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i.d.: intradérmico.
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i.p.: Intraperitoneal.
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TCGF:Factor de crecimeinto para células T.

BCDF:Factor de diferenciación de células B,
TNF: Factor de necrosis tumoral.

PM: Peso molecular.

kDa: KikaDalton.

s.c.: Subcutáneo.



E.S.:

GRC:

BON:

ETS:

rpm:

So:
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HAF:

NGF:

Error standard.

Glóbulos rojos de-carnero.

extracto de órganos normales.
Extracto tumoral soluble.

Revoluciones por minuto.

Sobrenadante.

Ratones portadores de tumor pequeño.

Ratones portadores de tumor grande.

Ratones exportadores de tumor pequeño

Ratones ex-portadores de tumor grande
Factor de crecimiento de fibroblastos

Factor de crecimiento de células endoteliales.

Factor de crecimiento epidérmico.
Factor de crecimiento transformante.

Factor de crecimiento aislado desde plaquetas.

Factor angiogénico tumoral.

Factor angiogénico estimulante de células endoteliales.

Factor angiogénico humano.
Factor de crecimiento nervioso.

HA: Acido hialurónico.

PGS:

IFN:

Prostaglandinas.
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FN: Fibronectina.
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1. ANGIOGENESIS

El conocido patólogo Virchow, fue el primero en des
cribir una asociación entre la red vascular y el tejido tumg
ral (1).

El 1907, Goldmansugirió que en los tumores3 el es
tímulo que lleva a la proliferación de los vasos sanguíneos
surge de la célula invasora (2).

Años más tarde el grupo de Algire,observó que el
crecimiento de nuevos vasos sanguíneos en un tumor se produ
ce desde los tejidos que rodean al implanto y denominó a es
te proceso angiogénesis tumoral (3). En trabajos posteriores
se demostró que la angiogénesis tumoral está mediada por fag
tores solubles liberados desde las células neoplásicas (H).

Los procesos angiogénicos se producen desde los pri
meros momentos de la vida del embrión. La formación de la
placenta requiere una activa proliferación vascular y duran
te el desarrollo embrionario el crecimiento contínuo del le
cho vascular implica no solo el alargamiento de los vasos san
guíneos sino también un complejo proceso de remodelación (5).

Dentro de la amplia gama de procesos normales en los
que esta involucrada la angiogénesis, se halla la maduración
del cuerpo luteo (6). Una gran variedad de tejidos normales
producen factores angiogénicos, entre ellos podemoscitar:
tiroides, retina, glándulassalivares y tejido linfático.(9,
1o, 11, 12, 13).

La neovascularización es un evento de gran importan
cia tanto en los procesos inflamatorios comodurante la repa
ración tisular en las heridas (7,8). En condiciones patoló
gicas, la angiogénesis se observa en la formación de queloi
des, procesos de neovascularización ocular, psoriasis, res



puestas inflamatorias crónicas, comoartritis,y en"neopla
sias (1M, 15)

Desde hace unas décadas, muchos investigado
res se han dedicado al estudio del proceso angiogénico
para tratar de dilucidar su mecanismo. Es de desta
car la importancia que tiene el hecho de encontrar
sustancias antiangiogenicas que frenen el proceso de
neovascularizac1ón evitando el desarrollo de un tumor
o de otra patología en la que esté involucrada la
angiogénesis.

2. PROCESO ANGIOGBNICO: MECANISMO

Los estudios sobre neovascularización demostra
ron que el desarrollo capilar tiene lugar mediante
una serie de pasos secuenciales, similares para cual
quier tipo de estímulo angiogénico desencadenante. Los
capilares se originan desde venas pequeñas (vénulas)
o bien desde otros capilares, los vasos mayores en
los que existen células musculares lisas, generalmente
no dan origen a nuevos capilares.

1. Unode los eventos iniciales es la degradación
local de la membranabasal en el lado venosc>cercano al est;
mulo angiogénico (16).

Las células endoteliales estimuladas por factores



angiogénicos secretan'enzimas degradantes muyactivas como
la colagenasa y activador de plasminógeno (17). Esto sugiere
nue la degradación local de la membranabasal es llevada a
cabo directamente por las células endoteliales, una vez que
éstas reciben el estímulo angiopénico.

2. A través de la zona de degradación de la membra
na basal, las células endoteliales comienzana migrar hacia
la zona del estímulo.

3. Las células se alinean en una forma bipolar a me
dida que se forma el primer brote vascular. Esta alineación
se observó tanto in vivo comoin vitro (18).

u. Acontinuación se forma el lúmen. En muchos ejem
plos de angiogénesis post-embrionaria, el lumen parece ori
ginarse en una curvatura que se desarrolla en la célula en
dotelial, comosi el citoesqueleto en si mismose hubiera
reordenado para formar dicha curvatura (19). Sin embargo,
en el desarrollo embrionario temprano, la formación del lu
men se produce a través de la aparición de una vacuola en la
célula endotelial.

5. Comienzana dividirse las célulasubicadas en la
parte media del borde vascular. Las células apicales conti
núan migrando, pero generalmente no se dividen.

6. Los brotes vasculares seanastomosan entre si
formando rulos (loops), que a su vez pueden elongarse y dar
origen a brotes adicionales. No se conoce el proceso por el
cual los brotes se reconocen entre si. Los loops continúan
su desarrollo düigéndose hacia la zona en la que se encuen
tra el estímulo angiogénico.

7. Lentamente comienza el flujo sanguíneo en el in
terior de los loops.



8. Aparecen pericitos a lo largo de todo el capilar.
9. Se sintetiza la membranabasal.

Cuando se estudia in vitro el comportamiento de cé
lulas endoteliales clonadas se observan los mismoseventos
oue se enumeraron aquí, con desarrollo de redes capilares en
las placas de cultivo; la diferencia la establece la ausencia
de pericitos (20, 21). Estudiando el comportamiento de celu
las endoteliales derivadas de vena umbilical se observó que
los vasos transportan fluido en su interior.

Los estudios realizados in vivo e in vitro parecen
indicar cue la célula endotelial expresa un programadefini
do para generar redes vasculares. Los eventos son los mis
mos, independientemente de que el estímulo desencadenante pro
venga de un agente inflamatorio, de un estímulo inmunológico
o de un tumor (22).

3. SISTEMAS BIOLOGICOS EMPLEADOS PARA ESTUDIAR LA

ANGIOGENESIS.

3.1. CAMARAS TRANSPARENTES

Los primeros estudios sobre angiogénesis fueron me
ramente descriptivos y se basaron en el empleo de cámaras
transparente implantadas en animales.

El primer modelo de cámaras fue diseñado por Sandison
y Clark para el estudio dinámico de la inflamación. Las cáma
ras se insertaron en la oreja de conejos, observándose la apa



rición de nuevos vasos sanguíneos en respuesta a la herida
causada por la implantación de la cámara (23,2u).

Algire y Chalkley modificaron la cámara de Sandison
Clark para insertarla en el dorso de ratones; con este sistg
ma fue posible estudiar 1a vascularizaciónde'Umnrasmurinos.
Se observó que la respuesta vascular provocada por el implan
to tumoral era más intensa que la vascularización inducida
por un estímulo inflamatorio. Estos estudios llamaron la
atención sobre el fenómenode neovascularización tumoral y/
sin duda/establecieron que los tumores inducen dicha respueg
ta. Sin embargoel sistema empleado adoleció a ciertas limi
taciones importantes. En primer lugar no fue posible obte
ner una descripción morfológica de alta resolución debido a
que la cámara era peoueña y sólo pudo implantarse en un espa
cio limitado. En segundo lugar con este sistema sólo pudie
ron estudiar tumores transplantables para que no se produje
ra el rechazo del implanto (25, 26).

En 196MSanders y Shubik diseñaron una nueva versión
de la cámara transparente para implantarla en la bolsa de la
boca del hamster Sirio. Este sistema brindó un sitio privi
legiado immrplógicamenteen el cual pudieron implantarse tu
mores de distintas especies sin que se produjera rechazo (27).

Por último Greenblat.y Shubik usarontnuacámara simi
lar a la anterior y demostraronla proliferación de capila
res sanguíneos inducida por un tumor separado del lecho vas
cular del huésped por un filtro que impedía el contacto di
recto entre el tejido normal y el implanto tumoral (28).



3.2. MEMBRANA COKKMLANTOIDEA DE EMBRION DE POLLO

Un sistema universalmente empleado en el estudio de
la angiogénesis es el de la membranacorioalantoidea de em
brión de pollo (MCA),cuyos vasos proliferan rápidamente (29).

Para exponer la MCAes necesario crear una falsa cé
mara de aire entre ésta y la membranalúcida. Luego se efeg
túa una pequeña abertura en la cáscara con ayuda de un torno
y se coloca sobre 1a MCAun trozo de filtro (Millipore, 0.22
um) con la fracción a testear. Las fracciones de tumor im
plantadas en el dia 9 inducen una respuesta vascular entre
las HBy 72 horas. Esta respuesta puede ser reconocida como
una proliferación capilar con aspecto arborescente oue conver
ge hacia la zona del implanto (30).

Los embriones pueden desarrollarse además sin la
cáscara, colocándolos dentro de cápsulas de Petri en estufa
gaseada. Esta técnica permite visualizar continuamente el
desarrollo vascular y brinda además una mayor superficie pa
ra implantar las muestras, lo que hace posible realizar com
paraciones directas entre muestras diferentes y controles en
la misma membrana (31).

Usualmente se emplean vehículos para conseguir la
liberación de pequeñascantidades de la sustancia a testear
(1-SOJug). Uno de los vehiculos más empleados es metilcelu
losa al 0,5%. Unmétodoalternativo consiste en disolver la
muestra en 5-10Ipl de agua destilada y colocarla sobre un cu
breobjetos plástico dejándola secar, para luego implantar sg
bre la membrana.

La evaluación de la neovascularización se realiza
de tres maneras: por observación estereomicroscópica (16X)



que puede hacerse diariamente de los embriones cultivados
sin 1a cubierta de la cáscara; por proyección fotográfica,
que permite evaluaciones posteriores y comparación entre dis
tintas experiencias, y por estudios histológicos (32).

La valoración de la respuesta angiogénica en la MCA
es cualitativa; comúnmentese le asigna un valor positivo o
negativo, o bien se dá una gradación a la respuesta positiva
en función de la intensidad de la neovascularización (33).
Algunos autores emplean la técnica de diluciones sucesivas
de las muestras y asignan un valor positivo o negativo a 1a
respuesta, con el fin de obtener el valor de punto final (3M).

Los ensayos de actividad angiogénica en MCAson re
lativamente poco costosos y permiten el estudio a gran esca
la de sustancias promotoras e inhibidoras de la vasculariza
ción; por ello han sido ampliamenteutilizados para estudiar
la actividad angiogénica inducida por tumores, células trans
formadaspor virus, adipocitos, tejido linfoide, extractos
de retina, placenta, fluido sinovial y riñón y ademáspara
determinar 1a actividad inhibidora de 1a angiogénesis en los
extractos de humorvítreo, cartílago y córnea (35-u6).

A pesar de las ventajas antes mencionadas, esta tég
nica tiene varias limitaciones, tales comola subjetividad
de la evolución, 1a dificultad en cuantificar 1a respuesta
vascular y el problema de diferenciar vaSOproliferación de
efectos causados por los mismossoportes sobre la distribu
ción de los vasos sanguíneos en 1a superficie de 1a MCA. Se
demostró que la implantación de diferentes materiales sobre
la MCAprovoca una reacción inflamatoria con proliferación
de fibroblastos y capilares. La iniciación de esta reacción
es independiente de la naturaleza del material empleadoy



es causada aún por los mismos materiales del huevo, tales
comopequeños trozos de cáscara, albúmina coagulada y vite
lo. Incluso los filtros Millipore puedeninducir prolifera
ción de vasos sanguíneos, fibroblastos y células ectodérmi
cas. Esto llevó a concluir que el estímulo para la prolife
ración reside en parte en la misma MCA. Sin embargo, la
reacción inflamatoria y la proliferación vascular inespecí
fica pueden prácticamente suprimirse embebiendolos filtros
con hidrocortisona (0,5 mg/ml) antes de aplicarlos sobre la
MCA (47, H8).

El ensayo sobre MCApuede ser modificado en muchos
aspectos para los estudios a realizar, pero cuando se nece
sita compararla actividad angiogénica de distintos tejidos
o extractos, deben estandarizarse las condiciones para cada
aplicación particular. Los factores que pueden influenciar
la respuesta y su interpretación incluyen: edad del embrión,
temperatura de incubación, infecciones y diferencias topográ
ficas del patrón vascular en el sitio de implantación de la
muestra. Los ensayos con extractos y sustancias difusibles
son difíciles de evaluar cuando se compara con estudios de
muestras sólidas.

3.3. IMPLANTACION DE MUESTRAS EN CORNEAS

La córnea provee un substrato transparente y avascu
lar donde pueden estudiarse en.fl3rmacontinua los distintos
pasos del proceso angiogénico, permitiendo la medición lineal
del desarrollo capilar.

Para formar una cámara en la córnea, se efectúa una



incisión superficial a una distancia de aproximadamente1 a
2 mmdel borde del ojo y con una pequeña espátula se atravig
sa la córnea hacia abajo, en esta cámara se coloca la mues
tra (#9). La implantación de la muestra a una cierta distan
cia de los vasos del limbus produce una separación anatómica
que permite la observación secuencial de la neovasculariza
ción.

Los capilares crecen desde el borde de 1a córnea a
una velocidad que puede llegar a 0,2 mm/día. Se los observa
a través de una lámpara de hendidura y se mide el crecimien
to con un micrómetro ocular.

Los primeros ensayos de neovascularización en cór
nea se llevaron a cabo en conejos, pero cuando se estudió
la vascularización inducida por tumores murinos, este mode
lo tuvo comodesventaja el rechazo inmunológico del implanto,
una vez due los vasos sanguíneos alcanzaban al tumor (50).
Este problema fue subsanado con el desarrollo de una técni
ca para el estudio de la actividad angiogénica en ratones,
que permitió el empleo de cepas singeneicas evitando así el
rechazo del tumor (51). Más tarde se desarrolló una técni
ca similar para el estudio de la angiogónesis en córnea de
rata (52).

3.“. POLIÑEROS DE LIBERACION LENTA.

A partir del desarrollo de técnicas de muestreo en
córnea de animales de experimentación, resultó interesante
substituir los implantos tisulares por extractos libres de
células. El problemaera conseguir la liberación lenta del



extracto, de tal forma que se estableciera un gradiente de
concentración adecuado dentro de la córnea. Fue necesario
cubrir dos requerimientos esenciales: el vehiculo debía ser
inerte para no causar por sí mismoinflamación y por otro la
do debía ser capaz de liberar moléculas de alto peso molecu
lar.

Después del estudio empírico de una gran variedad
de polímeros, se encontraron dos que cubrieron las condicio
nes requeridas: poli-(2-hidroximetil-metacrilato) y etilen
vinil-acetato. Conesumpolïmerosse mantiene una tasa de li
beración constante de proteínas y otras macromoléculas a
una velocidad de mierogramos/día y más recientemente nanogra
mos/día. Los implantos tienen un tamaño pequeño (1 mm2)y
son bien tolerados en la córnea y otros teíidos, como la MCA
(S3).

3.5. ENSAYOS CON CELULAS ENDOTELIALES

Comose mencionó anteriormente, el proceso de neo
vascularización se caracteriza por la migración y posterior
proliferación de capilares en respuesta a un estímulo desen
cadenante. En base a ésto y con el fin de obtener métodos
reproducibles a gran escala para cuantificar la angiogénesis,
se pusieron a punto técnicas de cultivo de células endotelia
les, las cuales se aislaron desde grandes vasos y desde capi
lares; estos cultivos permitieron realizar distintos estudios
de cuantificación (SH, 56).

La migración se estudia con la cámara de Boyden, el
ensayo de Albrecht-Buelher y la técnica de gelatina agarosa.



La cámara de Boyden consiste en dos compartimientos separados
por una membranaporosa, en el compartimiento inferior se cg
loca una concentración conocida del extracto a ensayar y en
el compartimiento superior se colocan las células endotelia
les. Las células se adhieren a la membranay migran a través
de-los poros, quedandoadheridas ala superificie inferior de
la misma. Menos del 5%de las células endoteliales se des
pegan desde esta superficie y por lo tanto el número de cé
lulas adheridas a la cara inferior de la membranarefleja el
total de células que migró a lo largo de los poros. La rela
ción entre el número de células que migra y el gradiente de
concentración del extracto a través de la membrana,provee
una medición de la actividad quimiotáctica de la substancia
para las células endoteliales in vitro (57).

En el elegante sistema diseñado por Albrecht-Buelher
para analizar migración, las células se plaquean sobre cubre
objetos tratados previamente con oro coloidal. Las células
fagocitan el oro y a medida que migran dejan tras de si una
superficie desnuda. Con ayuda de un analizador de imágenes
se determina el perímetro, diámetro máximoy área total. El
patrón de movimientos es altamente irregular y por lo tanto
un incremento en el trazado fagocïtico se detecta con mayor
exactitud teniendo en cuenta el área total.

La técnica de gelatina-agarosa consiste en preparar
placas de Petri con una capa delgada de gelatina al 1%sobre
la cual se coloca agarosa al 1.8% formando una capa gruesa.
En esta última se hacen tres perforaciones alineadas hasta
llegar a la capa de gelatina. Las células endoteliales se
siembran en la perforación central y en las otras dos se co



locan la muestra y el control. en una cuarte perforación,
alejada de las anteriores, se siembran células endoteliales
con el fin de comprobar que éstas migran formando un halo uni
forme cuando no se les aplica ningún tratamiento. Después
de la incubación, se elimina la capa de agarosa y se colo
rean las células; la cuantificación de la migración se reali
za determinando dos parámetros: distancia alcanzada y número
de células que han migrado (S8).

En el ensayo de proliferación de células endotelia
les frente a extractos de diverso origen, se determina el in
cremento en el número celular, la incorporación de precurso
res marcados y el contenido en ADN(59-64).

3.6. ANGIOGENESIS LINPOCITARIA

Todos los bioensayos nombradoshasta ahora se utili
zan para medir angiogénesis directa producida por implantos
de tumor o de otros tejidos. Pero cualquiera sea el estímu
lo disparador del proceso angiogénico, las células del sistg
ma inmuneparticipan activamente en el desarrollo de la res?
puesta vascular. Por ello es de destacar 1a existencia de
métodosutilizados para detectar la angiogénesis inducida por
linfocitos.

3.6.1. ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LINFOCITOS (LIA): Lymphocyte

induced angiogenesis (LIA)es una reacción de trans
ferencia de linfocitos normales que se caracteriza por 1a apa-r
rición de induración, eritema y tumefacción y representa una
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reacción local de injerto contra huesped (65).
Cuandose inyectan intradérmicamente (i.d.) linfoci

tos normales en ratones alo o semialogeneicos previamente
irradiados se produce una respuesta vascular compleja que in
cluye alteraciones en la histología capilar y generación de
nuevos vasos sanguíneos. Dicha reacción no tiene lugar cuando
se inocula linfocitos normales singeneicos. La respuesta an
giogénica se mide cinco días después, en función del número
de divaricaciones vasculares que rodean al inóculo.

3.6.2. ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LINFOCITOS‘SINGENEICOS

(SLIA): Para estudiar la angiogénesis inducida por
linfocitos singeneicos (syngeneic lymphocyte-inducedangiogg
nesis: SLIA)los linfocitos se inoculan i.d. en ratones norma
les no irradiados y la respuesta vascular se mide en base al
aumento en 1a den51dad de vasos de la zona que rodea al inó
culo (66).

El ensayo de SLIA será explicado en detalle en el
Capítulo III.

4. OBJETIVOS

H.1. ANGIOGENESIS TUMORAL

La vascularización en un tumor no sólo facilita su
desarrollo sino que ademásacelera la "diseminación celular
hacia zonas distantes (metástasis).

Para establecer si existe una correlación entre la
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.incidencia metastásica de un tumor y su capacidad angiogénica, se reali
zaron estudios en un modelo murino. En nuestro laboratorio contamos con
un adcnocarcinoma mamario murino en cepa BALB/ccon mediana capacidad me-'

tastásica en pulmón (M3), desde el cual el Dr. Colomboobtuvo una varian
te experimental con alta incidencia de metástasis pulmonares (M43), por
transplantes sucesivos s.c. de las metástasis en ratones singeneioos
(67).

En principio se empleóuna técnica sencilla para determinar
actividad angiogénica en el tumor primario y en las metástasis pulnona
res respectivas.

A continuación se aisló 1a fracción responsable de dicha ac
tividad, tanto desde extractos tumorales comodesde células mantenidas
en cultivo .

¡4.2. ANGIOGEN-ÉSIS‘ LINFOCITARIA

Dado que en los tumores es bastante comúnhallar
una masivainfiltración linfocitaria, estudiamoslos linfocitos de rato
nes singeneicos portadores de tumor para determinar si estos intervienen
en la inducción de respuesta angiogénica.

En los estudios realizados in vivo en ratones BALB/cdemos

tamos que los linfocitos estimulados por la presencia de un tumor produ
cen una reacción vasoproliferativa cuando se inoculan intradérmicamente
en la piel de ratones normales singeneioos; llamamosa esta reacción an
giog'enesis inducida por linfocitos singeneicos (SLIA).

A continuación estudiamos la reacción de SLIAen los tumores

M3y MM3para determinar si. existen diferencias en la respuesta angiogé
nica inducida por linfocitos estimulados por tumores oon distinta capa
cidad metastásica .



Para determinar si la activación de los linfocitos
se produce por componentes de la membranade la célula tumo
ral realizamos estudios con células formolizadas y extrac
tos tumorales con actividad antigénica.

Quisimos comprobar si la activación de los linfoci
tos se produce solo ante la presencia del tumor o si cual
quier estïmulo antigénico es capaz de desencadenar un res
puesta neovascular. Para ello estudiamos el efecto de-estí
mulos xeno,alo ysingeneicos.

u.3. ACTIVIDAD ANGIOGBNICA DE FACTORES ESPLENICOS. POBLA

CIONES CELULARES.

En los sobrenadantes de cultivo de células espléni
cas aisladas desde ratones portadores de tumor, hay factores
solubles con actividad exacerbadora del crecimiento tumoral,
esta actividad puede ser transferida a ratones normales por
inoculación i.p.

La actividad exacerbadora podria deberse, al menos
en parte, a la presencia de factores solubles capaces de favg
recer una respuesta vascular. Para comprobaresta suposición
estudiamossilossobrenadantes de cultivo de células esplénicas
de portadores y ex-portadores de tumor contienen factores so
lubles capaces de inducir angiogénesis.

A continuación se realizaron distintos estudios con
el fin de caracterizar la población de células esplénicas reg
ponsable de la angiogénesis. Una vez activados por el tumor,
los linfocitos producen factores solubles capaces de promo
ver una respuesta neovascular, estos factores podrían actuar
directamente sobre las células endoteliales, o bien ser media



dores del evento angiogénico al actuar sobre otros tipos ce
lulares.

