un
antagonista de bombesina/GRP RC-1095 sobre el
crecimiento de líneas tumorales prostáticas
humanas injertadas en ratones20.

En conclusión, estos resultados indican que la
bombesina y calcitonina estimulan la proliferación
de las líneas celulares prostáticas humanas
andrógeno-insensibles "in vitro" y serían poten-
ciales factores paracrinos promotores del creci-
miento sobre las células hormono-independientes
que aparecen en el carcinoma prostático humano.
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