En base a estos datos quisimos determinar si los ma
crófagos intervienen en el SLIA, para ello probamos el efec
to de la depleción de los mismos en los ratones receptores
de linfocitos.

u.u. 'MODULADORBS DE LA RESPUESTA ANGIOGENICA

La angiogénesis inducida por linfocitos singeneicos
es el resultado final de una cascada de eventos que comien
zan con la activación de los linfocitos ante la presencia de
un tumor y finaliza con la aparición de la respuesta vascular
en la piel del ratón. Para analizar el mecanismodel SLIA
estudiamos algunos factores que intervienen en el-mismo.

En primer lugar quisimos saber si las PGs, estaban
involucradas en este proceso angiogénico y para poder diluci
darlo tratamos a los animales con un inhibidor de su sínte
sis y evaluamos la respuesta vascular.

Comosabíamos que el Cu2+ juega un papel importante
en 1a angiogénesis, tratamos de establecer, mediante dietas
suplementadas con Cu2+, tanto en los ratones dadores de lin
focitos comoen los receptores, cual es su influencia sobre
el SLIA.

Por otra parte, conocíamos los efectos sobre las an
giogénesis del factor de necrosis tumoral. Estudiamos como
este factor puede modular la respuesta vascular de linfocitos
de portador de tumor.

Por último comola fibronectina, y fragmentos deri



18

vados de ella cumplen un papel importante en la inhibición
de metástasis experimentales y existe una correlación entre
angiogénesis y metástasis, no interesó determinar si algu
nos componentesde la matriz extracelular intervienen en la
angiogénesis.

Para ello tratamos de evaluar la acción de la fibrg
nectina y de fragmentos peptídicos derivados de ella sobre
la respuesta vascular inducida por linfocitos de portador
de tumor.

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo de
este trabajo de Tesis es:

1) Detectar actividad angiogénica en distintos modelotumora
les.

2) Aislar un factor angiogenico tumoral.

3) Establecer un nuevo modelo para la evaluación de la res
puesta neovascular.

H) Correlacionar la actividad angiogénica con la capacidad
metastásica.

S) Caracterizar las poblaciones celulares involucradas en la
respuesta angiogénica.

6) Analizar el comportamiento de distintos modificadores de
la respuesta inmunesobre el control de la angiogénesis.

De esta manera nos proponemosdilucidar, en parte,
el mecanismo involucrado en el proceso angiogénico y la mo
dulación del mismoa través del sistema inmune.
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1. FASES AVASCULAR Y VASCULAR DEL CRECIMIENTO TUMORAL

La capacidad'de producir un factor angiogénico diso
cia el crecimiento tumoral en dos fases: avascular y vascular,
cada una de las cuales posee propiedades únicas (1).

La fase avascular se caracteriza por el crecimiento
lento de la masa tumoral, seguida por un período de latencia
cuando se alcanza un diámetro de aproximadamente 1 mm. En
condiciones normales la fase avascular es imperceptible, debi
do a oue muchos tumores se vascularizan rápidamente después
de ser implantados.

Cuando se colocan piezas tumorales en la MCAde em
briones de pollo, los vasos penetran al tumor en aproximada
mente 72 hs. Para estudiar detalladamente la fase avascular
se puede retrasar la vascularización colocando el tumor en el
humor acuoso de la cámara anterior del ojo; aquí se observa
que el esferoide tumoral permanece avascular y no crece más
allá de 1 mmde diámetro

Existen algunas situaciones clínicas en las que la
fase avascular se prolonga durante un tiempo considerable: el
carcinoma "in situ" de cérvix, ciertos carcinomas de vejiga,
melanomassuperficiales y metástasis de retinoblastoma en hu
mor vitreo son algunos ejemplos.

Por lo tanto una de las características principales
de la fase avascular es que el crecimiento tumoral está limi
tado a un diámetro pequeño y que el tumor permanece en estado
de latencia.

En contraste, la característica más típica de la fa
se vascular es el rápido crecimiento tumoral una vez que el
implanto es penetrado por nuevos capilares. Un esferoide tu



moral implantado entre los vasos del iris es penetrado por ca
pilares dentro de los 5 ó 6 dias y a continuación se produce
el crecimiento exponencial de la masa tumoral.

Para estudiar por qué el crecimiento tumoral se de
tiene cuando el estadio avascular se prolonga, se hicieron
crecer células tumorales en agar blando, con el fin de simu
lar el microambiente de un tumor avascular.

Las células cultivadas en este sistema crecen forman
do esferoides que detienen su desarrollo cuando alcanzan un
diámetro de pocos milímetros,independientemente de la frecuen
cia con oue se realicen los cambios del medio de cultivo. Las
células de la periferia continuan proliferando, mientras que
las células de la zona central mueren y se lisan, con lo cual
su desaparicióntalanceala proliferación de las células peri
féricas. La explicación más plausible es que, a medida que
se expande el volumen de células, se alcanza un diámetro crí
tico en el que el área superficial del esferoide comienzaa
ser insuficiente para la absorción de nutrientes y elimina
ción de metabolitos. Posiblemente el mismo mecanismotenga
lugar en un nódulo tumoral avascular "in vivo"; aún cuando di
cho nódulo pueda estar rodeado por vasos sanguíneos, su área
superficial es limitante para el intercambio de substancias
con el medio.

Tanto en el esferoide tumoral suspendido en la cáma
ra anterior del ojo, comoen la fase avascular del crecimien
to tumoral en la MCA,se observa el mismo patrón histológico.
Solo las células periféricas se multiplican, mientras que las
células centrales forman un foco de necrosis.



2. EL SISTEMA VASCULAR EN LOS TUMORBS

Los tumores ekperimentales aparecen en forma espontá
nea o inducida y se transplantan de un animal a otro en forma
generalmente subcutánea, aunque dependiendo de los reoueri
mientos de cada tipo de investioación, se los pueden implan
tar en casi cualquier sitio en el animal huésped, incluyendo
cerebro, músculo, peritoneo e hígado.

El método de transplante consisüeen la inyección de
suspensiones celulares o simplemente en la implantación de
una pequeña pieza tumoral con el empleo de un trócar. La
forma en que se efectúa el transplantees degnm1importancia pg
ra el desarrollo del tumor. Las suspensiones celulares obte
nidas desde el tejido tumoral por tratamiento enzimático fue
ron empleadaspara estandarizar y cuantificar las condiciones
de transplante. Sin embargo, se brindó poca atención a la
contaminación de las suspensiones cen otros tipos celulares
tales comofibroblastos, fagocitos y células endoteliales que,
eventualmente, pueden llegar a jugar un rol en la formación
de la red vascular del tumor.

Cuando la pieza tumoral se implanta en un lecho vas
cular, el tejido inicialmente translúcido deviene opaco como
resultado de procesos de degeneración celular ( u). Después
de uno o dos días, los vasos sanguíneos vecinos (vénulas) en
vían brotes vasculares oue penetran el tumor; esto es lógico
si se piensa que el tejido tumoral produce un factor angiogé
nico transportado a través del tejido extracelular que drena
por las vénulas; por lo tanto éstos son los vasos due primero
se ponen en contacto con el factor angiogénico y responden
con dilatación y vasoproliferación. La conexión 'arterial se



establece poco desoués y el tejido que rodea a los vasos se
hace nuevamente translúcido. A continuación tiene lugar el
crecimiento del tumor.

En el periodo de crecimiento casi todos los tumores
parecen desarrollar redes caóticas que se conectan con la red
arterial y con 1a red venosa. Las venas están generalmente
dilatadas y por ello son los vasos más conspicuos; las arte
riolas en cambio forman canales finos lo cual hace difícil su
visualización.

El crecimiento del sistema vascular se produce por
brotación desde los vasos del huésped; estos brotes vascula
res se desarrollan tanto alrededor del tumor comoen su peri
feria. La vascularización tumoral constituye un proceso di
námico en el cual los patrones de crecimiento parecen no te
ner sentido: pueden aparecer nuevos vasos en forma súbita,
mientras que otros vasos se dilatan o comprimen a medida que
se produce su alargamiento.

Los trabajos realizados con tumores implantados en
cámaras transparentes, demostraron que 1a forma de los vasos
queda determinada en gran medfiklpor el patrón de crecimiento
de las células tumorales (5).

Los melanomas se vascularizan rapidamente entre los
3 y u días posteriores al transplante. Los primeros vasos en
aparecer son capilares delgados y extremadamentetortuosos.
Los capilares, precapilares y postcapilares se extienden a
través de distancias relativamente largas sin que se bifur
ouen y las uniones se producen casi siempre en ángulos agudos.
El patrón vascular básico es radial.

Los carcinomas crecen en forma lobulada y tienden a
formar túbulos; los vasos-adouieren un patrón reticular, sien



do comúnencontrar amplios sinusoides. Los capilares de los
tumores mamarios de roedores no penetran el parénduima y la
vascularización se produce predominantemente en el perímetro
del tumor (6).

El carcinoma de células escamosas tiene gran tenden
cia a formar un "superficie invertida"; 1a queratina se libe
ra en el centro del tumor, formando un área central que con
tiene restos celulares. Las células tumorales formancordo
nes entre los cuales se dirigen los capilares que conectan
con vasos mayores ubicados en la periferia del tumor; estos
capilares adoptan la forma de un bucle que frecuentemente es
tá dilatado en su zona más extrema, debido a la disminución
de la presión tisular en el centro necrótico del tumor.

Los sarcomas, por su parte, forman en general masas
celulares entrelazadas; muchas veces se observan áreas homogé
neas de células indiferenciadas. Los capilares son alargados
y se comprimen por el crecimiento de la masa tumoral, lo que
origina un centro tumoral isquémico que luego deviene necróti
co.

La microcirculación tumoral posee una serie de pro
piedades distintivas. Unhallazgonotable es la forma aparen
temente azarosa en la que el flujo sanguíneo se dirige a lo
largo del tumor. Puede haber un flujo rápido en algunos va
sos de la periferia, dependiendode la distancia a la cual
las arteriolas penetran en el tumor; sin embargoesta sangre
con frecuencia drena ’directamente en sinusoides. Algunos tu
mores, como los carcinomas mamarios de ratón y rata, muestran
excesiva proporción de sinusoides; en éstos el flujo sanguí
neo es de solo 100 pm/seg (7). En contraste con los sinusoi
des amplios y bien visibles están las delgadas arteriolas, en
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las cue el flujo sanguíneo tiene una velocidad de aproximada
mente 650 pm/seg (8). Debido al flujo laminar, la orienta
ción de los eritrocitos es tal oue la absorción óptica está
muy disminuida y por ello estos vasos se observan con gran di
ficultad. Lo mismose aplica a aquellos capilares tumorales
muy delgados cuvo contenido es principalmente plasma.

En los tumores ocurren una serie de hechos casi al
mismotiempo. Mientras que en la periferia tiene lugar el
proceso de neovascularización, otros factores disminuyen la
densidad vascular y el flujo sanguíneo: a causa de una proli
feración celular continua la presión tisular aumenta, lo que
lleva a la compresión de los vasos sanguíneos en la zona cen
tral del tumor. Por otra parte se produce un alargamiento de
los vasos aparentemente no compensadopor mitosis, lo cual
produce el adelgazamiento de la paredes vasculares (9).

El alargamiento de los vasos implica cue la sangre
debe recorrer un camino más largo para llegar a las áreas cen
trales del tumor. La compresión de los vasos, en combinación
con el alargamiento de éstos, dá comoresultado una disminu
ción en el flujo sanguíneo y eventualmente el desarrollo de
isquemia en el centro del tumor; ésto va seguido inevitable
mente por la formación de un foco de necrosis. Una vez que
la necrosis se ha desarrollado, la presión tisular disminuye
en esa zona y los vasos sanguíneos que rodean el área necróti
ca pueden expandirse nuevamente; comoresultado de una presión
sanguínea mayor en el lado aferente que en lado eferente de
los vasos, se forman los lagos sanguíneos que se se observan
con frecuencia en los tumores (10). El estímulo angiogénico
en la zona central de los tumores probablemente no sea lo su
ficientemente potente comopara que las células tengan un ade



cuado aporte sanguíneo, aún cuando todos los factores que go
biernan la angiogénesis puedan estar presentes en abundancia.

En conclusión; las diferencias en el patrón vascu
lar en los distintos tumores están gobernadas por la combina
ción de, al menos, tres factores:

1- el patrón de crecimiento de las células tumorales.

2- la influenc1a de la presión intersticial en las distintas
áreas del tumor sobre los movimientos de fluido intersti
cial v sobre la compresión de los vasos sanguíneos.

3- la efectividad del estimulo angiogénico liberado por el tu
mor y la influencia de posibles estímulos para la migra
ción de células endoteliales. ,

Las diferencias en la contribución relativa de estos
factores determina en gran parte el desarrollo del patrón vas
cular, específico para cada tumor.(11)

3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. ACTIVIDAD ANGIOGENICA DE EXPLANTOS TUMORALES SOBRE

MCA

En nuestro laboratorio contamos con un modelo de ade
nocarcinoma mamario murino singeneico en cepa BALB/c, espontá
neo, transplantable y de mediana capacidad metastásica en pnl
món (M3)y de una variante obtenida experimentalmente con alta
incidencia de metástasis pulmonares (MM3)G5LErade interés es



tablecer si en este
génica, tanto en el
tástasis pulmonares

modelo se podía detectar actividad angig
tumor primario subcutáneo como en las mg
respectivas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 30 embriones de pollo de 8 días. La
técnica empleada comprendió los siguientes pasos:
1 El sitio de la implantación y la zona de la cámara de ai

re se limpiaron con alcohol.

Se hizo una pequeña perforación en la cáscara en ambas 29
nas .

Se

de
re
da

aplicó succión con un bulbo de goma en la perforación
la cámara aérea, creándose así una falsa cámara de ai
en el diámetro mayor del huevo, por debajo de la segun
perforación.

En

cm2, se removió 1a cáscara y la membrana pelücida, con lo
esa zona se delimitó una ventana de aproximadamente 1

cual quedó expuesta la MCA,que habia bajado luego de su
separación de 1a cáscara.

Sobre la MCAse colocó un filtro Millipore estéril de
0,25 mmde radio, cuyo tamaño de poro es de 0,H5jwm.

Se cortaron pequeños explantos (1 mm3) de los tumores en
estudio, se lavaron con PBSy se colocaron sobre el fil
tro. Comoteñido control se utilizaron explantos de cora
zón murino. Un segundo control consistió en filtros Mi
llipore embebidos en PBS.



7- Se selló la abertura de la falsa cámara de aire con cinta
adhesiva transparente y se incubaron los embriones duran
te H días, en posición horizontal.

8- A1 final del período de incubación se rompió la cáscara
en la zona de 1a implantación, para exponer una amplia
zona de 1a MCA.

9- Se cortó la MCAy se la extrajo cuidadosamente con ayuda
de una pinza, extendiéndola en una caja de Petri, se ob
servó la respuesta vascular y luego se fijaron las MCAs
con formol al 10% en PBS.

RESULTADOS

La prueba en MCAes cualitativa, considerándose que
existe actividad angiogénica cuando se observa aumento de la
vascularización en el 50%de los embriones ensayados.

La neovascularización en MCAse presenta como una
zona muydensa en capilares, distribuidos radialmente alredg
dor del fragmento tumoral.

Los resultados obtenidos, expresados como el número
de MCAcon actividad angiogénica positiva, respecto del total
de membranas ensayadas, se muestran en la Tabla II.1



TABLA II.1: ACTIVIDAD ANGIOGENICA EN MCA

Muestra MCApositivas/ Porcentaje de
total muestras positivas

Control 1 0/3 0

Control 2 0/3 0

M3-sc 6/6 100

M3-p 5/6 83

MM3-sc H/S 80

MM3-p 6/6 100

Control 1= filtros Millipore embebidos en PBS

Control 2= fragmentos de corazón murino
sc = tumor subcutáneo
p = metástasis pulmonar

Se comprobóde esta manera la.existencia de activi
dad angiogénica,tanto en los tumores subcutáneos comoen las
metástasis pulmonares.

3.2. Aislamiento del factor resDonSable de 1a actividad
angiogénica.

Unavez-comprobadala existencia de actividad'angig
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génica tanto en los tumores subcutáneos como en las metásta
sis pulmonares respectivas, se procedió al aislamiento del
factor angiogénico.

MATERIALES Y METODOS

1- Para la obtención de una suspensión celular a partir de
tumores enteros, se procedió de la siguiente manera:

a) Se extrajeron tumores de 50 ratones y se lavaron con
solución fisiológica heparinizada (Heparina: l mg/lO
ml).

b) Se eliminaron las zonas necróticas, los tumores se cor
taron en piezas de aproximadamente 1 mm3.

c) Se incubó con Pronasa-DNAsa en 500 ml de medio 199

(GIBCO), durante HOminutos a 37°C sin agitación (Pro
nasa: 0,1%, DNAsa2,“ mg/ml).

d) El sobrenadante se centrifugó a 200 g, durante 10 ming
tos. El pellet se resuspendió en medio 199.

2- Para lisar los glóbulos rojos se hicieron dos lavados su
cesivos con una solución de NHuCl0,87% en volúmen igual
al de la suspensión celular. Se centrifugó a 200 g, du
rante 10 minutos a H°Cy se descartó el sobrenadante. Se
realizó luego un lavado con medio 199, centrifugando a
200g durante 10 minutos a H°C; se descartó el sobrenadante.

3- Para lisar las células tUmorales se hizo un tratamiento
hipotónico. Para ello se resuspendió el pellet en solu
ción hipotónica (solución fisiológica diluída al medio).



H- Se centrifugó a 900 g durante 20 minutos, a H°C,para sepa
rar la fracción nuclear de la fracción citoplasmática.
Se testeó La actividad angiogénica de ambas fracciones.

5- La fracción citoplasmática se centrifugó a 280.000 g du
rante 2 horas a H°C. Se resuspendió el pellet en 20 ml
de solución fisiológica.

6- Los lípidos se removieron por adición de 100 m1 de C13CH:
CH3OH:(2:1) y 0.2 ml ClK (0,5 M). La mezcla se centrifu
gó a 900 g durante 5 minutos a H°C.

7- Se aspiró la fase acuosa superior y la interfase sólida
con metanol. Ambasseconcentraron por calentamiento a
37°C, hasta llegar a un volúmen final de 60 m1.

8- El concentrado se centrifugó a 900 g durante 10 minutos a
H°C, descartándose el precipitado.

9- El sobrenadante se dializó contra PBS, con varios cambios,
durante 3 dias. Se testeó 1a presencia de actividad angig

, .genica.

10-El dializado se cromatografió en una columna Sephadex
G-100 (3,5 x 100 cm) en presencia de PBS. El eluyente se
monitoreó a 280 nmy se concentró por liofilización.

ll-Las fracciones obtenidas se testearon en MCA.
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GRAFICO II.1: AISLAMIENTO DE FRACCIONES CON ACTIVIDAD ANGIO
GENICA A PARTIR DE TUMORBS SOLIDOS.

TUMOR SOLIDO

Tratamiento con Pronasa (0.1%)
DNAasa (2,u mg/ml) uo', 37°C

SUSPENSION CELULAR

Centrifugación a 200 g —10'

Sobrenadante Precipitado
Se descarta células

2 tratamientos con NHqu
0,87%, centrifugación a
200 g-lO' uoc

Sobrenadante Precipitado
Glóbulos rojos he- células
molizados; se des- Tratamiento hipotó
carta nico.Centrifugación

900 g 20' — H°C

Sobrenadante Precipitado
fracción Citoplasmática núcleos.

Centrifugación 280.000 g, 2
horas, H°C

Sobrenadante Precipitado

Resuspensión en 20 ml
sol. fisiológica; ex
tracción de lípidos
con cloroformo: meta
nol (2:1) + KCl 0.5M

Interfas sólida Fase inferior
Concentración hasta volúmen final
de 60 m1. Centrifugación a 900 g
10' H°C

Fase acuosa superior

Sobrenadante Precipitado. Se descarta

Diálisis contra PBS, cromatografía y monitoreo a 280 nm.



RESULTADOS

A lo largo del proceso de extracción se probaron dig
tintas fracciones sobre MCA,encontrándose actividad angiogg
nica después del tratamiento hipotónico, tanto en 1a fracción
citoplasmática comoen la fracción nuclear.

La actividad angiogénica de la fracción nuclar es
tá asociada a proteínas no histónicas, pero debido a la difi
cultad que presenta la técnica de purificación del factor a
partir de núcleos, esta fracción se descarta. Se testeó ade
más la presencia de actividad angiogénica en el dializado.
La prueba sobre MCAfue positiva.

Después de la cromatografía a través de la columna
de Sephadex G-100, se ensayaron las distintas fracciones en
MCA,encontrándose actividad angiogénica en la fracción co
rrespondiente a un peso molecular aproximado de 90 kDa. El
peso molecular se determinó pasando marcadores proteicos de
peso molecular conocido a través de la misma columna de Se
phadex G-lOO (12).

U. ACTIVIDAD ANGIOGENICA DE CULTIVOS DE TUMORES HUMA
NOS Y SUS METASTASIS

Las células tumorales producen TAPen forma contínua,
éste esliberado almedio extracelular y actua sobre elendotelio
de loscapilares vecinos altumor induciendosuproliferación. De
allí Laimportancia de estudiar'laliberación delTAE‘enlosme
dios condicionadosckacultivos detumores primarios y sus metas
tasis.

El TAFactúa como mitógeno específico para las cé



lulas endoteliales (13, 1h). Por ello en nuestro laborato
rio se realizó cultivo de células endoteliales con el fin de
cuantificar la actividad angiogénica de tumores primarios y
sus metástasis.

Los resultados demostraron que el tumor con alta ig
cidencia metastásica (MM3)es capaz de inducir mayor prolife
ración de células endoteliales que el tumor M3. Por otra
parte resultó notable cue los sobrenadantes de cultivo de cg
lulas metastásicas fueron los que presentaron mayoractivi
dad angiogénica in vitro, siendo esta actividad muchomás a
centuada que la obtenida desde los tumores primarios respec
tivos.
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1. SISTEMA INMUNE

Los vertebrados poseen un mecanismo de vigilancia
("surveillance") denominado"sistema inmune", que los prote
ge de los microorganismo patógenos y de otros agentes agresg
res reales o potenciales comolas células cancerosas (1).

El sistema inmune reconoce específicamente y elimi
na selectivamente a los agentes invasores extraños por un
complejo proceso conocido como respuesta inmune (2).

La respuesta inmuneposee 3 características princi
pales:
- exhibe una exquisita especificidad.
—posee capacidad de memoria de contactos anteriores con pa

tógenos extraños específicos("recuerdo del antígeno (Ag)).
responde a agentes extraños o sea el reconocimiento de
lo "no propio", que es realidad, de lo propio ya que el
sistema inmuneexiste independientemente de la preexisten
cia del Ag (gran parte de nuestro repertorio inmunológico,
no se usa durante toda la vida).

Frente al universo de Ags propios y no propios, los
vertebrados han aprendido a diferenciarlos elaborando meca
nismos de no reactividad (tolerancia) contra los primeros y
de reactividad positiva contra lo extraño, procurando de es
te modoneutralizar la agresión.

2. INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR

La protección inmune se debe a un sistema dual que
responde específicamente a las sustancias extrañas, aunque
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una de las respuestas es la favorecida. Por un lado,La1x5puésta
humoralcaracterizada por ciertas proteinas especificas, an
ticuerpos (Ac), dirigidas hacia determinados Ags. Esta res
puesta entraña la estimulación de células que lleva a la pro
liferación de linfocitos especializados en la síntesis y se
creción de las inmunoglobulinas (Igs) del suero, por ello se
denomina respuesta humoral.

Por otra parte,la'respues.t'a'celular, es el resultado de
la actividad específica de ciertas células del sistema lin
foide.

Esta dualidad del sistema inmuneresulta de la exis
tencia de dos poblaciones de células linfoides indistingui
bles morfológicamente llamadas en 1969 por Ivan Roitt, linfg
citos B (L B ) (por médula ósea: bone marrow) y linfocitos T
(L T ) (por timo) (3).

3. CELULAS OUE PARTICIPAN EN LA RESPUESTA INMUNE

3.1. LINFOCITOS

El linfocito es la célula inteligente del sistema
inmune, ya que es la única con especificidad inmunológica y
para ello está'mngnmüda.Por eso, se dice que son células ig
munocompetentes o sea, sensibles al Ag (u).

En los mamíferos, entre el 0,5-10% de las células
producidas diariamente son linfocitos, muchosde los cuales
mueren en pocos días, mientras que algunos se mantienen como
células de larga vida.



Los linfocitos se originan a partir de células indi
ferenciadas tcti o multipotenciales, las "stem cells" (célu
la madre o troncal ) que en el período embrionario colonizan
el hígado, pasando luego a la médula ósea en el adulto. Se
gún el ambiente que rodea a estas células, especialmente el
proveniente de las características de los órganos en que pue
den colonizar y los productos que éstos sinteticen y secre
ten, puedendiferenCiarse en linfocitos, eritrocitos, megaca
riocitos, plaquetas, eosinófilos, mastocitos, monocitos7macré
fagos (M6)y granulocitos: basófilos y neutrófi108(3polimor
fonucleares (PMN)(Fig. 1).

En este proceso interviene una glicoproteïna, inter
leukina-3 (IL-3) o factor de crecimiento hematopoyético mul;
tilinear que estimula la diferenciación de las stem cells en
células con decisión tomada ("committed cells") o células
comprometidas.

Los linfocitos interactúan con el Ag a través de
moléculas receptoras (Rc) que poseen sobre su membranay es
así comose activan y llevan a cabo varias funciones efecto
ras de la inmunidad (5).

z3.1.1. Linfocitos B (LB): o células productoras de Ac., son
los responsables de la respuesta inmune humoral. Cuando las
celulas se activan por reconocimiento de un invasor extraño,
se diferencian a células plasmáticas que secretan Ac, los que
se unen específicamente a la sustancia extraña e inician una
variedad de respuestas deeiiminación. Por lo tanto el resul
tado final de la estimulación antigénica es la secreción de
Ac o la adquisición de memoria inmunológica no respondiendo
al estímulo y haciéndose tolerogénico.
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Para tales respuestas el LBrequiere de las interag
ciones cooperativas con el LT, sobre todo para la respuesta
a LosAgs T dependientes ya que cuando no existe la colabora
ción T-B no hay respuesta positiva, mientras que en el caso
de los Ags T independientes, aunque no exista coloboración T
se estimula igualmente la respuesta inmune. Por ello es cr;
ticable la compartimentalización en dos clases de células
inmunocompetentes (T y B) como responsables de la inmunidad
celular (T) y humoral (B) ya que los LT juegan un rol adi
cional en la regulaciónespecíficade toda la respuesta inmu
ne, sobre todo en la respuesta de Acs hacia los Ags T depen
dientes (6).

3.1.2. Linfocito T (LT): median la respuesta inmune celular.
Cuandoel organismo es invadido por una sustancia extraña, al
gunas de estas células loreconocen, se activan einician una
serie de reacciones que incluyen la unión y eliminación de las
células alteradas por el invasor. Comoresultado de la estimu
lación antigénica los LTproliferan y se'diferencian en:
- células T efectoras o reguladoras de la respuesta inmune.
- células T de memoria inmunológica: estas células al poner

se nuevamente en contacto con el Ag entran en blastogéne
sis y división proveyendo nuevos LT capaces de reconocer y
reaccionar con el Ag que lo condujo a su diferenciación
inicial.(7).

Mientras que los LBreconocen al Ag en circulación,
a través de sus Igs de superficie, el LTa través del RcT sg
lo reconoce al Agen la superficie celular de células que lo
han procesado y no en Circulación.

A diferencia de lo que'ocurre con el LB, el LT sólo
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reconoce al Ag cuando le es presentado por las células accg
sorias (macrófagos, células dendríticas, etc) asociado a los
llamados Aps del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
existentes en sus membranas, hecho que se conoce como res
tricción por el CMH.

El CNHes una región del cromosoma que codifica pa
ra una variedad de proteínas de la superficie celular que me
dian interacciones celulares inmunesy rechazo de transplan
tes de tejido extraño. En el ratón, los Ags del CMHse lla
man H-2 (por Ags de histocompatibilidad 2) y en el hombre
H-LA(por Ags asociados a leucocitos humanos). Una clase de
Ags de transplante, llamados Ags de clase I del CMH,presen
tada virtualmente por todas las células de los vertebrados,
juega un importante rol en la vigilancia inmunológica de los
LTa infecciones virales y células cancerígenas. Los produg
tos de los genes de clase I incluyen los Ags de transplante
K,D y L (A, B y C en humanos) que son los responsables del
fenómenode rechazo de injertos. Otra clase de proteinas c9
dificadas por el CMH,llamadas Ag de clase II o de la res
puesta inmune, regula un gran número de interacciones celula
res involucradas en lamismay se halla ‘ünicamente en LB,
ciertos LT, algunos M0y células presentadoras de Ag. Los
Ag de clase II están localizados en la región I del CMH(SB,
DC y DRen humanos)3zproveen el reconocimiento de los ele
mentos propios, son los marcadores de lo propio (8).

3.1.2.1. SUBPOBLACIONESDE LINFOCITOS T. LAS CBLULAS T.
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Las celulas T participan en mecanismos inmunológi
cos tales comorechazo_de injertos, reaCCiones de hipersensi
bilidad retardada o delayed-type hippersensitivity (DTH),in
jerto contra huésped o graft-versus-host (G vs H), defensa
contra virus y células tumorales y regulación de la respuesta
inmune expresando funciones de colaboración o supresión sobre
otros LT y LB. (9).

Por ello, de acuerdo a la función queeáercen se co
nocen distintas subpoblaciones de LT (Fig. 2):
— T citotóxicos o "killer" (asesinos) (Tc): son células con

capacidad para matar a otras células. Este fenómenoes
parte de la respuesta inmune contra tumores donde la célu
la efectora Tc reconoce al Ag del CMHclase I propio jun
to con el Ag extraño y así se produce la lisis de la ce
lula blanco ("Target"). Las células Tc son portadoras
del Ag Lyt 2 o sea con Lyt 1—, 2+ en el ratón y su equia
valente en humano es CD8+ (10).
T "helper" o colaboradoras o auxiliares (Th): son células
que colaboran con los LB en la respuesta de Ac frente a
Ags T dependientes y también con los Tc. El reconocimien
to del Ag se produce a través de células accesorias en
las que el Ag extraño está asociado ahora al Ag del.CMH
clase II (Ia). Despuésdel reconocimiento antigénico la
célula Th libera factores solubles (linfoquinas) que ac
túan en la respuesta inflamatoria, en la DTHy en la reg
puesta a la infección por ciertas bacterias y virus (11)
Al ser portadoras del Ag Lyt 1+, 2-; elequivalente en
humano es CDH+.
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T supresoras (Ts): son reguladores negativos ya que son
células capaces de suprimir la respuesta inmunebloquean
do o disminuyendola actividad de otras células del sis
tema inmune (LB, Th). Reconocen al Ag extraño dentro
del contexto de Ag del CMHde clase I y actúan a través
de factores solubles. Son las células responsables de la
tolerancia inmunológica, base de la incapacidad para mon
tar un respuesta contra los propios Ags tisulares, lo
cual no se cumple en las enfermedades autoinmunes. Cabe
recordar aquí, que los LT poseen memoria y que posible
mente para cada una de las funciones mencionadas exis
tan LT con memoria (12).

3.2. CELULAS NULAS

Ademásde los linfocitos T citotóxicos ("killer")
(Tc) existe una variedad de células que destruyen células eg
trañas por lisis de contacto (13). Estas células incluyen a
- células "killer" (K).
—células "natural killer" (NK).
- células "natural citotoxic" (NC).

3.2.1. Células "K": Parecen linfocitos, como ellos parti
cipan en la respuesta inmune pero no presentan ca
racterísticas clásicas de los LT ni de los LB y por
ello se denominan células nulas To, U o K. Destru
yen a la células blanco a través de Ac o sea mediante



citotoxicidad celular Ac dependiente (ADCC).

3.2.2. Células "NK"

Fstas células juegan un rol importante en la vigi
lancia inmunológica contra el cáncer y matan aún en ausencia
de Ac. Aunquematan a una variedad de tipos celulares,lascÉ
lulas tumorales son más susceptibles a la lisis mediada por
NKque las células normales. Poseen algunos marcadores comu
nes con los LT, por lo que se piensa que están relacionadas
con las células T aunque también presentan ciertos marcado
res encontrados en MQy neutrófilos.

Se los define como Tc no restringidos por el CMHy
que no pueden expresar el marcador CD3propio de los LT aun
que existen poblaciones NK-like cue sí lo presentan.

3.2.3. Células "LAK"

Sonlinfocitos "killer activados por linfokinas" pe
ro distintos delas Tc, con respecto a su origen desde célu
las no T precursoras y a cue su acción no está restringida
por el CMB. Serían una mezcla de células NKactivadas "in
vitro"por‘IL-2y LTcon función NK-like, diferentes en su ac
ción citolítica de los linfocitos infiltrantes del tumorde
nominadas?TL(lH).



3.3. MONOCITOS-MACROFAGOS

Si bien sólo los linfocitos son capaces de recono
cer y reaccionar especificamente contra un Ag, para montar una
resmxstacompleta, se necesita de la participación de otros
tipos de células auxiliares. Las células con funciones acce
sorias y due pueden presentar los A? a los L T para su reco
nocimiento son fundamentalmente los M0que se originan apar
tir de la "stem cell" totipotencial de médula ósea y que en
una semana se diferencia a monoblasto—.promocito—-monocito
oue circula durante 2u-u8 hs en sangre periférica para mi
grar y establecerse en los tejidos comoM0tisular recibien
do distinto nombrede acuerdo a los diferente tejidos. Así
en el tejido conectivo sonhistiocitos, en el hígado células
de Kupffer, en el sistema nervioso células de la microglia,
en la piel células de Langerhans, en ganglio células dendrí
ticas, en las cavidades serosas comoel pulmón, macrófagos
alveolares (15, 16).

Los macrófagos poseen tres funCiones importantes:
- fagocitan y destruyen microorganismos extraños
- secretan proteinas biologicamente activas.
- ciertos Mmposeen la capacidad de ser células presentado

ras de Ag. Comoson células fagocíticas,por este meca
nismo captan al Ag, lo procesan (degradando las proteí
nas) y una porción del Ag es reexpresado en la superfi
cie de Lascélulas, de esta manera, se activan incremen
tando la producción de IL-l. El Ag procesado aparece
en la superficitade las células accesorias, asociado a
los Agsdel CIVHmediante uniones hidrofóbicas y en ese con
texto es presentado a1 L T Ademásde célula accesoria el M0
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actúa comocélula efectora en c1totoxicidad por ejemplo,
pues responde a las linfokinas y se acumula en los sitios
donde va a ocurrir la reacción. Es el princiapal compo
nente en la respuesta inflamatoria de las reacciones dein
munidadcelular e interviene en las reacciones inflamatorias
crónicas que no involucran mecanismos inmunológicos (16).

3.“. OTRAS CELULAS CIRCULANTES

Existen varios tipos de células circulantes que pa;
ticipan activamente sobre el sistema inmune, incluyendo reag
ciones alérgicas. No son más numerosas que aquellas que res
ponden específicamente a los Ag y la acción de cada una de
ellas depende del estímulo. La función de algunas de estas
células (neutrófilos) es directamente la muerte celular,
mientras que otras, comolos basófilos y mastocitos, liberan
mediadores vasoactivos (17).

3.u.1. Neutrófilos: son los comunmentellamados leucocitos
PMN. Responden rápidamente a varios estímulos quimiotácticos
y poseen alta capacidad de fagocitosis interviniendo en reag
ciones mediadas por complejos Ag-Ac-C' (18).

3.u.2. Eosinófilos: son similares a los neutrófilos en su
capacidad de generar metabolitos tóxicos del oxígeno y matar
a una serie de microorganismos, pero de una manera menos ef;
ciente, aunque juegan un papel importante en la defensa con
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tra parásitos. Contienen gránulos que se liberan después de
la activación por unión a la IgE o IgG (19).

3.H.3. Mastocitos: Al igual que los basófilos producen y
almacenan histamina que liberan cuando sus receptores de IgE
se unen al complejo Ag-Ac. La liberación de histamina y o
tros mediadores comoheparina producen vasodilatación, aumen
to de permeabilidad vascular y quimiotaxis de eosinófilos y
esta liberación puede realizarse también por mecanismosque
no dependen de IgE (20).

H. MODULACION INMUNB Y COOPERACION CELULAR

El sistema inmune es capaz de cambiar un tipo de res
puesta por otra pues no es del "todo o nada", ya que posee
un complicado mecanismo de regulación que elige el tipo de
respuesta.

La función efectora se'realiza a través de los LB
productores de Ac, los Tc y los LT productores de factores
solobles, mientras que la función reguladora se realiza me
diante los Th y Ts, unos amplificando la respuesta y otros
suprimiéndola.

Por lo tanto, no se debe hablar de inmunosupresión
o inmunoestimulación, sino de inmunomodulación (21).
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“.1. MEDIADORES DE LA RESPUESTA INMUNE

Muchostipos celulares tienen la capacidad de sintg
tizar y secretar productos específicos en respuesta a una es
timulación específica. "Citokinas" es un término general
que se refiere a todos los factores solubles producidos por
las células a muybajas concentraciones, y con una amplia ag
tividad biológica.

"Linfokinas", en cambio, es un término que se re
fiere a una variedad de factores sintetizados y secretados
por las células Th sensibilizadas por la unión específica a
los Ag T dependientes o activados por la exposición a lecti
nas mitogénicas. (22)

Una subclase de linfokinas que activan a otros lin
focitos son las "interleukinas" mientras que los factores
producidos por los monocitos y M6estimulados se denominan
"monokinas"

u.1.1. INTERLEUKINA1 (IL-1): es una monokina la cual se
ha demostrado recientemente que actúa sobre los LT y otros
tipos de células, designada inicialmente comofactor activa
dor de linfocitos (LAP). Una vez que el MQse activa por la
presencia de Ag o mitógenos, libera IL-1 que actúa sobre
los Th. La IL-1 conjuntamente con la presentación del Ag al
LT estimula la producción de IL-2 y aumenta el número de re
ceptores para IL-2 en estos linfocitos.

Con respecto a su acción sobre los LB,aumenta la li
beración del factor de crecimiento para células B (BCGF)y
por lo tanto la actividad de LBestimulados por Ag (23).
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u.1.2. INTERLEUKINA2 (IL-2): es una linfokina identifica

da comofactor de crecimiento de células T (TCGF), producida
por los Th efectores y oue juega un papel importante en la
generación de los Tc (2h).

La IL-2 es producida por los LT activados y su espg
cificidad de acción está ligada a la existencia en la célu
las de receptores específicos para IL-2. Sin embargoestos
receptores no están presentes en los LT en reposo, solo se
expresan después de 1a activación del LT, es decir después
de la presentación del Ag conjuntamente con la señal aporta
da por 1a IL-1. Así,para que un clon específico de LT proli
fere es preciso, además del contacto antigénico (el cual se
lecciona la especificidad)z que los MQproduzcan IL-1 y que
el receptor de IL-2 aparezca en los LTespecíficos. Por lo
tanto para que 1a IL-2 sea liberada necesita de un gatillado
Ag-especïfico inicia1,pero Unavez liberada induce la proli
feración de cualquier linfocito que posea receptor para IL-2
(Fig. 3).

H.1.3. INTERFERON(IPN-Y): es producido por LT estimula
dos por Ag o mitógenos. Comoparte del circuito de linfoki
nas promueve una variedad de respuestas immxmmregulatorias
Ya que activa MQy aumenta la expresión de Ag de clase II.
Es una proteína esencial para la red de comunicación leucoci
taria (25).
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u.1.u. OTRASLINFOKINAS:Entre las muchas moléculas que el
sistema inmuneutiliza para comunicarse, se deben considerar:

lg:g, factor de crecimiento de células hammopoyéticasen
general.
GM-CSF,factor estimulante de colonias granulocíticas, mo
nocíticas.
lg;ï o BCGFI,factor de crecimiento de células B.
BCDF,factor de diferenciación de células B a células plas
máticas.

- TNFEÉ,factor de necrosis tumoral€> o linfotoxina.

5. ANGIOGENESIS INDUCIDA POR COMPONENTES DEL SISTEMA

IMMUNE.

5.1. ANGIOGFNESIS INDUCIDA POR MACROFAGOS

Cuando se inoculan maCrófagos activados en la cór
nea de animales singeneicos y medios condicionados por estas
células, se produce una intensa neovascularización (29. Di
versos trabajos han demostrado que esta respuesta no está
asociada con una reacción inflamatoria aguda(27—29).

Se ha demostrado además que la disminución en la
tensión de oxígeno estimula a los macrófagos para que pro
duzcan factores angiogénicos. Así tanto en los tumores,cg
mouuxlas heridas, la inflamación o la reducción del flujo
sanguíneo, crean condiciones locales de hipoxia que promue
ven la llegada de macrófagos; la respuesta vascular cue éstos
inducen, reestablece las condiciones normales de tensión de
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oxígeno y con ella se inactiva el sistema (30-31).
La actividad angiogénica producida por macrófagos

activados es neutraliiada completamente con un anticuerpo an
ti-TNF-d , lo oue sugiere que este factor es el responsable
de la respuesta neovascular (32).

La expresión de TNF-q por los monocitos reouiere
la activación de estas células, por ejemplo con IPN-Y o en
dotoxina.

Las plaquetas contienen TCP-FIen sus gránulos alfa
y los liberan localmente en los sitios de injuria celular; a
su vez el TGF-Pposee una fuerte actividad ouimiotáctica so
bre los monocitos de sangre periférica y los induce a expre
sar actividad angiogénica, a través de la liberación de fac
tores solubles, uno de los cuales es el TNFd.(33)

Cuandolos monocitos se activan adnuieren la capaci
dad de inducir el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos,
Quees el proceso central en la inflamación, cicatrización
de heridas y desarrollo tumoral (3h)

5.2. ANGIOGENESIS INDUCIDA POR MASTOCITOS

Los mastocitos residen generalmente en la cercanía
de vénulas y capilares maduros; además, en los procesos que
involucran un rápido crecimiento capilar tales comoinflama

., , . . . . .,Cion cronica, psor1a51s o en la vascularizaCion de los tumo
res, se observa un aumento pronunciado en las poblaciones de
mastocitos. (35).

Cuando se implantan extractos tumorales en MCA,se
observa un incremento de hasta el H0%en la densidad de mas



tocitos en la zona que rodea al inóculo; estas células aparg
cen aproximadamente 24_hs antes que se produzca la llegada
de capilares. Los mastocitos purificados con un gradiente
de Ficoll (90% de pureza) no inducen angiogénesis en 1a MCA.
Estos resultados indican que los mastocitos facilitan el crg
cimiento capilar, pero son incapaces de iniciarlo (36).

Comose mencionó anteriormente, la migración direc
cional de las células endoteliales es uno de los primeros
eventos en la formación de un brote capilar. Cuando las cé
lulas endoteliales se incuban con lisados de mastocitos o
con medio condicionado por mastocitos, su capacidad de migrg
ción se ve incrementada. Se ha demostrado además que el co
cultivo de células tumorales con mastocitos produce la degrg
nulación de éstos y la liberación de distintas sustancias,
histamina, condroitín sulfato, heparina, tripsina, fquimotrip
sina, etc. De todas ellas sólo la heparina promueveen for
masignificativa la migración endotelial (37).

La actividad migratoria de la heparina o de los me
dios condicionados por mastocitos sobre las células endote
liales es anulada por completo con inhibidores específicos
de la heparina tales comoprotamina y heparinasa (38).

5.2.1. HEPARINA:

Varios autores han demostrado que
la heparina puede aumentar la angiogénesis inducida

por extractos tumorales implantados en la MCAy la angiogéng
sis inducida por células no neoplásicas (adipocitos).

Mientras que la heparina no puede por si sola ini
ciar la angiogénesis, parece adquirir esa capacidad cuando
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se une a iones Cu2+ (39).
Cuandose realiza el ensayo de angiogénesis, gene

ralmente, se emplea cortisona para eliminar la inflamación
que aparece, tanto en MCAcomo en córnea. Como se mencionó
anteriormente, la cortisona no inhibe la respuesta angiogé
nica. Sin embargo, si se la aplica en forma combinada con
heparina se observa una inhibición total de la angiogénesis
y la aparición de una zona avascular con regresión de vasos
sanguíneos. Cuando se coloca un filtro embebido en esta
combinación se puede comprobar regresión vascular sobre los
vasos del saco vitelino de embriones muy jóvenes. Por el
contrario, los vasos maduros, que detuvieron su crecimiento,
(MCAde embriones de 10 días o más) no son afectados. Este

efecto antiangiogénico es independiente de la actividad anti
coagulante de la heparina.

Los estudios realizados con fragmentos de degrada
ción de la heparina, demostraron oue un hexasacárido de PM
1,6 kDa sin función anticoagulante,posee actividad angio
génica. Cuandose combina este fragmento con cortisona, se
observa inhibición de la angiopénesis tumoral. Además, la
inoculación del hexasacárido combinadocon cortisona en ra
tones con tumor palpable produce regresión de la masa tumo
ral (H0).

5.3. ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LINFOCITOS

La reacción de transferencia de linfocitos normales
se caracteriza por la aparición de induración, eritema y tu
mefacción y representa una reacción local de injerto contra



huésped (12). Cuandose modifican las condiciones del ensa
yo inoculando una dosis menor de células en un huésped irra
diado, se observa después de 2 ó 3 días una respuesta vascu
lar caracterizada por aumento en el número de vasos sanguí
neos, aparición de divaricajones v actividad acentuada de
las células del endotelio capilar. Esta reacción, desencadg
nada por la inoculación de células immunocompetentesen hués
pedes alogeneicos o semialogeneicos, se conoce comoangiogé
nesis inducida por linfocitos (lymphocvte-induced angiogene
sis, LIA), habiéndose demostrado due tanto los timocitos re
sistentes a los corticosteroides, comolas células de bazo
timo-dependientes y las células de nódulos linfáticos son
responsables de la inducción de la respuesta neovascular.
Por otro lado, las células alogeneicas aisladas desde médula
ósea, las células de donantes F1 inoculadas en un huésped de
la linea parental y los linfocitos singeneicos, no son capa
ces de promover una respuesta angiogénica (“2).

La reacción de LIA se produce cuando existen dife
rencias en el CNHentre el huésped y el donante. En el ratón
la mayor respuesta se obtiene cuando las diferencias en el
H-2 se presentan en la región Ia; diferencias en las regiones
K, D, Ib ó Ic, ya sea separadamente o en distintas combina
ciones, sólo llevan a respuestas débiles.

La estimulación de los linfocitos dadores es lleva
da a cabo principalmente por células circulantes del huésped,
aunque también intervienen en menor'medida células endotelia
les, las cuales expresan determinantes antigénicos de la re
gión I (M3).

Al estudiar las distintas poblaciones linfocitarias
se demostró que las células responsables de induCir una res
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puesta vascular en el huésped son Thy 1+; Lyt 1+2-. Esto,
junto con ladeterminación de disoaridad en el locus Ia, c019
ca a las células efectoras del LIAdentro de la clase de cé
lulas T productoras de linfoquinas (HH).

Si en el LIA interVienen mediadores solubles, posi
blemente las reacc1ones neovasculares asociadas con diversas
enfermedades (tales comoartritis reumatoidea, linfoadenoapa
tías, enfermedadesoculares y reacciones inflamatorias) ten
gan comocaracteristica en comúnla liberación de mediadores
angiogénicos desde los LTactivados.

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. ANGIOGENFSIS INDUCIDA POR LINFOCITOS DE PORTADORES

DE TUMOR EN UNA COMBINACION SINGENEICA

Una de las condiciones más importantes para el desa
rollo de un tumor es la de contar con un aporte sanguíneo
adecuado.

Dadocue las células de nódulos linfáticos sensibi
lizadas con mitógenos o antígenos promuevenangiogénesis in
vivo (HS-H6), se trató de determinar si la presencia de un tumor
es también capaz de estimular a los linfocitos del huésped
para que éstos, a su vez, induzcan una respuesta neovascular.

Para estimular a los linfocitos se inocularon rato
nes BALB/ccon tumor M3; para medir la respuesta neovascular
de los linfocitos estimulados se usaron ratones singeneicos
normales.



Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, machos o hembras de 3 a 6 meses
de edad, de las cepas BALB/Cy C57Bl/6, pertenecientes al
Bioterio del Instituto "Angel H. Roffo".

Portadores de tumor

Mediante un trócar se inoculó el tumor M3en forma
s.

El tiempo de portación fue variable (de 2Mhs. hasta
25 días).

Controles

Se realizaron tres tipos de control:

1. Portadores de tejido normal: Se inoculó tejido normal sin
geneico (riñón, glándula mamaria, músculo esquelético)
por trócar en ratones de la cepa BALB/c. El tiempo de por
tación del tejido normal fue de 2h 6 #8 hs.

2. Control singeneico: ratones normales de 1a cepa BALB/c,
que no recibieron ningún tipo de inóculo.

3. Control alogeneico: ratones normales de la cepa C57Bl/6,
que no recibieron ningún tipo de inóculo.



Susoensiones de linfocitos

Para cada ensayo se preparó un pulLde linfocitos a
partir de tres bazos.

1. Los ratones portadores de tumor y los controles se mata
ron por dislocación cervical.

2. Los bazos se extrajeron estérilmente y se cortaron en pe
queños fragmentos; éstos se hicieron pasar a través de
una malla de acero inoxidable agregando medio 199 sin sue
PO.

3. Se determinó la viabilidad de la suspensión con Trypan
Blue y se hizo recuento celular, efectuando las dilucio
nes necesarias para llevar las células a una concentra
ción de leo6 en 0.1 ml de medio 199. '

Inoculación de las suSDensiones

Las células esnlénicas se inyectaron i.d. en ratones
normales singeneicos; éstos se denominaronratones recepto
res. Cada animal recibió dos inyecciones, en la zona media
de cada flanco.

Evaluación de la respuesta neovascular.

Cinco dias después de las inyecciones intradérmicas,
los animales recipientes se sacrificaron con éter. La piel
fue cuidadosamente separada de los tejidos adyacentes y la

I f n n ureaCCion vascular se observo en la cara interior de la misma
con ayuda de un microscopio de disección (WILD)con un aumen



to de 6.HX.
La reacción de neovascularización es fácilmente de

tectable pues se caracteriza por un aumento en el númerode
capilares y Dor la Dresencia de gran cantidad de divariacio
nes alrededor de la zona de inyección.

El método empleado para cuantificar la reacción neo
vascular se basó en la determinación de la densidad de vasos
por mm2de piel. Para ello se tomaron fotografías (diaposi
tivos) de la piel, colocando el sitio de inoculación en el
centro de 1a foto. Estas fueron proyectadas sobre una panta
lla reticulada en la que cada cuadro correspondía a una su
perficie de 1 mm2. Se contó el número de vasos de cada cua
drado siguiendo el criterio de Auerbach (H2); las observacig
nes se hicieron a doble ciego.

La densidad de vasos (d) alrededor de cada sitio de
inoculación se determinó con la fórmula:

z a Jnumero de vasos sanguineos en cada cuadrado
número de cuadrados

Análisis estadístico

Los valores de densidad de vasos por-mm2de piel fue
ron analizados por el test t de Student.UU
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ESQUEMA GENERAL DEL ENSAYO DE LA ANGIOGBNBSIS INDUCIDA POR

LINFOCITOS SINGENEICOS (SLIA)

s.c. tumor
Portador de o

l \\\tejido normal

(1:2;22; 2u—u8hs.

CÏ) bazo

g u x 105cé1u1as/o,1 ml

i.d. N L
(ízizgíá Receptor

“¿ES0bservac16n de la
reSpuesta vascular

}//////con aumento6,u X \\\\\\\\
Negativa Positiva



Resultados

TABLA]ïI.1 Resouesta vascular inducida intradérmicamente
en ratones BALB/c.

Origen de Densidad de vasos Número de
las células (N°de vasos/mm2de piel) sitios
esplénicas X j B.S. inoculados

1 2.78 Í 0.06 zu
2 1.51 Í 0.07 25
3 2.81 Í 0.09 20
u 1.53 ¿L 0.06 20

1. ratones portadores de tumor.

2. ratones portadores de implantos de tejido normal (control
normal).

w o ratones CS7Bl/6 (control positivo: combinaciónalogeneical

u. ratones BALB/c(control negativo: combinación singeneica).

Comomuestra la Tabla III.1la respuesta vascular in
ducida por las células esplénicas de ratones portadores de
tumor es significativamente diferente (p4<0.001) de la indu
cida por células esplénicas de ratones portadores de implan
tos de tejido normal. Por otro lado se puede observar que
los linfocitos de animales portadores de tumor inducen una
respuesta neovascular similar al control positivo (combina

., zClon alogeneica).
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La reacción neovascular se caracteriza por un aumen
to en el número de vasos y por cambios morfológicos visibles
tales comotortuosidad y aparición de divariaciones alrede
dor de la zona del inóculo. Para determinar si existen dife
rencias en la respuesta angiogénica a medida que el tumor se
desarrolla, se realizaron ensayos con ratones portadores de
tumor en distintos estadios; en todos los casos la respuesta
vascular se mantuvo alrededor del mismovalor promedio.

Se comprobóasí que las células esplénicas son capa
ces de reconocer la presencia de un tumor y que este recono
cimiento se produce dentro de un período breve de portación
(2M hs).

La angiogénesis inducida por linfocitos singeneicos
(syngeneic lymphocyte-induced angiogenesis, SLIA) podría
contribuir entonces al establecimiento de una adecuada vascu
larización, cooperando con las células tumorales especialmeg
te en los primeros estadios de portación deun tumor (H7)

6.2. CORRELACION ENTRE LA ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LINFO

CITOS SINGFNEICOS (SLIA) Y LA CAPACIDAD METASTASICA.

Después de demostrar que los linfocitos de portadores
de tumor son capaces de inducir una respuesta angiogénica,
resultó interesante estudiar si existían diferencias en la
reacción de SLIAentre variantes tumorales con distinta capa
cidad metastásica: M3 y MM3.



Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, hembras y/o machos, de 3 a 6
meses de edad, de la cepa BALB/c,pertenecientes al Bioterio
del Instituto "Angel H. Roffo"

Suspensión de células tumorales

Se prepararon suspensiones celulares de los tumores
M3y MM3mediante la siguiente técnica:

1.

Q.)

Se limpió el tumor, eliminándose la cápsula y las zonas
, .necroticas.

Se lo cortó en fragmentos de aproximadamente 1 mm3.

Se agregaron 10 ml de solución de Pronasa (0.1%) en medio
199 (DIFCO) y 5 a 10 gotas de DNAasa (2.a mg/ml) según la
viscosidad de la preparación.

Se incubó a 37°C durante 30', sin agitación.

El sobrenadante se centrifugó durante 5' a 900 rpm.

El pellet se resuspendió nuevamente con solución de Prona
sa-DNAasa y se incubó durante 30'. Se tomó el sobrenadag
te y se lo centrifugó durante 5' a 900 rpm.

El pellet se lavó 3 veces, con 10 ml de medio MEM(Eagle)
cada vez.

Se resuspendió el pellet en medio de cultivo: MEM(Eagle)
suplementado con 10%de SPB, glutamina (0.3 mg/ml) y gen
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tamina (80 mg/ml). Se observó la Viabilidad celular (su
perior al 80%en todos los casos).

9. Las células tumorales (106 en 0.1 ml de medio) se inocula
ron s.c. en ratones BALB/c.

Controles

Se implantaron en forma s.c. fragmentos de glándula
mamariade hembra preñada singeneica.

También se emplearon como control células de riñón
de ratones normales; las suspensiones se prepararon con la
mismatécnica seguida para disgregar las células tumorales.
Las suspensiones '(106 células en 0.1 ml de medio 199), se in
yectaron s.c. en ratones BALB/c.

Suspensiones de células esplénicas.

Después de transcurridas 2k hs. desde la inoculación
de células tumorales o normales, los animales se sacrificaron
y se extrajeron los bazos.

Para cada suspensión se utilizó un pull de linfocitos
preparados a partir de por lo menos 3 bazos de ratones.

Los bazos se cortaron y pasaron a través de una ma
lla de acero inoxidable con medio 199. Para conseguir una
mejor dispersión celular, se pasó la suspensión a través de
una jeringa. La viabilidad se determinó con Trypan Blue.

Una gota de colorante Trypan Blue se agregó a la sus
pensión final para facilitar posteriormente la ubicación del
sitio de inyección.



Cultivo de células esolénicas

Las suspensiones de células esplénicas de ratones
inoculados con tumor M3ó MN3, en una concentración final de
3x106 cél/ml, se sembraron en placas de Petri de 30 mm(Fal
con). Los cultivos se incubaron a 37°C en 5%de C02 con at

mósfera húmeda. La viabilidad celular de los cultivos se de
terminó en algunas muestras con Trypan-Blue.

El medio de cultivo se cambió cada 2 días.

Histología

Inmediatamente después del sacrificio, los bazos de
ratones portadores de tumor se aislaron y fijaron en solución
de formaldehído y ácido pícrico durante 18 hs.

El material fue deshidratado en etanol; después de
embeberlo en parafina, se cortaron los bazos en secciones de
3 umde ancno y se analizaron los cortes seriados, teñidos
con hematoxilina-eosina.

Ensayo de SLIA

Las células esplénicas (¡+x106en 0.1 ml de medio 199)
fueron inyectadas i.d. en ratones normales singeneicos. Es
tos animales fueron llamados "ratones receptores". Cada ra
tón recibió dos inyecciones, cada una en la zona media de los
flancos.

Cinco dias más tarde los ratones receptores se mata
ron con éter; 1a piel se separó cuidadosamente y se la exami
nó bajo un microscopio de disección (Wild) con un aumento de
6.HX.
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Cuantificación de la vascularización —Análisis esta
dístico.

Se realizó de misma forma que en el trabajo de la
sección 6.1.

Resultados

TABLAIII.2 ResDuesta vascular
res .

Origen de las "Densidad
células esplénicas X Ï

Ratones inoculados
con:

Cél. tumorales MM3 3.76 Í
Cél. tumorales M3 2.72 Í
Cél. normales 1.58 Ï

inducida en ratones recepto

de vasos
EOS.

0.13
0.07
0.08

Número de
sitios inoculados

17

18

19

Para estudiar si la mayorincidencia metastásica del
tumor MM3se podía correlacionar con una mayor capacidad‘an

. , . , . .giogenica se comparo la respuesta vascular induc1da en la
piel de ratones singeneicos, por células esplénicas activa
das con células tumorales M3 ó MM3.

Comose puede observar en la Tabla III.2, la respueg
ta vascular inducida por células esplénicas de ratones inocu
lados con tumor MM3está aumentada significativamente Cp< 0.001)



con respecto a la respuesta vascular obtenida al ensayar cé
lulas esplénicas de ratones inoculados con células de tumor
N3. Por otra parte la'respuesta vascular inducida por linfg
citos estimulados por células tumorales (M3 ó MM3)fue signi
ficativamente diferente de la respuesta inducida por los lin
focitos de ratones controles (p<<0.001).

En este modelo entonces, la línea tumoral con mayor
incidencia metastásica es la cue posee una actividad angiogé
nica superior a la de la línea poco metastásica; la diferen
cia observada podría deberse a una mayor retención de célu
las neoplásicas en el bazo de los ratones portadores de tu
mor MM3. Para desCartar esta posibilidad se realizaron cul
tivos celulares y análisis histológicos de los bazos de rato
nes inoculados con ambos tipos de tumor; estos estudios de
mostraron la ausencia de células neoplásicas en el momento
de utilización de los bazos para el ensayo del SLIA(#8).

La generación de metástasis por las células tumora
les es el resultado final de un proceso de múltiples pasos,
cada uno de los cuales está controlado por propiedades de la
célula metastásica y en parte también por las linfokinas li
beradas desde los linfocitos estimulados, capaces de generar
una reacción vascular.

En este modelo, los resultados obtenidos sugieren
que el proceso metastásico podria ser facilitado por los lia
focitos estimulados nue actuarían sinérpicamente con las cé
lulas tumorales en el desarrollo de una adecuada red vascué
lar.



6.3. ESPECIFICIDAD DEL PSTIMULO ACTIVADOR DE LAS CELULAS

ESPLENICAS

Una vez comprobada la reacción de SLIA con los tumg
res N3 y MM3surgió una pregunta clave: ¿la activación de
las células esnlénicas se produce sólo ante la presencia de
células tumorales, o cualquier estímulo antigénico es capaz
de desencadenar una respuesta neovascular?

Para clarificar este tema, se ensayó la reacción de
SLlA usando comoestímulo inductor antígenos xeno, alo y sin
geneicos (H9).

Materiales v Métodos

Se siguió el procedimiento detallado en la sección
6.1. variando el tipo de inóculo en los ratones portadores
(BALB/C).

Tejidos inoculados en los ratones portadores

Estímulo xenogeneico: glóbulos roios de carnero. Se inocu
laron lO8 cels. en 0.1 ml en formas.c. e i.p.

Estímulo alogeneico: riñón o músculo de ratones normales
C3H. Se cortaron en peoueños fragmentos y se inocularon
en forma s.c. con el empleo de un trócar.

Estímulo singeneico: tejido embrionario: los embriones se
aislaron desde el útero, eliminando amnios y placenta y
se cortaron en fragmentos pequeños, inoculándolos en for
ma s.c. con el empleo de un trócar.
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Controles: tumor NM3(control positivo), riñón normal
BALB/c(control negativo).

Preparación de las supensiones de células e5plénicas

Los ratones portadores de los distintos tipos de
inóculo se sacrificaron a las 2u—u8hs. de inoculados.

Por otro lado se prepararon suspensiones de las cé
lulas esplénicas de hembrapreñada, para determinar si los
antígenos fetales son capaces de activar a los linfocitos mi
ternos para esta respuesta angiogénica.

Ensayo del SLIA. Cuantiricación de la vascularización

Comose explicó en la sección 6.1.

Resultados

TABLAIII.3 Actividad angiogénica inducida por linfocitos
singeneicos (SLIA)

Fuente de células de bazo N°de vasos/mm2 de piel
x ¿r 2.3.

ratones inoculados con:
tumor MM3 3.65 j 0.145 (8) ***
riñón singeneico 1.53 Í 0.067 (8)
tejido fetal 1.uu j 0.09“ (8)
riñón alogeneico 1 51 t 0.072 (10)
G.R.C. 1 51 Ï 0.060 (12)

. hembra preñada 1.u5 j 0.07u (8)

p<0.oo1



Los ratones portadores de Losdistintos tejidos se
sacriticaron a las 2h hs, ya cue los LTreconocen al tumor
para la respuesta angiogénica en este período de tiempo.

De los resultados expresados en la Tabla III 3 se
concluye que los linfocitos de la hembra preñada no son capa
ces de inducir la actividad angiogénica y que de todos los
estímulos estudiados, solo el tumor activa a los linfocitos
para dar una fuerte respuesta vascular.

Las células de bazo tratadas con mitógenos (fitohe
maglutinina, PHA)y las células de nódulo linfático tratadas
con antígenos, inducen neovascularización cuando se las im
planta en MCA;la misma respuesta se obtiene cuando se ensa
yan los sobrenadantes de cultivo de estas células (H5, HB).

Las experiencias aquí detalladas se realizaron para
descartar que en el sistema singeneico del SLIAtambién pu
diera actuar comoinductor de la respuesta angiogénica un es
tïmulo antigénico inespecïfico.

Si bien estos estudios no descartan que otros antí
genos puedan promoveruna reacción neovascular, resulta lla
mativa la ausenc1a de respuesta angiogénica cuando se implag
tan glóbulos r0]os de carnero comoestímulo antigénico.

Comose mencionó anteriormente, la disparidad en
CMHprovee la estimulación esencial en la reacción de LIA;
en cambio, los resultados obtenidos con estas experiencias
muestran que la reacción de SLIA no se desencadena por dispg
ridades tan importantes como la que existen en una combina
Ción xenogeneica.

Por otro lado resulta interesante comprobarque los
antígenos fetales no actúan comoinductores de SLIA, tanto
cuando se los inocula en los ratones portadores como cuando
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se ensayan i.d. los linfoc1tos de hembra preñada en los rato
nes receptores.

6.H. CELULAS TUMORALES FORMOLIYADAS Y SLIA

La estimulación de las células esplénicas por la
presencia del tumor puede deberse tanto a factores solubles
liberados desde la célula tumoral, comoa componentes de la
membranacelular o incluso a una combinación de ambos. Para
determinar si 1a activación de las células esplénicas se
produce por la liberación de factores solubles desde las cé
lulas tumorales, se fijaron con formol células de tumor MM3
antes de inyectarlas en los animales portadores. El trata
miento empleado permite mantener en forma prácticamente inal
terada las características generales de la membranacelular
(50).

Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, hembras y/o machos, de 3 a 6
meses de edad, de 1a cepa BALB/c,pertenecientes al Bioterio
del Instituto "Angel H. Roffo".

Tumor

Se estudió el efecto de la formolización sobre el
tumor MNB,ya que es éste el que induce mayor proliferación
de células endoteliales (angiogénesis tumoral) y mayor den



sidad de vasos en piel de ratón (SLIA).

Control

Comocontrol se usaron células de riñón normal.

Susoensiones de células tumorales MM3y de riñón
normal.

Se realizaron siguiendo el procedimiento detallado
en la sección 6.1.

PreDaración de células formolizadas

Se trataron 1x106 cels./ml de tumor MMSo de riñón
normal, con el mismo volúmen de una solución de formol al
0.1% en PBS y se mantuvieron durante 2Mhs. a H°C. Las cé
lulas se lavaron con PBS (H lavados), se resuspendieron en
PBSy se dejaron una nora a temperatura ambiente. Luego se
centrifugaron y se llevaron a la concentración inicial.

Inoculación de las células

Las células tumorales y normales (con y sin trata
miento con formol), se inocularon en forma s.c. en la piel
de ratones normales).



ESQUEMA DE OBTENCION DE CELULAS FORMOLIZADAS

RIÑON NORMAL (R)TUMOR (T)

Tratamiento enzimático

SUSPENSION CELULAR

Sin tratamientoTratamiento con formol
(0,2% en PBS)

2M Hs.

5 lavados con

' R- TIIT1’f

INYECCION SUBCUTANEA EN RATONES NORMALES SINGENEICOS



Suspensión de células esplénicas. Ensayo de SLIA.
Cuantificación de la vascularización.

Se realizaron siguiendo la metodología ya menciona

Resultados

TABLAIII.4 Respuesta vascular en los ratones receptores.

Origen de las células Densidad de vasos N°de sitios
+esplénicas inoculados

Ratones portadores de:

células de tumor MM3 3.80 Ï 0.1“ 17

ídem, formolizadas 3.98 i 0.22 15

células de riñón 1.58 Ï 0.08 15

ídem, formolizadas 1.62 Í 0.05 16

Comose observa en la Tabla IIT.H la respuesta vas
cular inducida por las células tumorales formolizadas es si
milar a la respuesta promovidapor células tumorales sin tra
tamiento, ambas inducen una respuesta angiogénica significa
tivamente diferente de los controles (p<:0.001). No existen
diferencias en la respuesta vascular por el tratamiento con
formol en ambos grupos.

Las células tumorales tratadas con formol no liberan
factores solubles al medio, por lo tanto los resultados exprg
sados en la Tabla III_u permiten suponer que la estimulación
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de las células esplénicas se debería a algún tipo de compo
nente de la membranade la célula tumoral y no a liberación
de factores solubles (51).

6.5. EFECTO DE EXTRACTOS TUMORALBS SOLUBLBS CON ACTIVI

DAD ANTIGENICA, SOBRE LA ANGIOGENESIS.

Klein y colaboradores demostraron que la inoculación
de un extracto soluble del tumor M3(ETSM3)a ratonesexaportg
dores de tumor, aumentaba significativamente la incidencia de
metástasis pulmonares a través de mecanismos mediados por el
bazo(52).Ya que estos extractos tumorales poseían actividad
antigénica y eran capaces de inducir a los linfocitos para la
liberación de factores solubles, nos interesó determinar si
los ETSpodian estimular a ratones normales para producir una
respuesta angiogénica.

Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, hembras y/o machos, de 3 a 6
meses de edad de la cepa BALB/c,pertenecientes al Bioterio
del Instituto "Angel H. Roffo"

Extractos solubles

Se prepararon extractos solubles de órganos norma
les (EON) y de los tumores M3y MN3. Para ello el tejido
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fresco se homogenizó en 5 volúmenes de PBS, pH=7.2 con un
homogenizador Virtis durante 5 minutos.

El sobrenadante se mezcló durante 30 minutos con
cloroformo (2:1 v/v) y se centrifugó a 3000 rpm durante 15
minutos. El nuevo sobrenadante se conservó congelado duran
te toda una noche y después de descongelar se centrifugó a
3000 rpm durante 30 minutos. Todos los pasos se realizaron
a HUC. La determinación de proteinas del extracto deslipidi
zado se realizó por el método de Lowry (53. Los extractos
se conservaron a -20°C hasta su uso.

Inoculación de los extractos

Los ETS y RONse inocularon en forma s.c. en rato
nes BPLB/c normales. El esquema de inoculación fue de 2 do
sis de 100 ug de proteina cada una con un intervalo de 2 días
A las 2h hs se extrajeron los bazos.

Susoensión de células eSDlenicas. Ensayo de SLIA v
Cuantificación de la vascularización.

Se realizaron siguiendo la metodología ya descripta.

Resultados

Los resultados de la Tabla III-5 muestran que los
linfocitos de ratones inoculados con ETSMBproducen una aceg
tuada respuesta vascular, mientras que los extractos totales
de MM3(1003' de proteína) no alcanzan para activar a los
linfocitos para la respuesta angiogénica. Este resultado,
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nos sorprendió en un primer momentoya que tanto las células
vivas comoformolizadas de MM3inducen una fuerte actividad
angiogénica. Por todo ello creemos que la falta de respues
ta del ETSMM3se debería a 1a baja concentración intracelu
lar de factores inductores de angiogénesis o a la presencia
de inhibidores en la dosis proteica inoculada,sugiriendo la
existencia de diferencias cuali y/o cuantitativas en los fas
tores inductores de la angiogénesis presentes en los extrac
tos tumorales totales de los dos adenocarcinomas estudiados
(5m.

Actualmente se están realizando en nuestro laboratg
rio purificaciones de membranacelular de células tumorales,
con el fin de determinar cual o cuales son los componentes
de 1a mismadue están involucrados en la activación de las
células esplénicas.

TABLAIII.5 Respuesta vascular inducida i.d. en ratones
normales BALB/c.

Origen de las N° de vasos por N° de sitios
células de bazo mm2de piel inoculados

(X i E.S.)

ETS M3 3.56 Ï 0.29*** 12

ETS MM3 1.66 Ï 0.15 12

EON 1.H9 Ï 0.06 15

ETS M3: ratones inyectados con extracto tumoral soluble M3.
ETS MM3:ratones inyectados con extracto tumoral soluble MMB
FON:ratones inyectados con extracto soluble de órganos nor

males.
p < 0.001
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1. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE FACTORES ESPLENICOS

1.1. EXACERBACION DEL CRECIMIENTO TUMORAL POR FACTORES

ESPLENICOS.

La exacerbación del crecimiento tumoral se atribuye
a diversos mecanismos (1). En etapas tempranas del creci
miento tumoral, los esplenocitos del huesped son capaces de
inhibir el crecimiento tumoral cuando se inoculan junto con
las células tumorales. A medida que el tumor progresa, esa
actividad inhibidora desaparece y ya a los 16-18 días de evg
lución se encuentra actividad exacerbadora del crecimiento
tumoral tanto en los esplenocitos comoen los sobrenadantes
(So) de cultivo de los mismos. El bazo posee un papel regu
lador muyimportante en la aparición y crecimiento de un
tumor (3). Algunos autores postulan que los factores inmu
noreguladores liberados por esplencitos, en realidad son
secretados por las células tumorales y luego absorbidos por
los linfocitos (u).

Diversos estudios demostraron que en condiciones a
propiadas y dependiendo del modelo experimental usado, las
células linfoides pueden tener un comportamientoestimulato
rio o inhibitorio sobre el crecimiento tumoral.

En nuestro laboratorio, estudios realizados en rato
nes portadores de un adenocarcinoma mamario 813, se estable
ció la existencia de factores esplénicos que modulanel cre
cimiento tumoral (5). La actividad exacerbadora aparece al
rededor del día 7 de portación del tumor y persiste durante
toda la evolución tumoral y es necesaria la presencia del tu
mor metabólicamente activo para que los esplenocitos mani



fiesten un neto efecto estimulador. Si bien existen diferen
cias con respecto al comportamiento del bazo luego de la ci
rugía tumoral, es claro que posteriormente a la extirpación
del tumor, la actividad exacerbadora desaparece (6).

1.2. ACTIVIDAD ANGIOGENICA DE FACTORES ESPLENICOS

Sobrenadantes de cultivo de células de bazo trata
das con mitógenos de células T poseen actividad angiogénica
cuando se ensaya la angiogénesis en MCA(7).

Esto significaría que el sistema linfoide contribua
ye a la neóvascularización en muchasreacciones inflamato
rias inmunológicas. Los linfocitos estimulados por Ag y mi
tógenos liberan linfokinas y es posible que uno de estos fas
tores estimule la proliferación endotelial. Sin embargoNi
shioka y col. encontraron actividad angiogénica en los sobre
nadantes de cultivo de linfocitos estimulados por Ag, no ha
llando correlación entre las actividades angiogénica y blas
togénica (8).

Por otra parte,los sobrenadantes de cultivo de lí
neas linfoblastoideas humanasque contienen las mismas linfg
kinas que las que se obtienen por estimulación antigénica de
linfocitos humanosposeen una marcadaactividad inhibitoria
de la migración de células endoteliales (9). Sin embargo,
los So de esplenocitos de ratón obtenidos por cultivo mixto
leucocitario, contienen una linfokina ‘mitogénica-.pa—
ra células endoteliales "(10). Además,en estudios
realizados "en ¡conej05“ se pudo evidenciar que los



So de cultivos de células T estimulados por mitógeno pro
ducen una linfokina con potente actividad angiogénica (11).

2. POBLACIONES CELULARES ESPLENICAS

2.1. POBLACIONES CELULARES RESPONSABLES DE LA EXACERBA

CION TUMORAL.

_E1bazo es un órgano formado principalmente por LB,
LT y alrededor de 3%de M0. Cualquiera de estas poblaciones
celulares pueden ser las responsables de la liberación de fag
tores exacerbadores (12, 13).

En nuestro laboratorio se determinó que en un porta
dor de tumor precoz,tanto la población T comono-T‘sonrespon
sablesde la actividad exacerbadora. Cuandose estudiaron
los So de cultivo de ambas poblaciones en un estadio avanza
do, se observó que 5610 la población T libera factores exa
cerbadores (1h). Estos resultados están de acuerdo con ha
llazgos de otros investigadores que indican que las activida
des de células T y no-T, no siempre requieren el contacto cg
lula-célula, sino due los efectos pueden ser obtenidos por
mediadores solubles derivados de las diferentes poblaciones
esplénicas (15). Estos mediadores tienen la capacidad de
exacerbar el crecimiento tumoral por diferentes mecanismos
que podrian involucrar 1a aparición de células supresoras o
1a anulación de funciones helper o citótóxicas (16).
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2.2. POBLACIONES CELULARES INVOLUCRADAS EN LA ANGIOGENE

SIS INDUCIDA.POR LINEOCITOS

En los primeros trabajos sobre LIA, Sidky y Auerbach de
terminarontmmuïwolas células de bazo v nódulos linfáticos
comolos timocitos resistentes a los corticoides son capaces
de inducir una fuerte respuesta vascular, sugiriendo que la
ponlación efectora era de origen timico o timo dependiente
(17). Másadelante, a partir de antisueros monoclonales se
identificó a las células efectoras del LIA comoThy 1.2(+),
Lyt 1+2- o sea células T productoras de linfokinas (18). En
la actualidad, con un Ac monoclonal, se demostró que el fac
tor inductor de la angiogénesis es producido por LT murinos
oue poseen el Ag L3TH (19). Pero aún hoy, no se conoce complg
tamente cual es el rol del sistema inmune en la mediación de
la angiogénesis.

3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD EXACERBADORA DEL

CRECIMIENTO TUMORAL Y LA ACTIVIDAD ANGIOGENICA.

Los So de cultivo de células esplénicas aisladas
desde ratones portadores de tumor exacerban el crecimiento
tumoral cuando se los inyecta en la almohadilla plantar de
ratones normales, 2h hs antes del inóculo de células tumora
les (20).

Dadoque los faCtores angiogénicos favorecen el de
sarrollo de los tumores, se pensó que la actividad exacerba
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dora podía deberse, al menos en parte, a 1a liberación de
factores solubles desde los linfocitos activados, capaces de
inducir una respuesta vascular.

3.1.1. ACTIVIDAD ANGIOGENICA DE So DE BAZO DE PORTADORES

DE TUMOR

Se comenzopor estudiar los factores solubles libe
rados por los esplenocitos de portadores de tumor precoz y
avanzado para determinar si el tamaño tumoral tiene influen
c1a sobre 1a actividad angiogénica.

Materiales y Métodos

Tumor

Se utilizó un adenocarcinoma mamario medianamente
metastastizante en pulmón (813) que se mantiene por transplan
te s.c. en ratones singeneicos y proauce la muerte de los
animales a los 30-35 días post-transplante.

Animales

Ratones endocriados de la cepa BALB/cde 2-3 meses
de edad de ambossexos pertenecientes al Bioterio del Insti
tuto "A.H.Roffo". Estos animales se separaron en tres gru
pos:

1) Control: se utilizaron los bazos de ratones normales para



ser procesados y obtener So de bazo normal.
2) Portadores de tumor chico (small tumor-bearing mice:STBM):
rec1bieron en forma s.c. en el flanco izquierdo 1 mm3de tu
mor 813 con trócar. El tumor creció hasta alcanzar un diámg
tro promedio de 10 mm(7-10 días de evolución).
3) Portadores de tumor grande klarge tumor-bearing micezLTBM):
la diferencia con el grupo anterior es el tiempo de evolución
del tumor (20-25 días) lo que equivale a un diámetro promedio
de 20 mm.

Suspensiones de células eleénicas de los ratones
portadores de tumor

Los ratones portadores de tumor se'sacrificaron por
dislocación cervical. Los bazos se extrajeron en forma está
ril y se procesaron siguiendo Lametodología detallada ante
riormenteÁCap. III).

Comocontrol se prepararon suspensiones de células
esplénicas aisladas desde ratones normales.

Estas suspensiones fueron utilizadas para preparar
los So de cultivo o bien para ensayar en forma directa la
reacción de SLIA.

Preparación de los So

Los So de bazo de los tres grupos antes mencionados
se prepararon como sigue: los bazos fueron extirpados en
condiciones estériles y su células dispersadas mecánicamente.

Los glóbulos rojos fueron lisados con Tris-NHuCl
(9 vol, 0.83% NHL+C1 y 1vol, 0.17M Tris-(hidroxi methilï-,



aminoetano) pH: 7.2. Las células linfoideas fueron suspen
didas en medio 199 y lavadas dos veces. Estas células fue
ron cultivadas por 2h hs en medio 199 suplementado con 10 mM
HEPBS,50 unidades de penicilina por ml y SO ug de streptomi

cina por ml, en atmósfera húmeda con 5% de CO2 a 37°C.
La viabilidad de las células, determinada por el má

todo de exclusión del Tripan Blue fue siempre superior al
85%. Se cultivaron 25 x 106 células viables/ml en tubos de
poliestireno de 9 ml de capacidad. Se cultivaron 2 m1 de la
suspensión celular por tubo.

Luegode cultivar las células por 2h hs los sobre
nadantes libres de células fueron obtenidos por centrífuga
ción a 1500 g durante 15 min. Estos So así obtenidos se en
vasaroneaïfrascos conteniendo 10 ml, se congelaron a —H0°Cy
luego se liofilizaron. La concentración proteica de los mig
mos fue de 1 mg/ml.

Los So se conservaron liofilizados y ee usaron en
todas las experiencias siguientes.

Transferencia-gg la actividad biológica de los So.

Los medios condicionados, que difunden rápidamente
desde la zona de inoculación, no pueden ser inoculados i.d.
en la piel del ratón pues son factores solubles. Por ello y
comola actividad biológica de los So puede ser transferida a
ratones normales (6), se inyectaron i.p. 0,1 m1 de los So de
bazode los tres grupos anteriores a ratones noramles (Figu
ra 1).
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FIGURA 1: ESQUEMA DE SLIA PARA TRANSFERENCIA DE So
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Susoensiones de células de bazo de los ratones trans
feridos con So. Ensayo de SLIAv cuantificación de
la vascularización.

Se realizaron con la metodología ya descripta.

Resultados

TABLAIV.1_ Resouesta vascular inducida por células esolé
nicas de ratones portadores de tumor 813.

Origen de las Densidad de vasos Número de
células esplé- Y + E S sitiosnicas — ' ' inoculados

Portadores de
tumor 813 u 13 + 0.05 20

Ratones normales 1.67 Ï 0.09 20

Los resultados expresados en la Tabla IV.1 de
muestran que las células esplénicas de ratones portadores de
tumor 813 son capaces de inducir una fuerte reacción angiogg
nica cuando se las inocula en la piel de ratones normales
singeneicos.

La respuesta vascular inducida por las células es
plénicas de portadores de tumor 813 difiere significativameg
te (p‘<0.001) de la respuesta inducida por células espléni
cas de ratones normales_
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TABLA'IV.2 Respuesta vascular inducida por So de cultivo
de esplenocitos de ratones portadores de tumor

Origen de las N° de vasos por N° de sitios
células de bazo mg de piel inoculados

X i E.S.

Ratones transferidos
con So de:

STBM u.10 + 0.09*** 15

LTBM 4.22 + 0.32*** 1M

Control 1.76 + 0.09 13

STBM:ratones portadores de tumor pequeño
LTBM:ratones portadores de tumor grande
Control: ratones normales.

*** p< 0.001

Los resultados de la Tabla IV.2 indican claramen
te que los So de bazo de ratones portadores de tumor (STBMy
LTBM)contienen factores solubles capaces de inducir una fue;
te respuesta vascular independientemente del tamaño del tumor.

3.1.2. ACTIVIDAD ANGIOGENICA DE SOBRENADANTBS DE BAZO DE

EXJÏRIADORES DE TUMOR

Dado que 1a angiogénesis es uno de los procesos que
facilitan el desarrollo tumoral, y está mediadapor factores



solubles,nos interesó investigar que ocurre después de 1a ci
rugïa tunnoral. Para ello realizamos el ensayo del SLIAen ratones ex
portadores de tumor 813.

Materiales vgflétodos

Tumor, Animales, Obtención de los So de esplenoci
tos, Transferencia de la actividad de los So, Suspensiones
de células de bazo de los ratones transferidos con So, Ensa
yo de SLIAy Cuantificación de la vascularización.

Se realizaron con la metodología ya descripta. La
única diferencia consiste en los grupos de animales estudia
dos:

1)Ex—portadores de tumor grande (large tumor-resected mice,
LTRM): Cuando los tumores alcanzaron un diámetro de 20 mm,
los animales fueron anestesiados con Nembutal extirpándose
la masa tumoral. Los bazos fueron procesados a distintos
tiempos post-cirugía (generalmente 7 dias).(Fig.1).
2)Ex:portadores de tumor chico (small tumor-resected mice:
STRM)La diferencia con el grupo anterior fue en el tamaño
tumoral (10 mm)equivalente a 7-10 días de evolución.

Resultados



TABLAIV.3 Respuesta vascular inducida por So de cultivo
de esplenocitos de ratones esportadores de tu
mor.

Origen de las N°de vasos por N° de sitios
células de bazo mm_de piel inoculados

x Í 11.8.

Ratones transferidos
con So de:

LTRM 3.85 Ï 0.07*** 11

STRM 1.62 ¿r 0.06 13

Control 1.76 Í 0.09 13

LTRM:ratones ex-portadores de tumor grande.
STRM:ratones ex-portadores de tumor pequeño
Control: ratones normales.

¡uk-I:

De la tabla anterior, surgen los efectos de la cirg
gía tumoral. Cuandoésta se realiza en una etapa precoz los
So (STRM)no manifiestan actividad angiogénica, pero si 1a
cirugía se realiza en una etapa avanzada los So inducen una
fuerte respuesta vascular, lo que indicaría en principio que
actuarían en forma paralela con la exacerbación tumoral.

En la Tabla Iv.u mostramos 1a existencia de una
fuerte correlación-entre la actividad angiogénica y 1a exa
cerbación del crecimiento tumoral de los medios condiciona
dos obtenidos desde STBM, LTBM, STRM, LTRM.



TABLA IV." Actividad biológica de factores esnlénicos

So Actividad exacerbadora Actividad
del crecimiento tumoral Angiogénica

STBM

LTBM

STRM

LTRM 15 días post cirugía
15 días post cirugía

Control

Podemosconcluir entonces, que factores solubles son
los mediadores de la actividad angiogénica. Estos factores
son liberados en las condiciones de cultivo, por los espleng
citos de portador de tumor'y'eLeX-portador de tumor avanzado.
Cuandola cirugía se realiza en- cambio en un portador de tu
mor pequeño, desaparecen los factores capaces de inducir an
giogénesis.

Este comportamiento es similar a lo que ocurre con
la actividad exacerbadora del crecimiento tumoral, sugirien
do que 1a diferencia en el comportamiento de las células de
bazo después de la cirugía de un tumor grande o pequeño se
debe a cambios cuali o cuantitativos en las subpoblaciones
esplénicas. Por lo tanto los linfocitos estimulados por el
tumor ejercen algun control sobre la neovascularización du
rante el desarrollo tumoral (21).

El mecanismo involucrado en 1a respuesta angiogéni



ca"in vivo"aún no está completamente dilucidado. Los linfo
citos activados liberan linfokinas que podrían actuar direg
tamente sobre las células endoteliales, o en forma indirecta,
activando a los macrófagos para que generen a su vez una reg
puesta vascular.

3.2. POBLACIONES CELULARES RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD

ANGIOGENICA

Para caracterizar desde el punto de vista del donor
la población celular responsable de inducir la respuesta vas
cular, se ensayaron los So obtenidos desde cultivos de dis
tintas poblaciones de células esplénicas de ratones portado
res de tumor (3.2.1.). Por otro lado se estudió la respues
ta angiogénica inducida por células esplénicas de ratones a
tímicos (nu/nu) y heterocigotas (nu/+), portadores de tumor.
(3.2.2).

Se estudió además, la población celular involucrada
en el SLIAdesde el punto de vista del receptor de esplenoci
tos (3.2.3).

3.2.1. ESTUDIO A PARTIR DE So ESPLENICOS

Materiales v Métodos

Tumor

Se utilizó un adenocarcinoma mamario 813 descripto



anteriormente.

Animales

Se usaron ratones endocriados BALB/cnormales y por
tadores de tumor (STBMy LTBM)como se explicó en la sección
3.1.1.

Preparación de So

Los bazos de STBMy LTBMse extirparon esterilmente,
se realizó la suspensión celular y el cultivo comose descri
bió en la sección 3.1.1.

Luego de 2h hs de cultivo se cosecharon los So y se
ensayaron para 1a actividad angiogénica.

Se obtuvieron So de cultivo de los siguientes grupos:

a) esplenocitos de portadores de 813 sin tratamiento.

b) esplenocitos de portadores de S13 fraccionados por columna
de nylon.

c) esplenocitos de portadores de 813 pretratados con suero an
ti Thy 1.2 + C'.

d) esplenocitos de ratones normales.

Depleción de células T por tratamiento con suero
anti-Thy 1.2.

Los ensayos de depleción de células T desde suspen
siones totales de células esplénicas se realizaron con un an



ticuerpo monoclonal obtenido comercialmente (CL 8600, Cerda
1ane Laboratories Limited, Hornby, Ontario, Canadá). El an
ticuerpo se adiCionó a la suspensión de células esplénicas
(1 x 107 cels/ml en medio KPMI16H0) en una dilución final
de 1:20; despues de una incubación de 60' a H°C las células
se lavaron 3 veces y se resuspendieron en el volúmen origi
nal en medio RPMI 1640 con complemento (C' Cerdalane CL 3051,
Ontario, Canadá).

El porcentaje de células Thy 1.2 positivas se calcu
ló comoíndice citoróxico (C.I.), de acuerdo con la fórmula:

%citot. (anticuerpo + C') - %citot. (C'Solo)
C.I.= x 100

100% —% citot. (C'solo)

El C.I. fue de aproximadamente el 20%en todas las
suspensiones de células esplénicas de los ratones portadores
de tumor 813. Las células muertas se aislaron por resuspen
sión en PBS1:20 en solución de glucosa (buffer de baja fue:
za iónica). La suspensión se pasó a través de una pipeta
Pasteur en cuyo interior se colocó lana de nylon. Las célu
las efluentes (viables) se colectaron y resuspendieron en me
dio TC 199. Las células viables se ajustaron a una concen
tración de 25 x 106 células/ml y se cultivaron para obtener
los So correspondientes (22).

Separación de células esvlénicas por pasaie a través
de columnas de lana de nylon.

Las columnas se prepararon empaquentando 1.5 g de



lana de nylon en jeringas de 30 ml; se autoclavaron y se man
tuvieron en forma estéril hasta el momentode usarlas.

Cada columna se sembró con 2 ml de una suspensión
de células esplénicas (S x 108 células aiSLadas desde rato
nes portadores de tumor) en medio de cultivo.

Después de la siembra, las columnas se mantuvieron
durante “5' a 37°C (23). Las células no adherentes fueron
aisladas lavando las columnas con 30 ml de medio de cultivo

con 5% de SPB; el medio se mantuvo en aproximadamente 37°C
durante todo el proceso.

Para reducir la contaminación con células poco adhg
rentes, la suspensión se pasó a través de una segunda colum
na, repitiendo el tratamiento anterior.

Las células no adherentes (llamadas células T de
adui en adelante) se centrifugaron y se mantuvieron durante
2h hs en cultivo para obtener los So.

La recuperación de las células efluentes fue de a
proximadamente el 20%del total de la siembra; la pureza de
suspensión de células T después del pasaje por la primera c9
lumna fue de aproximadamente el 50%mientras oue el pasaje
por la 2° columna elevó este valor hasta un 80%.

Transferencia de los So

Los So se transfirieron por inyección i.p. a rato
nes normales BALB/c. A las 2h hs los animales fueron sacri
ficados y los bazos se extrajeron estérilmente.



Susoensiones de células esplénicas.
y cuantificación de la vascularización.

Ensayo de SLIA

Se realizaron con la metodología habitual.

Resultados

TABLA IV.5

de ratones transferidos con So.

Origen de las células Densidad de vasos
de bazo X Í E.S

Ratones transferidos con:

So de STBM o LTBM H.16 + 0.ogáúk
(sin fraccionamiento) _

SO de STBM O LTBM 3.72 + 0.09
enriquecida en L.T. 

So Ge STBMo LTBM 1.87 Ï 0.05*
enriquecida en L no-T

So de bazo normal 1.76 Ï 0.08

*** p< 0.001
¡'n no significativo

ResDuesta vascular inducida por células de bazo

N° de sitios
inoculados

16

12

1M

16

En 1a tabla se observan los resultados,en los cua
les no se separaron los datos de STBMy LTBMya que ambos tg

I 0 . onian igual comportamiento.
Después del tratamiento con antiThy 1.2 + C', los



So enriquecidos en células B, no son capaces de inducir una
respuesta vascular, ya oue la densidad de vasos no difiere
significativamente del control (So de bazo normal, En cam
bio, losSo de la suspensión enriouecida en células T son fue;
tes inductores de la angiogénesis, indicando que sería la pg
blación T la responsable del fenómenoSLIA. La diferencia
observada entre la población no tratada y la enriquecida en
LT, si bien no es significativa, podria estar indicando que
los M0, presentes en el bazo, cumplen también alguna función
en esta respuesta.

3.2.2. ESTUDIO A PARTIR DE CELULAS DE BAZO DE RATONES

ATINICOS

Para comprobarel resultado anterior quisimos estu
diar que ocurría con respecto al SLIAcon los esplenocitos
de ratones portadores de tumor atïmicos o sea que carecen de
L.T.

Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, normales, machos o hembras de
3 a 6 meses de edad, de la cepa BALB/cpertenecientes al Big
terio del Instituto "Angel H. Roffo".

Patones atímicos (nu/nu) y heterocigotas (nu/+) de
la cepa BALB/c, hembras de 3 meses de edad obtenidos desde
el Bioterio de la Comisión Nacional de Energía Atómica. Es



tos animales se mantuv1eronen condiciones estériles (en flu
jo laminar), dentro de cajas autoclavadas; recibieron comida
esterilizada y agua estéril acidificada.

Tumores

Se empleó el tumor MM3.

Inoculación de tumores.

Los ratones atïmicos y heterocigotas fueron inocu
lados con tumor MM3en forma s.c. mediante un trócar. Los
ratones portaron el tumor durante 25 dias.

Los ratones BALB/cnormales se inocularon s.c. con
tumor MM3mediante un trócar.

Suspensiones de células esplénicas.

Se prepararon suspensiones de células esplénicas de
ratones atïmicos (nu/nu) y heterocigotas (nu/+) portadores
de tumor MM3,y de ratones normales.

Ensayo de SLIA

La técnica seguida fue la habitual.

Cuantificación de la vascularización

Se determinó la densidad de vasos en la forma habi
tual. Los resultados se analizaron con un test t de Student.



Resultados

TABLAIV.6 Respuesta vascular inducida por células esplé
nicas de ratones portadores de tumor MM3.

Origen de las Densidad de vasos N°de sitios
células esplénicas X + F.S. inoculados

Portadores de tumor MM3:

Ratones atimicos,(nu/nu). 1.5u Í 0.H0 9

Ratones heterocigotas(nu/+) 3.65 Í 0.23 8

Ratones normales BALB/c 3.72 Í 0.12 12

*** p <0.001

Para demostrar cue la presencia de tumor estimula a
las células T a cue induzcan una reacción neovascular, se es
tudió la actividad de las células esplénicas de ratones ati
micos (nu/nu) y se la comparó con 1a respuesta inducida por
células esplénicas de ratones heterocigotas (nu/+). Los re
sultados expresados en'la Tabla IV.E demuestran cue las cé
lulas esplénicas de ratones atimicos, portadores de tumor
MM3no son capaces de inducir una respuesta angiogénica,
mientras que las células esplénicas de ratones portadores de
tumor sí lo hacen, como fue demostrado anteriormente (2M).

3.2.3. FUNCION DE LOS Mñ EN FL ENSAYO DE SLIA

La reacción de SLIAes el resultado final de una cas



cada de eventos due comienzan con la activación de los linfg
citos ante la presencia de un tumor; una vez activados, los
linfocitos producen factores solubles capaces de inducir una
respuesta neovascular. Posiblemente estos factores funcio
nen comomediadores del evento angiogénico, actuando a su
vez sobre otro tipo de células.

Ha quedado demostrado que la activación de los ma
crófagos produce la liberación de PGs; por otro lado se ob
servó que los macrófagos activados son capaces de inducir an
giogénesis. Dado que las PGs están relacionadas con la an
giogénesis.tumoral, se quiso estudiar si particiapan tam
bién en la reacción de SLIAy si esa participación se produ
ce a través de los macrófagos.

Para realizar estos experimentos se probó:

1- el efecto de la eliminación de los macrófagos del huésped
con carrageenan (citotóxico para macrófagos) (25).

2- el efecto de la indometacina (inhibidora de la síntesis
de PGs) ver capitulo V.

Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, machos o hembras de 3 a 6 me
ses de edad, de las cepas BALB/cy c57Bl/6, pertenecientes
al Bioterio del Instituto "Angel H. Roffo".



mg
Para este estudio se emplearon tumores MMB.

Controles

Comocontrol se emplearon riñones normales de rato
nes BALB/c.

Suspensiones de células normales y tumorales

Las suspensiones celulares se prepararon según la
técnica explicada en la sección 6.2.(Cap. III).

Las células (1x106 en 0.1 ml) se inocularon en for
ma s.c. en ratones normales(portadores).

Suspensión de linfocitos

A las 2Mhs de la inoculación de células normales o
tumorales, los ratones portadores se sacrificaron y los ba
zos se extrajeron en forma estéril.

Las suspensiones de linfocitos se prepararon con la
técnica habitual y se inocularon i.d. (ux106 / 0.1 ml) en
los ratones receptores.

Resultados



TABLAIV.7 Efecto del tratamiento de los ratones recepto
res con carrageenan, sobre la respuesta vascu
lar.

Origen de las Tratamiento de Densidad N°de sitios
células los ratones de vasos inoculados

esplénicas receptores X Ï E.S.

Ratones inyec
tados con:

Ce1U1as tumo‘ vehiculo 3.65 + 0.10 12rales ‘
Células tumo
rales carrageenan 1.80 Ï 0.07 1h

Celnlas norma‘ vehículo 1.58 + 0.10 12les 

celulas norma- carrageenan 1.62 Ï 0.09 11les

Comose deSprende desde los resultados de la Tabla
N°IV.6 , el tratamiento con carrapeenan inhibe totalmente la
respuesta vascular inducida por los linfocitos de ratones
portadores de tumor (p<í0.001). Los valores de densidad de
vasos en los ratones tratados con carrageenan no difieren de
los controles.

Por otro lado el tratamiento con carrageenan no afeg
ta la densidad de vasos en los controles. Los valores de den
sidad de vasos en los dos grupos control corresponden al va
lor normal de la piel de ratones BALB/c. Estos resultados



indican que el carrageenan no actúa en forma directa sobre
los vasos sanguíneos del ratón receptor; Dor el contrario,
la actividad del carrageenan se debería a 1a depleción de
los macrófapos, oue se traduce en la disminución en el va
lor de densidad de vasos en los ratones tratados.
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1. INDUCTOPES DE ACTIVIDAD ANGIOGENICA

Los procesos angiogénicos se desarrollan desde los
primeros momentos de la vida del embrión. La formación de
la placenta reouiere una activa proliferación vascular y du
rante el desarrollo embrionario el crecimiento continuo del
lecho vascular implica no solo el alargamiento de los vasos
sanguíneos sino también un complejo proceso de remodelación.

La proliferación vascular constituye un proceso ne
cesario para el crecimiento normal de los tejidos. Sin em
bargo, en el adulto, la angiogénesis ocurre con escasa fre
cuencia y se la observa casi exclusivamente durante la repa
ración de heridas o en períodos relativamente breves, en los
cue está muybien regulada. Por el contrario, la angiogéne
sis en condiciones patológicas, evade los mecanismos de con
trol y lleva a la formación de una red vascular anormal. An
te un estímulo angiogénico, las células endoteliales migran
y proliferan en forma activa y entre los factores que acti
van a las células endoteliales para inducir su proliferación
se encuentran los factores de crecimiento (growth factor:
GF).

Los GFson sustancias liberadas por diferentes tipos
celulares y transnortadas hasta las células target sobre las
que van a actuar, por diversas rutas, desde la difusión lo
cal basta la vía sfiïémica.

Si bien en un principio se pensó que la angiogéng
sis era el resultado de la acción de un factor soluble sobre
un tipo celular específico (endotelio),hoy se sabe oue en la
iniciación del proceso de neovascularización intervienen múl



tiples factores, que actúan en diferentes niveles y desenca
denan la Droliferación de los vasos sanguíneos.

1.1. FACTORES DE CRECIMIENTO

1.1.1. FACTORDE CRECIMIENTODE EIBROBLASTOS(fibroblast

growth factor: F.G.F.): es miembro de una familia
de factores, extraídos del tejido neural, que tienen afinidad
por la heparina y sonrfitogéúcns para las células endoteliales
(1).

El análisis de los distintos mitógenos para células
endoteliales mediante el estudio de los perfiles de elución
desde columnas de afinidad con henarina, secuenciación de
aminoácidos, reacciones inmunológicas v unión a receptores
celulares especificos, clarificó la interrelación entre estos
GE. Ahora se sabe que no existen tantos factores diferentes
como se había pensado en un primer momento; de hecho muchos
pueden ser incluídos dentro de 2 clases, aquellos relaciona
dos estructuralmente con el FGFacidico (FGFa) y los que es
tán relacionados con el EGPbásico (FGFb). Dentro de cada
una de estas dos clases, los GFson idénticos o bien repre
sentan variaciones de un mismopolipéptido, que se diferen
cian en su PM(2-3).

La clase de los FGFaestá constituida por polipépti
dos aniónicos que eluyen de columnas de afinidad de Sefarosa
heparina con 1MClNa; tienen un pI entre 5 y 7 y su PM es de
15 a 19 kDa. Se los aisla desde tejido neural e incluyen:
factor de crecimiento de células endoteliales (ECCE)aislado



de hipotálamo, GFaislado de ojo tipo II, GFaislado de reti
na. GFaislado de astroglïa tipo I y GFaislado de médula
(u). '

La otra clase de mitógenos con afinidad por la hepa
rina incluye polipéptidos catiónicos due eluyen desde las c9
lumnas de afinidad con 1.5M ClNa, tienen un DI entre 8 y 10
y un PMentre 16 y 19 kDa. Son polipéptidos similares al
FGFbque presentan diferencias en cuanto a su PM. Se distri
buyen en forma muyamplia entre distintos tipos celulares,
habiéndose logrado aislarlos desde cerebro, pituitaria, hipo
tálamo, ojo, cartílago, riñón, placenta, cuerpo lüteo, macré
fagos, células endoteliales y algunas células tumorales (5).

Las células endoteliales poseen numerosos sitios de
unión para la heparina distribuidos en la superficie de la
membranacelular. La afinidad existente entre los GFcon ag
tividad angiogénica y la heparina favorece entonces la con
centración de estos factores alrededor de la célula endote
lial.

Debe definirse aún si los FGFs forman algún tipo de
complejo intra o extracelular con el heparán sulfato y si
permanecen asociados con fragmentos de heparán sulfato des
pués de ser liberados desde la matriz extracelular. La libg
ración de FGFsasociados con el heparán sulfato, mediante
tratamiento con heparinasas,indica que la actividad heparing
sa hallada en ciertas células tumorales e inflamatorias po
ria estar involucrada en la angiogénesis.

La heparina no sólo tiene afinidad por el ECGF,sino
oue también modula sus actividades biológicas, al potenciar
la actividad mitogénica y la actividad quimiotáctica sobre



células endoteliales (6-7).

1.1.2. FACTORDE CRECIMIENTOEPIDERMICO (epidermal growth

factor: ECF): fue descripto en 1962 comoun polipép
tido capaz de estimular la apertura precoz de los párpados y
la erupción de los dientes en ratones recién nacidos; años
más tarde se reconoció su capacidad de estimular el creci
miento de varios tipos celulares en cultivo. Aunoueorigi
nalmente se lo aisló desde glándula submaxilar de ratón y
desde orina humana, los estudios de hibridización"in sitd'
demostraron nue el RNAcomplementario del ECF"probe"(lazo)
clonado, está presente en una gran variedad de tejidos (8-9)

El receptor para PGPse encuentra en varios tipos
celulares; es una proteina integral de membranade 170 kDa
con un dominio intracelular con función tirosina-quinasa. En
respuesta a la unión con el EGPel receptor es capaz de autg
fosforilarse en los residuos de tirosina. El oncogenv-erb
B codifica para un producto homólogo al receptor para EGPpg
ro que carece de dominio extracelular; esta deleción lleva
ría a una activación constitutiva del receptor, sin necesi
dad de que se produzca la unión con el ligando G').

1.1.3. FACTORESDE CRECIMIENTOTRANSFORNANTFS(transforming

growth factors: TCFs) son polipéptidos con capacidad
de conferir un fenotipo transformado a células normales. Es
ta definición llevó a1 aislamiento de entidades moleculares
que difieren en su composición, en el tipo de receptor al que



132

se unen y en la respuesta biológica que inducen (10).
Aunque los TGFSmás estudiados son los TGFalfa

(TGF-d ) v TCFBbeta (TGFlfi ), se han descripto otros facto
res transformantes, tales comoel TCP-2 oue estimula el cre
cimiento en agar blando de células BALB/c3T3 y el factor
aislado desde tejido epitelial, aue estimula el crecimiento
en agar blando de una linea de carcinoma humano y posiblemen
te actúe como un regulador autócrino , dado due las mismas
células tumorales que los producen póseen receptores para di
chos factores (11).

1.1.3.1. TGF-alfa.

Se sintetiza en tejidos embrionarios durante el de
sarrollo temprano, en células transformadas por virus y en
gran variedad de células tumorales. Juega un rol importante
en la patogenia neoolásica a través de un mecanismoregulatg
rio autócrino (12).

Las secuencias de aminoácidos del TCP-K y del EGP
poseen un 53%de homología, con una notable conservación de
los seis residuos de cisteina. La capacidad de ambos facto
res de unirse a un mismoreceptor se debería a la similitud
en 1a conformación de los puestes disulfuro (13). El EGPes
la forma adulta del TGF-o<embrionario y las moléculas tipo
EGPaisladas desde distintas lineas son en realidad TCP-K.
AmbosGFparecen ser mitógenos igualmente potentes para celu
las endoteliales in vitro. Sin embargo, cuando se compara
la actividad angiopénica in vivo, se demuestra que el TGFin
duce angiogénesis a dosis menores (0,3-1,0 mg) que el EGP
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(10 mg). Esta discrepancia en los resultados puede explicar
se suponiendo que el TGFactúa en forma cooperativa con otros
factores en la inducción de la respuesta angiogénica.(1u).

1.1.3.2. TGF-beta

Se lo aisló desde ditintos tejidos: riñón, placenta,
y células transformadas por virus. Aunoue en un primer momeg
to se lo purificó en base a su capacidad de inducir transfor
mación, se sabe ahora_oue puede activar distintas funciones
biológicas en un amplio espectro de tipos celulares (15-16).

Cuando se implanta TGF-É> en la córnea de conejos,
se observa el desarrollo de vasos sanguíneos, pero una carag
terística diferencial de este factor es la aparición de una
zona de opacidad alrededor del implanto. El exámenhistoló
gico muestra engrosamiento del estroma, deposición de colágg
no y aparición de infiltrados mononucleares.

In vitro, sin embargo, el TGF-fi inhibe el creci
miento de células endoteliales y antagoniza con el PGPen su
capacidad mitogénica sobre células de endotelio de aorta y
de capilares (17).

La ausencia de una estimulación directa de las célu
las endoteliales in vitro, junto con la actividad quimiotác
tica para monocitos y con la capacidad de estimularlos a que
secreten factores mitogénicos, sugiere que la actividad angig
génica del TGF-fi está mediada a través de la activación del
sistema monocito-macrófago (18).
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1.1.N. FACTOR DE CRECIMIENTO AISLADO DESDE PLAOUETAS (PDGF)

Generalmente los GF difunden en el medio circundan
te a través de los espacios intercelulares y actuan en forma
local. F1 plasma contiene pocos GFy aquellos que se encuen
tran en el suero derivan de las plaquetas y se liberan duran
te la coagulación. La presencia de GFen las plaquetas faci
lita su liberación hacia la zona en donde se produjo un inju
ria tisular (19). El PDGFes el mitógeno más importante de
los que se encuentran en el suero; posee además actividad
quimiotáctica sobre fibroblastos y células de músculo liso.
Aunqueoriginalmente se lo aisló desde plaquetas, en donde
se almacena en los gránulos alfa, también se demostró su sin
tesis en células endoteliales de grandes vasos y en célu
las de músculo liso de aorta.

La producción de PDGFpor parte de las células endg
teliales puede ser moduladapor varios factores exógenos.
Ciertos productos que dañan el endotelio, tales comodosis
letales de endotoxina bacteriana y ésteres de forbol, esti
mulan la síntesis de PDGF(20). La incubación de células en
doteliales con concentraciones fisiológicas de alfa-trombina,
una proteasa que está presente generalmente en los sitios de
inflamación, produce una estimulación de la síntesis de PDGF
en 2h hs. Por otro lado, la organización de la células endg
teliales en estructuras tubulares está acompañadaporlnuadig
minución en 1a exoresión de RNAmde cadena B del PDGF. La

composición del substrato también puede influenciar la pro
ducción de PDGF,el colágeno tipo I disminuye la síntesis de
este GF cuando se lo compara con substratos de fibronectina
o plástico (21).



135

1.1.5. FACTORES ANGIOGENICOS DERIVADOS DE TUMOPES

Los tumores sólidos tienen la capacidad de favore
cer el desarrollo de una red vascular desde los tejidos cir
cuandantes, gracias a 1a liberación de factores solubles con
actividad angiogénica (21).

1.1.5.1. FACTOPANGIOGENICOTUNOFAL(tumor angiogenic factor:

TAP): En 1971 Fokman demostró due los extractos tu
morales solubles son capaces de inducir la proliferación ca
pilar. Desdeestos extractos aisló el factor angiogénico tu
moral (tumor angiogenic factor, TAP), un compuesto de alto
PM(90-100 kDa), cuva naturaleza es aún poco conocida (22).

Fl empleo de un anticuerpo anti-TAP permitió demos
trar que los factores angiogénicos aislados a partir de ex
tractos y sobrenadantes de cultivo de tumores murinos y huma
nos poseen determinantes antigénicos comunes (23, 2h).

Este anticuerpo sirvió ademáspara desarrollar dos
ensayos cuantitativos de la actividad angiogénica en extrac
tos tumorales:radioinmunoensayo (FIA) y ensayo radioinmunomé
trico (RIMA). Con el empleo de estas dos técnicas se encon
tró una correlación directa entre la capacidad de un tumor
de inducir angiogénesis"in vivo"v el grado de unión al anti
suero detectado"in vitro"(25).

La preparación de columnas de afinidadcunianticuer
po anti-TAP sirvió para demostrar que la fracción activa del
TAPcorresoonde a una molécula de bajo PM(200-300 Da), ca
paz de producir neovascularización en MCAy proliferación de
células de endotelio capilar cuando se las cultiva sobre un



substrato de colágeno (26),
Fste factor angiogénico de bajo PMfue aislado tam

bién desde fuentes no tumorales, tales comoretina y fluido
sinovial (27, 28); por esta razón v para diferenciarlo del
TAP, se lo denominó factor angiogénico estimulante de las cg
lulas endoteliales<endothe1ial cell Stimulating angiogenesis
factor, FSAF). El FSA?es capaz de activar la procolagenasa
presente en el medio condicionado de fibroblastos de piel,
promoviendo la degradación de colágeno tipo I y en menor me
dida, del colágeno tipo III (29, 30).

1.1.5.2. ANGIOGENINA

La angiogenina fue la primera proteína angiogénica
aislada desde células tumorales humanas. Se la obtuvo desde
el sobrenadante de cultivo de una línea establecida de adeng
carcinoma mamario (HT-29). Su actividad biológica fue moni
toreada a lo largo del proceso de purificación con el ensayo
de MCA,siendo suficientes 0,5 mg de angiogenina para desen
cadenar un respuesta neovascular (31).

Los estudios de secuenciación demostraron que la an
giogenina está constituida por una sola cadena proteica de
123 aminoácidos con 3 puentes disulfuro. Su PMaproximado
es de 1MkDa v su pI es 9.5; esta secuencia es homóloga en
un 35%con la ribonucleasa pancreática; la similitud es más
importante alrededor del sitio activo de la enzima. Traba
jos posteriores confirmaron la actividad ribonucleasa de la
angiogenina (32, 33, 3h).



1.1.5.3. FACTORANGIOGENICOHUMANO(human angiogenic factor:
HAF): es un factor angiogéniooque se diferencia de

los factores antes descriptos en cue no tiene afinidad por
la heparina,posee un PMmayor que la angiogenina y no es IL-l
(35). Por técnicas inmunohistológicas pudo localizarse en
distintos tejidos tumorales y normales inflamatorio. Por lo
tanto, se supone oue es producido por una subpoblación de M0
inflamatorios.(36).

1.1.6. OTROS FACTORES DF CRECIMIFNTO CON ACTIVIDAD ANGIOGE

NICA. ‘

Se han aislado factores angiogénicos desde distintos
tejidos normales, de los cuales mencionaremosaquí solo los
más interesantes, sin pretender abarcar totalmente la extensa
bibliografía existente.

Las gándula submaxilares y parotídeas normales con
tienen varios GF: NCF, factor de crecimiento nervioso (nerve
growth factor, NGF), factor estimulante del mesénquina, fac
tor de diferenciación muscular, etc. Desde estas glándulas
se aisló además un factor con capacidad angiogénica en MCA,
con un PMaproximado de 80 kDa, que provoca alargamiento del
lecho vascular, con capilares delgados y células endoteliales
moderadamentehipertróficas (37).

El transplante de mesenterio en la superficie del
cerezo induce el desarrollo de numerosas conexiones vascula
res entre ambostejidos. En los extractos tisulares se de
tectó un factor lipidico con actividad angiogénica en córnea



de conejo (38).
Las células BALB/c-3T3 inducen proliferación de cg

lulas endoteliales in vitro. La purificación del factor res.
ponsable de esta actividad permitió caracterizar una molécu
la de PN aproximada a 120 kDa, de naturaleza proteica y re

sistente a la inactivación con p-mercaptoetanol, lo que la
diferencia del PGP(39).

Por otro lado la línea celular BALB/c-3T3FHH2A,que
sufre diferenciación adiposa in vitro, libera un factor angig
génico capaz de estimular la proliferación endotelial in vi
tro. Este mitógeno no es sensible al tratamiento con protea
sas y atraviesa los filtros con un corte de PMde 10 kDa; su
actividad no es eliminada por calentamiento a 60°C durante
30' o a 90°C durante 5' (HO).

Los cambiosen la vascularización del ovario son rá
pidos y profundos. En el cuerpo lüteo tiene lugar un proce
so de neovascularización notable y los datos morfológicos su
gieren oue también se produce neovascularización en el folí
culo ovárico no luteal en desarrollo. Los extractos de folí
culo entero, o de la teca (pared folicular), poseen capacidad
mitogénica y quimiocinética sobre células endoteliales in vi
tro, además de promover angiogénesis in vivo. La caracteri
zación bioquimica del factor responsable de estas activida
des revela la presencia de un polipéptido catiónico sensible
al tratamiento con calor y estable a la acción de agentes re
ductores, soluble en “0%de sulfato de amonio (H1).

Por otra parte el fluido folicular posee actividad
angiogénica"in vivo"v capacidad quüfiocinética y mitogénica
sobre células endoteliales"in vitro? Las fracciones activas
se encuentran en dos rangos de PM: entre MO y EO kDa y
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en la fracción menor a 1,5 kDa, lo que sugiere que la molécu
la activa podría ser una especie de bajo PMligado a una mo
lécula transportadora de mayor PM. Durante 1a fase folicu
lar del ciclo menstrual generalmente un solo folículo madura
y ovula en respuesta a1 aumento de gonadotrofinas. Este f9
lículo tiene una densidad de vasos muysuperior a 1a del res
to de los folículos del ovario; el aumento en 1a vasculari
zación perifolicular favorece la llegada de gonadotrofinas,
lo que resulta en la selección y mantenimiento del folículo
dominante (U2)

Desde la placenta y la membranaamniótica se aísla
ron factores mitogénicos con característica similares al EGP
y al FGF, además de otro GFactivo sobre distintos tipos cg
lulares. Entre ellos un factor con actividad angiogénica de
bajo PM, capaz de inducir neovascularización in vivo y migra
ción de células endoteliales in vitro (43).

1.2. PRODUCTOS DF DECRADACION-DEL ACIDO HIALURÓNICO

La matriz extracelular influencia la geometría, el
metabolismo y la expresión génica a través de receptores de
transmembrana y del citoesqueleto. El ácido hialurónico (HA)
es el componenteprincipal de la matriz extracelular; es un
glicosaminoglicano (GAG)de alto PM, con carga negativa cons
tituïdo por unidadesrepetitivas del disacárido N-acetil-glu
cosamina y glucuronato. Se diferencia de otros GAGsen que
no está sulfatado ni unido covalentemente a una proteína.

El HAcumple un papel importante en la embriogénesis,
en la regeneración tisular y en numerosos estados patológicos.
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Por ejemplo durante la diferenciación que tiene lugar en la
embriogénesis y en la reparación tisular, los niveles de HA
son inicialmente altos y luego disminuyen rápidamente en reg
puesta al aumento en la actividad de HAasa. Además, el tama
ño de los fragmentos de HApuede variar en el curso de la em
briogénesist

Por otra parte el HAy su productos de degradación
tienen notables efectos sobre las células endoteliales tanto
in vivo"como"in vitro? Los pacientes con cáncer, psoriasis
y artritis reumatoidea poseen niveles elevados de HAen sue
ro y los fibroblastos sinoviales activados de estos últimos
sintetizan mayores cantidades de HAde bajo PMqUe el produa
cido por células normales.

Los fragmentos de HAde u a 16 disacáridos inducen
angiogénesis in vivo y estimulan la proliferación y la migra
ción de células endoteliales in vitro, mientras que una ele
vada concentración de HAnativo inhibe la proliferación de
células endoteliales. Se demostró que los fragmentos de HA
se unen a las células endoteliales y aumentan 1a fluidez de
la membranacelular (uu).

El desarrollo vascular está entonces asociado con
un aumento en la actividad hialuronidasajluna disminución en
la concentración de ácido hialurónico.

1.3. HFPAPINA

La heparina es un glicosaminogliomu> ácido cuyo PM
varia entre 12.000 y 20.0000, compuesto por residuos de glu
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cosamina sulfatada y ácido urónico. "In vivo: se halla pre
sente comoglicoproteina en los gránulos basófilos de masto
citos y leucocitos desde los due se libera durante las reag ‘
ciones inflamatorias (HS).

La heparina estimula la locomoción de las células
endoteliales in vitro e incrementa la angiogénesis tumoral
in vivo (us, H7). En base a estos conocimientos se utilizó
heparina para potenciar la respuesta neovascular inducida
por distintos factores en MCA(QB).

1.4. PROSTAGLANDINAS

Los niveles de prostaglandina son elevados en los
tumores, en macrófagos activados, en exudados inflamatorios
y en las heridas (ug).

Las PGs de la serie E, E1 (PGEl) y E2 (PGEZ) estimu
lan la angiogénesis. La PGEltiene actividad angiogénica en
dosis de 1 mg, mientras que la PGEZes angiogénica en dosis
menores: 0;2 a 2 mg. Las PGs de otras series no son activas
en la inducción de una respuesta vascular (50).

1.5. COBRE

La observación de que el cobre promueve la neovascu
larización, llevó a pensar nue uno de los pasos iniciales de
la formación de nuevoscapilares podria consistir en la migra
ción de las células endoteliales a lo largo de un gradiente
de concentración de iones libres o acomplejados.



Para estudiar esta posibilidad, se analizó la capa
cidad de los iones cúpricos (Cu2+) para movilizar las célu
las endoteliales in vitro, demostrándose due el C12Cuy el
SOuCuincrementan la actividad migratoria de las células
cuando se agregan al medio de cultivo. Se observó además
que al menos el 95%de las células responden a la presencia‘
de iones, migrando en diferentes direcciones. Otros iones
con capacidad inductora de la migración, aunque en menor me
dida oue el Cu, son Ni v Sn; sin embargo éstos no tienen ca
pacidad mitogénica sobre células endoteliales (51).

El análisis de distintos factores angiogénicos, con
espectrometría de absorción atómica demostró que las fraccig
nes activas contienen Cu2+; la eliminación de estos iones
por pretratamiento con EDTAconduce a la desaparición de la
actividad angiogénica, la cual se reestablece por adición de
Cu2+ exógeno. Por otro lado, se demostró que la unión de
Cu2+a la molécula de heparina o a1 polipéptido glicil-L-hig
tidil-L-lisina, hace que éstos adquieran capacidad angiogéni
ca (52).

La ceruloplasmina, proteina circulante transportadg
ra de cobre, no sólo tiene actividad quimioatractante, sino
también mitogénica sobre células endoteliales en cultivo y
capacidad angiogénica in vivo. Si se prueba su acción en a
nimales previamente tratados con indometacina, conocido inhi
bidor de la síntesis de PGs, la ceruloplasmina no induce neg
vascularización (S3, SH). Cuandola córnea de conejo se tra
ta con PGEu otro efector de la angiogénesis, se observa un
incremento en los niveles de Cu2+y adquisición de actividad
Quimiotáctica para células endoteliales, previo a la apari
ción de capilares. Sin embargo, en los animales mantenidos



con dieta deplecionada en Cu2+, la PGEno tiene activ1dad
angiogénica.

1.6. ACTIVADORDFL PLASMINOGENO(plasminogen activator,
PA): es una serina proteasa que cataliza la sínte

sis de plasmina desde el plasminógeno (precursor inactivo).
Por su parte la plasmina convierte la procolagenasa (inacti
va) en colagenasa (activa). El PAestá involucrado en va
rios procesos fisiológicos due incluyen ovulación,migración
celular, diferenciación y regulación de la fibrinolisis (55).

Células endoteliales de origen bovino, secretan PA,
y esta liberación de PAse incrementa cuando las células en
doteliales responden a un estímulo angiogénico. Por lo tan
to, la secreción ce PAestá involucrada en la actividad an
giogénica (56)

1.7. FIBRINA

La fibrina actúa comoun activador de la producción
de GF y GFcon actividad angiogénica por parte de los leuco
citos, habiéndose demostrado que tanto la fibrina comosus
productos de degradación producen migración de leucocitos en
la córnea de conejo frente a un estímulo angiogénico.

ESte inlujo de células inflamatnfias está seguido“
por una intensa neovascularización y proliferación de fibro
blastos.

La deposición de fibrina se observa en la inflama
ción crónica v alrededor de los tumores invasivos. Las célu



las neoplásicas poseen tanto actividad procoagulante como
fibrinolïtica y hay evidencia de que estas propiedades son
importante en la invasión y en el proceso metastásico.

Dadooue los proauctos de degradación de la fibri
na tienen efecto en la permeabilidad vascular, en la contrag
tilidad de las células musculares y en la quimiotaxís, es
posible oue también participen en la angiogénesis (57-59).

1.8. FIBRONECTINA

La fibronectina es una glicoproteïna de alto PM
(20U kDa) presente en el plasma y en la MFC. En cultivo ac
túa aparentemente comouna proteína adhesiva, participando
en la unión de las células con su substrato. Sin embargo,
contraponiénoose a su función de proteína de anclaie, la fi
bronectina también estimula la locomoción al azar en algunas
lineas celulares y tiene una fuerte actividad quimiotáctica
sobre células endoteliales (60, 61).

La capacidad metastásica de las células tumorales
murinas se correlaciona en forma directa con su contenido en
ácido siálico,unï gangliósido que intervendrïa en la unión
de la fibronectina con la superficie celular.

La interacción entre gangliósidos y fibronectina
tiene un rol determinante en la capacidad de migración de
las células endoteliales. Se ha sugerido que la redistribu
ción de la fibronectina en la superficie celular en respues
ta a la presencia de Cu2+y el aumento en el contenido en
gangliósidos estarían relacionados con el incremento en la



movilidad del endotelio (62).

1.9. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

La estimulación de leucocitos con mitógenos induce
la secreción de proteinas inmunomoduladoras, IL-2, IPN y otros
factores entre los que se encuentra el factor necrótico tumg
ral (tumor necrosis factor, TNF). Fste factor fue identifica
do originalmente en el suero de ratones tratados con Mycobac
terium bovis (cepa Bacillus Calmette-Guerin)y endotoxina, por
su actividad-de inducir necrosis hemorrágica en sarcomas e
inhibición del crecimiento de células tumorales"in vivo"e"in
vitro?

Los leucocitos producen al menos dos tipos de factg
res citotóxicos; los macrófagos activados liberan TNF-alfa
(TMF-d) mientras que los linfocitos liberan TMF-beta (TNFfi).

Los genes que codifican para ambos factores fueron
aislados y clonados; las proteínas correspondientes se clong
ron desde Escherichia Coli determinándose que las secuencias
tienen un 50%de homología (6h).

In V1VO,el TNF-K induce la formac1ón de capilares
a muybajas dosis. In vitro estimula la quimiotaxis de las
células de endotelio capilar y la formación de estructuras
tubulares cuando se las siembra sobre un substrato de colágg
no tipo I.

En el proceso inflamatorio, el TNFa<promueve la re
paración al estimular el crecimiento de los vasos sanguíneos;
en los tumores actuarïa en dos niveles diferentes: por un la
do favoreciendo el crecimiento neoplásico a través de la ag
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tivación del proceso angiogénico, mientras cue por el otro
lado participarïa en la destrucción celular a través de un
efecto citotóxico sobre las células neoplásicas.

La respuesta vascular desencadenada por el TNF-x
está acompañadapor la aparición de inflamación cuando se
enSayan dosis altas; sin embargo a dosis menores la respues
ta es sólo angiogénica, sin infiltración leucocitaria.

El TNFtiene varios efectos sobre las células endo
teliales: induce la expresión de antígenos del complejo ma
yor de histocompatibilidad de clase 1, promuevela actividad
procoagulante y, la síntesis de IL-1 y aumenta la adhesión a
leucocitos polimorfonucleares (65, 66).

Es una citokina pleiotrópica producida por muchos
tipos de células de los cuales los más importantes son los
fagocitos monoculeares (67). Se han analizado intensamente
los efectos de la IL-1 sobre el endotelio vascular y se ha
verificado una acción inflamatoria y protrombótica en las
células endoteliales que responden al estímulo de este media
dor (68). La IL-1 altera las propiedades funcionales de
las células vasculares, incluyendo el metabolismo del ácido
araquidónico, las propiedades trombogénicas, el reclutamien
to de leucocitos y la producción de citokinas. Bs interesan
te destacar que el FGFácido, aislado de cerebro y que es
mitogénico para celulas endoteliales, posee una secuencia
homóloga con la IL-1 (69). Sin embargo, la IL-l posee una
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secuencia de aminoácidos completamente diferente al TNFy
comparte muchas de sus actividades biológicas, comopor
ejemplo la de inducir las mismas proteínas sobre la super
ficie de las células endoteliales (70).

2. INHIBIDORFS DE LA ANGIOGFNESIS

La angiogénesis o neovascularización es un complejo
proceso fisiológico oue involucra- la migración, prolifera
ción y diferenciación de las células endoteliales. Además
la neovascularización es un evento estrechamente controlado
fisiológicamente y poco se conoce sobre los mecanismos mole
culares involucrados en la regulación de la angiogénesis.
Por lo tanto, factores solubles que estimulan o inhiben even
tos individuales necesarios para el proceso de angiogénesis,
tales comola migración o proliferación de células endote
liales, pueden ser mediadores en dichos mecanismosregulatg
rios.

Gran parte de los tejidos normales contienen facto
res que promuevenla proliferación vascular. Sin embargo,
las células del endotelio capilar se encuentran en un estado
generalmente ouiescente, con la excepción de los esporádicos
eventos neovasculares que ocurren en condiciones fisiológicas
(ovulación, reparación del útero durante el período mens
trual y formación de la placenta).

¿Cómo mantienen estas células una baja velocidad
de proliferación en presencia de tantos y tan abundantes GF?
Se puede postular la existencia de mecanismos que prevengan
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la proliferación vascular en condiciones normales, pero que
puedan ser salteados o inhibidos cuando se requiera la for
mación de vasos sanguíneos, comopor eiemplo durante la rege
neración tisular.

La mayoría de los inhibidores de la neovasculariza
ción se han extraido de tejidos avasculares, por ej: cartí
lago (71), humorvitreo (72) y cristalino (73). Desafortuna
damente el estudio de estos inhibidores se limitó por el he
cho que solo muypequeñas cantidades de material biológico
puede extraerse de dichas fuentes (7M).

El sulfato de protamina, factor difusible obtenido
de cartílago es otro inhibidor de la angiogénesis pero tie
ne el inconveniente de ser tóxico en tratamientos sistémi
cos prolongados y por ello no puede ser usado como agente
antitumoral (75).

La medroxiprogesterona posee actividad inhibitoria
de las vascularización y crecimiento tumoral debido a su
capacidad anticolagenolïtica (76). Sin embargo en los tumo
res murinos estudiados en nuestro laboratorio no se observa
ron efectos de la medrox1progesterona sobre la vasculari
zación aunque sï hubo una disminución significativa en el n°
de metástasis de los ratones portadores de tumor (77).

2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORNANTE TIPO BETA (TGFfi)

¿ESTIMULADOR O INHIBIDOR DE LA-ANGIOGFNESIS?

En un principio, se lo caracterizó comouna proteina
con capacidad mitopénica y fuerte inductor de la angiogé
nesis in vivo (78). Datos actuales indican que posee un e



1MB

fecto inhibitorio del crecimiento celular (79). AdemásTGP-p
inhibe la proliferación de células de endotelio de aorta bo
vina"in vitro? pero esta inhibición es reversible ya que dei
pués de la remoción del factor, las células comienzan a pro
lirerar con la mismavelocidad oue los controles sin trata

miento (80). Comoel TGFPes auimiotrópico para los monoci
tos y éstos una vez estimulados liberan mediadores inflamatg
rios (IL-1, PDGF,FGF, TNF).se sugiere queILaactixidad angig
génica del TGF-fi in vivo estaría mediada en parte por la ag
tivación de los M0 (81).

2.2. INTERFERONES(IFNS)

Los IFNs son proteinas regulatorias que modifican u
na variedad de actividades biológicas.

Los IFNs, a diferencia de otros inhibidores de la
angiogénesis, inhiben no sólo la respuesta de las células en
doteliales, sino aue suprimen la señal iniciada por las célg
las tumorales y los linfocitos alogeneicos. Debidoa ello,
es posible que los IFNs puedan incrementar el efecto de o
tros inhibidores de la angiogénesis (83).

2.3. ESTEROIDFS ANGIOSTATICOS

Recientemente se han descubierto una nueva clase de
esteroides "angiOStáticos" que circulan en el plasma y que
poarían restringir el crecimiento de las células endoteliales
k8“).



La función de los esteroides angiOStáticos fue des
cubierta a1 realizar estudios sobre el papel de la heparina
en la angiogénesis. fh el ensayo de 1a MCA, 1a respuesta
angiogénica queda a veces enmascarada por una reacción infla
matoria. La aplicación de cortisona o hidrocortisona previg
ne la reacción inrlamatoria pero no interfiere con 1a angio
génesis inducida por la muestra.

Cuandose aplica en forma conjunta heparina e hidrg
cortisona se observa inhibición de la angiogénesis tumoral y
regresión de los capilares de MCA(85).

¿ste sinergismo es independiente de la actividad an
ticoagulante de la heparina; de hecho fragmentos de hexasacá
ridos sin actividad anticoagulante procucidos por clivaje en
zimático o pentasacáridos sintéticos de heparina son más pg
tentes que la heparina nativa.

La actividad antiangiogénica de la mezcla heparína
esterOide no está relacionada con las propiedades anti-infla
matorias (glucocorticoides) o de retención de sales (minera
locorticoides) de los corticoesteroides, ya que un estereo;
sómero biológicamente inactivo de la hidrocortisona (el 11
hidrocortisona o epicortisol) es igualmente efectivo para
provocar la regresión capilar en presencia de heparina.

La activ1dad angiostática parece estar determinada
por distintas configuraciones estructurales del núcleo preg
nano. Los grupos hidroxilo 11 y 21 pueden ser eliminados sin
pérdida signiricativa de la actividad angiostática, pero la
remoción del grupo hidroxilo-17 reduce la actividad antiangig
génica en un 76%. La reducción del anillo A (por remoción del
doble enlace H,5) aumenta 1a actividad antiangiogénica al dg



ble de la hidrocortisona.
Las MCAtratadas con una combinación de heparina y

esteroides angiOStáticos muestran fragmentación de la membra
na basal de los capilares sanguíneos; con pérdida de lamini
na y fibronecrina; la degeneración.de membranabasal está
asociada con la retracción y regresión capilar y con el redog
deamiento de las células endoteliales. La membranabasal de
los vasos mayores, del epitelio y.de los capilares que no es
tán en una etapa de creCimiento no son afectadas por el tra
tamiento (86).

Aún no está claro el mecanismo por el cual sólo la
membranabasal de los capilares en desarrollo sufre alteracig
nes, mientras oue las membranasbasales del epitelio veCino
y de los grandes vasos se mantienen intactas. En la MCAno;
mal el lecho capilar subectodérmico sufre un rápido creci
miento asociado con acumulaCión contínua de membranabasal.
Varios factores angiogénicos estimulan la producción de pro
teasas y colagenasas por parte de las células endoteliales
(87). Tambiénel crecimiento y la migración de las células
endoteliales in vitro está asociada con la degradación y la
deposición de componentes de la membranabasal (88). Esto
sugiere que el crecimiento de los capilares sanguíneos requig
re un recambio contínuo de los componentes de la membrana ba
sal; por el contrario los tejidos adyacentes son relativameg
te más estáticos.

Los esteroides angiostáticos no producen regresión
en los capilares que finalizaron su etapa de crecimiento; és
tos están rodeados por una membrana basal más gruesa que coa
tienen mayor concentración de laminina y colágeno tipo IV.



La primera acción bioquímica identificada para los esteroides
angiostáticos es la disolución de la membrana;las alteracig
nes inducidas regulan el crecimiento y la viabilidad de las
células endoteliales (89).

Los esteroides con actividad y sin actividad gluco
corticoide combinadoscon heparina previenen la angiogénesis
tumoral en MCAcuando se los administra después de la inocu
lación de las células. Por otro lado el tratamiento con una
sola dosis de esteroides con actividad glucocorticoide antes
de la implantación del tumor aumenta el número de colonias

pulmonares, mientras que el tratamiento con esteroides sin
actividad glucocorticoide no aumenta el número de metástasis.
Ambostipos de esteroides actúan sobre el crecimiento metas
tásico, aunque los esteroides con actividad glucocorticoide
afectan los pasos de la cascada metastásica que ocurren des
pués de la liberación de las células tumorales en el torrente
sanguíneo y antes cue se produzca el proceso de neovasculari
zación en el foco secundario, promoviendo la aparición de mg
tástasis. (90).

Actualmentese están estudiando sustitutos sintéti
cos de la heparina para controlar la angiogénesis. Unoligg
sacárido cíclico (tetradecasulfato de éciclodextrina) ad
ministrado junto con esteroides angiostáticos incrementa de
100-1000 veces el efecto antiangiogénico de la heparina en
la MCA(91).



3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS POR INDOMETACINA

Es un hecho conocido auelas prostaglandinas (PGs),
estan relac1onadas con la angiogénesis tumoral. El grupo de
Gullino demostró que el fluido intersticial proveniente de
un tumor es muy rico en PCSy que este tendría actividad an
giogénica similar al TAP(92). Descubrió además, Que antes
que se produzca la angiogénesis se observa una acumulación
de iones cobre v que la ceruloplasmina, proteina transporta
dora de cobre en el plasma, es angiogénica. Sin embargo
cuando se tratan los animales con indometacina, potente inhi
bidor de la síntesis de PCS, no se induce angiogénesis. Con
cluye de estas observaciones que la angiogénesis es el re
sultado final de una cascada de eventos,dos de los cuales son
la producción de PGSy la movilización de cobre en el tejido
donde ocurre la neovascularización. Más adelante se comprobó
que los inhibidores de la síntesis de PGsreducen el creci
miento tumoral al inhibir la vascularización (93).

Para determinar si las PGSstambién están involu
cradas en la angiogénesis inducida por linfocitos, probamos
el efecto de la indometacina sobre la respuesta vascular in
ducida por linfocitos estimulados por el tumor MM3.

Comolos linfocitos generalmente no producen PGS,
al ser estimulados por el tumor liberarian linfokinas, las
cuales activarian a los MQpara producir altos niveles
de PCsy asi inducir la proliferación vascular.



Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, machos o hembras de 3 a 6 me
ses de edad, de la cepa BALB/c y pertenecientes
al Bioterio del Instituto "Angel H. Roffo".

BIM

Para este estudio se emplearon tumores MM3.

Controles

Comocontrol se emplearon riñones normales de rato
nes BALB/c.

Suspensiones de células normales y tumorales.

Las suspensiones celulares se prepararon según la
técnica explicada en la sección 5,2. (Can. III)

Las células (1x106 en 0.1 ml) se inocularon en for
ma s.c. en ratones normales (portadores).
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Susoen51ónde linfocitos

A las 2h hs de la inoculación de células normales o
tumorales, los ratones portadores se sacrificaron y los bazos
se extrajeron en forma estéril.

Las supensiones de linfocitos se prepararon con la
técnica habitual y se inocularon i.d. tux106 /0.1 ml) en
los ratones receptores.

Tratamiento de los animales receptores con indometa
cina.

Stocks de Indometacina (Merck, Sharp thone) de una
concentración de 10 mg/ml en alcohol absoluto se conservaron
a -20°C. Para la administrac1ón oral de los ratones recep
tores, se diluyó 1/500 (20Jug/ml)'y se cambió 3 veces por se
mana el líouido de bebida, tomando los ratones entre u-B ml
por dia (80 a 120 pg de indometacina). El vehículo (alcohol)
se usó comocontrol diluyéndolo hasta la concentración adecua
da.

Fl tratamiento con indometacina se llevó a cabo en
los animales receptores inyectados con linfocitos de ratones
portadores de células tumorales; comenzó3 dias antes de la
inyección intradérmica y continuó hasta que los animales
fueron sacrificados. (Fig. 1).

Cuantificación de la vascularización

La densidad de vasos se cuantificó en la forma habi
tual.
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FIGURA 1: ESQUEMA DE SLIA PARA EL TRATAMIENTO CON INDOMETACINA

RECEPTOR CONTROL RECEPTOR TRATADO

TUMORMM3 (z::;:Í;Ï%

Q?
VEHICULO (alcohol) INDOMETACINA

2|+ hs

3 dlaS É 3 dlas

{í u x 106 esplenocitos/0,1ml

RESPUESTA VASCULAR POSITIVA RESPUESTA VASCULAR NEGATIVA



TABLAV.1. Efecto del tratamiento de los ratones recepto
res con indometacina sobre la re8puesta vascu
lar.

Origen de las Tratamiento de Densidad Número de
células los ratones de vasos sitios

esplénicas receptores XÏ B.S. inoculados

Ratones inocu
lados con:

Células tumorales vehiculo 3.53 Ï 0.13 11

Células tumorales indometacina 1.81 Í 0.08 15

Células normales vehículo 1.58 Ï 0.09 9

Comose observa desde los resultados expresados en
la Tabla V.1 , los linfocitos de los ratones portadores
de tumor fueron capaces de inducir una fuerte respuesta vas
cular, mientras que los linfocitos de ratones portadores de
células normales no lo hicieron (p < 0.001).

La adición de indometacina en el agua cue bebieron
los animales receptores blooueó totalmenuala fuerte respues
ta angiogénica inducida por los linfocitos de portadores de
tumor. Dado oue 1a indometacina inhibe la sintesis de PGS,
los resultados obtenidos en estos ensayos indican que en la
reacción de SLIA las PGs juegan un rol importante como media
doras de la respuesta neovascular (9h).
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Los macrófagos activados constituyen una de las fuen
tes principales de liberación de PCs; el bloqueo de la síntg
sis de PGs por tratamiento con indometacina impide la apari
ción de una respuesta angiogénica. Posiblemente entonces los
macrófagos activados induzcan neovascularización a través de
la liberación de PGs, las cuales, comoya hemos hecho refe
rencia, tienen actividad angiogénica in vivo.

3.2. INFLUENCIA DE LA SUPLEMENTACION ÜMJCOBRB EN LA DIE

TA SOBRE LA ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LINFOCITOS

La neovascularización}u1sido atribuidaeifactores sg
lubles liberados pareltumor, así comoporxnïaumentodela con
centración de iones cobre y PGE (49 , 50) . Ademásse sabe que las
sales de cobre modulanla producción de PGEy que tienen influen
cia sobre Lainmunidad humoral3zcelular (95, 96).

Por ello nos interesó determinar el efecto de las sa
les de cobre sobre la respuesta neovascular inducida por lin
focitos de portador de tumor.

Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, de la cepa BALB/cde 3 a 6 meses de edad.m
Para este estudio se emplearon tumores 813 y M3que

se inocularon s.c. mediante un trocar en ratones normales
BALB/c.
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SUSPENSION DE CELULAS ESPLENICAS. ENSAYO DE SLIA.

CUANTIFICACION DE LA VASCULARIZACION.

Se realizaron siguiendo lanmtodología ya descripta.

SUPLEMENTACION CONCOBRE EN LA DIETA

Se realizó en el agua de bebida usando 1.000 ppm de

Cu2+ (CuSOu-5H2O)en agua destilada. Los ratones control so.
lo bebieron agua bidestilada.

Los ratones donantes de células esplénicas se divi
dieron en H gruposzl) portadores de tumor con dieta normal de

2+Cu (NCu).

2) portadores de tumor con dieta suplemen
tada de Cu2+ (+Cu).

3) normales con dieta normal de (¿uz+ (NCu).
H) normales con dieta suplementada de Cu2+

(+Cu).
Los ratones portadores de tumor bebieron agua con

Cu2+durante H semanas antes del transplante tumoral y conti
nuaron hasta el día del sacrificio (total 60 días).

Las células de bazo de cada grupo anterior se inyeg
taron i.d. en 2 grupos de ratones recipientes
a) ratones cue recibieron dieta normal de Cu2+ u semanas pre

vias al ensayo de SLIA (NCu).
b) ratones que recibieron dieta suplementada de Cu2+u sema

nas previas al ensayo de SLIA.(+CÚ(Pig 2).



FIGURA 2:FSOUEMA DEL ENSAYO DE SLIA

Donante: tumor (+Cu) Tumor(NCu) N(+Cu)

Receptor: +Cu NCu +Cu NCu +Cu NCu

1°Fxperiencia: tumor M3

Resultados

TABLA V.2 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE Cu2+

N(NCu)

+Ct NCu

EN LA DIE

TA SOBRE EL ENSAYO DE SLIA.

Origen de céiulas Dieta Densidad de vasos N°de

de bazo D R Ñ Ï E.S .Sitios1noculados

1- ratón portador de M3 NCu NCu 2.85 Í 0.19** S

2- " NCu +Cu 2.29 Í U.07**# 6

3- . +Cu NCu 1.53 Í 0.13 6

u- " +Cu +Cu 1.50 ¿r 0.13 6

5 Control NCu NCu 1.56 Ï 0.07 u

6- Control NCu +Cu 1.62 Í 0.16 5

7- Control +Cu NCu 1.60 Ï 0.1“ 8

8+ Control +Cu +Cu 1.61 Ï 0.08 8



D: dador de esplenocitos
receptor de esplenocitos

¿3 p)(0.01 respecto a su control.
# p‘<0.02 del grupo 1 con respecto al grupo 2.

De los resultados de la Tabla se observa que la res
puesta vascular es positiva solo en los grupos 1 y 2 en los
cuales los ratones dadores de esplenocitos no recibieron dig
ta suplementada con Cu2+. Es interesante destacar que el el
grupo 2 donde el receptor recibió un dieta suplementada con
Cu2+la respuesta disminuyó significativamente.

La respuesta angiogénica se negativiza en los gru
pos 3 y H donde hubo suplementación de Cu2+ en los ratones da
dores.

Evidentemente existe una clara influencia de la su
plementación de Cu2+sobre la inhibición de la angiogénesis
inducida por linfocitos (97).

2° Experiencia: Tumor 813.

En esta experiencia se hace más evidente la influen
cia de la suplementación con cobre sobre el receptor de es
plenocitos.

La diferencia observada en el comportamiento de los
portadores de los tumores M3y 813 indica que mientras en el
caso del portador de M3el SLIA se inhibe totalmente cuando
el dador pertenece a1 grupo suplementado con cobre, en el ca
so del portador de 813, donde la respuesta angiogénica es mu
cho mayor, el SLIAdisminuye pero no llega a desaparecer.



TABLA V.3 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON Cu SOBRE LA

ANGIOGENBSIS

Origen de células Dieta Densidad de vasos N°

de bazo D R í + EOS. sitios
inoculados

1- ratón portador de 813 NCu NCu 3.81 + 0.25*** 12

2- NCu +Cu 3.07 + 0,H0*** 9

3- " +Cu NCu 2.35 + 0,1H* 12

u— +Cu +Cu 2.08 + 0,08*' 8

5- " NCu NCu 1 69 + 0.19 H

6- NCu +Cu 1.91 + 0,21 u

7- +Cu NCu 1 98 + 0.11 8

8- " +Cu +Cu 1 53 + 0.12 6

D: dador de esplenocitos

R: receptor de esplenoeitos

*** p (0,001 p <0,002 ú p <o,005

Conrespecto a sus respectivos controles.



Si se comparan en términos de porcentajes se encuen
tran resultados similares para el SLIA en ambos grupos, M3
y 813 en relación a la suplementación con cobre es decir dis
minuyen con el mismo patrón. (Fig. 3)

El 100% lo constituyen los grupos D (NCu)/R (NCu)
de los ratonres portadores de tumor correspondientes.

2+modularïa de algún mgDe todo esto surge que el Cu
do la respuesta de los linfocitos en el dador y por otro lado
influenciarïa sobre la sintesis de PGsen el receptor ya que
sabemos que 1a PGs están involucradas en el mecanismo de la
respuesta angiogénica.

3.3. ACCION DEL rHu-TNFd. SOBRE LA ANGIOGENBSIS

Sabemos que el TNFpresenta un comportamiento dis
tinto sobre los vasos sanguíneos tumorales y normales. En el
caso de animales con tumor se ha demostrado que el factor de
necrosis tumoral lesiona los vasos sanguíneos intratumorales.
Sin embargo en los tejidos normales desempeña un papel
fundamental en la angiogénesis. El grupo de Leibovich ha
demostrado que el TNFinduce el crecimiento de células en
doteliales normales que se reúnen para formar nuevos vasos
(66). Por otra parte el TNFde ratón como de conejo inhibe la
-proliferación de células endoteliales (65). Por ello nos
resultó interesante estudiar su acción en 1a angiogénesis ig
ducida por linfocitos.



Figura 3: VARIACION PORCENTUAL DE LA RESPUESTA NEOVASCULAR

CON EL TRATAMIENTO CON Cu2+.
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Materialesgy Métodos

Animales

Ratones endocriados, machos o hembras de 3 a 6 meses
de edad de las cepas BALB/cpertenecientes a1 Bioterio del
Instituto "A.H.Roffo"

Tumor

Para esteestudiose empleó el tumor 813 que se ino
culó por trócar en ratones normales BALB/c.

Cuantificación de la vascularización.

Se realizaron siguiendo 1a metodología ya descripta.

Factor de necrosis tumoralac , recombinante humano
(rHu-TNPK ).

El rHu-TNFK.fue provisto por Genetech Inc. Califor
nia (actividad específica 5 x 107 U/mg). Los ratones recep
tores de esplenocitos recibieron el mismodía de 1a inyección
i.d. 1) 0,1 ml de sz i.p.

2) 0,1 ml de rHu-TNFK (10.000 U) i.p.
3) 0,1 m1 de rHu-TNFK (10.000 U) i.D., H8 horas después

se repitió la mismadosis.



Resultados

TABLA V.H EFECTO ÓÉL TRATAMIENTO DE TNFCÍ SOBRE LA ANGIO

GENESIS.

Grupo Densidad de vasos N° de Sitios
X Ï B.S. inoculados

1 3.38 1- 0.16 7

2 1.67 Ï 0.12*** 10

3 1 78 + 0.1u*** 6

:‘n'n’: p < 0_001

Comose observa en la Tabla v.u los esplenocitos
de ratones portadores de tumor inducen una fuerte respuesta
vascular en los receptores que no recibieron tratamiento
(grupo 1). Esta fuerte respuesta angiogénica fue totalmente
inhibida cuando los ratones receptores reciben 1 o 2 dosis
de TNFK (grupo 2 y 3).

Por lo tanto, de estos resultados concluimos que el
rHu-TNFO< intervendría bloqueando 1a neovascularización in
ducida por los linfocitos de ratones portadores de tumor (98)
Además en experiencias en marcha, observamos oue el TNF indu
ce una fuerte respuesta angiopénica cuando se inyecta i.d.
pero cuando los linfocitos se incuban con TNF l (previamen
te lavados)yse inoculan i.d. no se puededetectar respuesta
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neovascular. Esto indicarïa que la inhibición de SLIApodria
deberse a un efecto directo del TNF0<sobre los linfocitos T
activados.

3.“. COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR Y SLIA

Las células adherentesdepositan en cultivo una ma
triz extracelular (MF)que está formada por proteínas de
distinto tipo: colágenos, laminina y fibronectina y glicosa
minoglicanos. La composición de la MEdepende del tipo<de cg
lulas y del grado de diferenciación (9h). Las células tumo
rales degradan membranasbasales para invadir los tejidos y
de esta manera se produce liberación de fibronectina (FN) y
fragmentos de esta glicoproteína adhesiva . Estos fragmentos
de FNserian potenciales marcadores tumorales con actividad
transformante aunque los estudios que han tratado de corre
lacionar la pérdida de FNde la matriz pericelular con la
tumoregenicidad y metástasis, no siempre han dado resulta
dos satisfactorios (100).

Por otra parte, contraponiéndose a su' función de
proteína de anclaje, la FNtiene una fuerte actividad qui
miotáctica sobre células endoteliales (61).

En este trabajo, estudiamos los efectos de la FNy
algunos de sus fragmentos sobre la angiogénesis.



Materiales y Métodos

Ratones endocriados, de la cepa BALB/c de 3 a E me
ses de edad, machospertenecientes al Bioterio del Instituto
"A.H. Poffo".

Tumor

Para este estudio se empleó tumor 813 inoculado s.c.
por trócar en ratones BALB/c.

Pretratamiento de esplenocitos normalesy deportador
de tumor.

A las 2h hs de portación de tumor, los ratones se
sacrificaron y los bazos se extrajeron en forma estéril.

Se prepararon tanto suspensiones de esplenocitos nor
males comode portadores de tumor;60 x 106 linfocitos fueron
incubados durante 50' a 37°C con 1 ml de medio que contenía:
1) FN humana grado analítico (SEPVA).
2) Fragmento de PN; tetrapéptido (GRGD)(Gly-Arg-Gly-Asp)

(SIGMA).

Fragmento de FN: pentapéptido GRGDS(Gly-Arg-Gly-Asp-Ser)
(SIGMA). '

u) Colágeno tipo IV (SIGMA).
S) Medio de cultivo.

3 V

Las proteínas se ensayaron a SO-lSOlpg/ml .
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Luego de la incubación, se centrífuga y lava con mg
dio. Finalmente se lleva a una concentración de H0 x 106
cel/m1 para realizar el ensayo de SLIA.

Ensayo de SLIA. Cuantificación de la vascularización

Se realizó con 1a metodología ya descripta.

Resultados

TABLA V.5. ENSAYO DE SLIA CON LINFOCITOS NORMALES TRATADOS

CON COMPONENTES DE LA ME.

Tratamiento de esplenocitos Densidad de vasos N°de sitios
normales X j E.S. inoculados

a
1) EN 1.50 Ï 0,00b 8

1,50 Í 0,20 7
a

2) Tetrapéptido 1'62 Í Ososb 8
1,55 Í 0,10 a

a
3) Pentapéptido 1’69 Í oalob 3

1,70 i 0,20 a
a

H) Colágeno 1’70 Ï 0,30b 9
1,59 Í 0,07 5

a
5) Medio de Cultivo 1,6“ Ï angb 8

1,69 ¿r 0,08 e

a: 50,ug/ml b: 1501gg/m1.
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En la Tabla V.5. observamos que el tratamiento
in vitro de esplenocitos normales con FN, fragmentos de FN
v colágeno mammfifrxïxlaangiogénesis normal, ya que los va
lores de densidad de vasos no difieren del grupo control.
Por lo tanto en el ensayo de SLIA, estos péptidos no son in
ductores de angiogénesis.

TABLA V.6 ENSAYO DE SLIA CON LINFOCITOS DE PORTADOR DE

TUMOR TRATADOS CON COMPONENTES DE LA ME

Tratamiento de esplenocitos Densidad de vasos N°de sitios
de portador de tumora X + E.S. inoculados

1) 1-0.099322? 5

2) Tetra 1,59 Í o,11*=’=* 5

3) Penta 2,87 Ï 0,17 6

u) Colágeno 2,H0 Í 0,21 u

5) Medio de Cultivo 2,82 Í 0,12 6

a: 50 ¡Lg/ml
J. o. J.¡y ¡s ¡u p<<0,001 con respecto al control (grupo S).

Los resultados de 1a Tabla v.6 muestran oue la

FNy el tetrapéptido utilizado inhiben la angiogénesis media
da por linfocitos (101). Esto en parte estaria de acuerdo
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con otros trabajos en los cuales tanto la FN comofragmentos
derivados de ella actuarían inhibiendo las metástasis experi
mentales (102). Nosotros demostramos anteriormente una co
rrelación directa entre angiogénesis y capacidad metastásica
(103) y sabemos cue el proceso metastásico necesita del feng
menode angiogénesis para permitir la salida de células ha
cia lugares distantes. Por ello puede ser que esta inhibi
ción de la respuesta vascular sea uno de los mecanismos por
los cuales se inhiben las metástasis. Porqué el pentapépti
do no posee el mismo efecto es un punto a dilucidarspero
posiblemente adopte una configuración diferente que le impi
de bloquear la respuesta.
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1. PROCESO ANGIOGENICO

La proliferación vascular constituye un proceso ng
cesario para el crecimiento normal de los tejidos. En el
adulto, la angiogénesis ocurre durante períodos relativamen
te breves y muybien regulados. Por el contrario, la angio
génesis en condiciones patológicas evade los mecanismos de
control hasta formar una red vascular anormal que frecuente
mente agrava la evoluCión del cuadro clínico.

Cualquiera sea el estímulo que desencadena la res
puesta vascular, las células endoteliales parecen tener un
programa específico de proliferación, que se cumple según
una secuencia ordenada y lleva a la formación de nuevos va
sos sanguíneos.

El crecimiento de un tumor depende de una adecuada
vascularización ya que la mismano solo facilita su desarro
llo, sino que ademásacelera la diseminación celular. Dicha
neovascularización ha sido atribuida en realidad, a factores
solubles liberados por el tumor.

Por otra parte, las células del sistema inmune par
ticipan activamente en el desarrollo de la respuesta vascular.
Se ha demostrado que factores solubles liberados desde linfg
citos,macrófagos, mastocitos y neutrófilos poseen actividad
angiogénica.

Si bien en un principio se pensó que la angiogéne
sis resulta de 1a acción de un factor soluble sobre un tipo
celular específico (endotelio) hoy se sabe que en la inicia
ción del proceso de neovascularización intervienen múltiples
factores que actúan en diferentes niveles y desencadenan la
proliferación de los vasos sanguíneos. La neovascularización
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se activa por estímulos diversos, comolos cambios metabóli
cos producidos en la diabetes, los productos de reacciones
inflamatorias, la baja-concentración de oxígeno, la disminu
ción del pHen la cicatrización de heridas y en general los
distintos factores angiogénicos liberados tanto desde teji
dos normales comodesde células tumorales.

Los estudios realizados en esta Tesis apuntaron a
dilucidar en parte los mecanismos implicados en la angiogéng
sis y a analizar la modulaciónde la respuesta vascular por
medio de modificadores biológicos. Comoel proceso de neo
vascularización es uno de los tantos eventos que intervienen
en la cascada metastáSica, conocer a fondo este proceso, e
interferir en él,es una de las búsqueadas necesarias para pg
der inhibir el desarrollo tumoral.

2. APORTES DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS AL ESTUDIO DE

LA ANGIOGENESIS

2.1. ANGIOGENESIS TUMORAL

Demostramos que dos andenocarcinomas mamarios murinos
(M3y MMB)y las metástasis pulmonares respectivas, son fuer
tes inductores de angiogénesis mediante una técnica de eva
luación sencilla in vivo. Aunquela técnica utilizada, ensa
yo de actividad angiogénica en MCA,es meramente cualitati
va, la respuesta vascular observada alrededor del implanto
tumoral indicó la existencia de una notable actividad induc
tora de angiogénesis en todos los tumores estudiados.

Una vez comprobadala existencia de actividad angig
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génica tanto en los tumores primarios comoen las metástasis
pulmonares respectivas3 nos abocamos al aislamiento de la
fracción responsable de la actividad angiogénica. A lo
largo del proceso de extracción se probaron las distintas
fracciones sobre MCA. Pudimos demostrar que la fracción ci
toplasmática correspondiente a un PMaproximado de 90 kDa es
la única capaz de inducir angiogénesis en MCA.

2.2. ANGIOGENESIS LINFOCITARIA

Fue muyinteresante comprobar que los linfocitos es
tán involucrados en el desarrollo vascular de los tumores.
Para ello, establecimos un nuevo modelo de evaluación de la
respuesta vascular.

Sabíamosque sólo los linfocitos alo o semialogenei
cos producen actividad angiogénica cuando se inoculan i.d.
en la piel de un ratón y que esta respuesta es mayor, cuanto
mayor es ladiferencia en el CMH(H-2). Supusimos que los
linfocitos de un portador de tumor debían estar activados pa
ra la respuesta vascular y para comprobarlo los inyectamos en
ratones singeneicos. Estos últimos no pueden activar a los
linfocitos dadores de la mismacepa, ya que no existen dife
rencias en el H-2. Los resultados de estos estudios, demos
traron que los linfocitos singeneicos al ser estimulados por
el tumor, producen un fuerte respuesta vascular en ratones
normales.

Bstablecimos, asi, un nuevo modelo de evaluación
cuantitativa de la angiogénesis, que denominamossyngeneic
lymphocyte-induced angiogénesis (SLIA).



Posteriormente, realizamos la reacción de SLIAen
distintos tiempos de portación de tumorzdesde las 2k hs de
realizado el transplante hasta los 30 días de portación, con
el fin de estudiar si existían variaciones en la respues vas
cular. Comola respuesta angiogénica se mantuvo constante a
lo largo del crecimiento del tumor los estudios posteriores
se efectuaron a las 2H-H8hs de portación.

El modelo experimental obtenido por el Dr. Colombo,
en el Instituto de Oncología "A.H.Roffo" resultó muyútil pa
ra estudiar los distintos mecanismosrelacionados con la api
rición y desarrollo de las metástasis. Nos pareció intere
sante estudiar si la Capacidad metastásica de los tumores M3
y MM3se podia correlacionar en forma directa, con la activi
dad angiogénica inducida por los linfocitos estimulados.

Las células metastásicasson capaces de desprenderse
desde el tumor primario, invadir los tejidos adyacentes, al
canzar el torrente sanguíneo o los vasos linfáticos que las
transportan en general hacia zonas distantes y formar focos
de crecimiento secundario. La sobrevida de las células des
pués de haber entrado en la circulación depende de la capaci
dad de invadir o extravasar el endotelio capilar y establecer
un lecho vascular adecuadopara la proliferación celular;
los factores que promuevenla vascularización favorecerán
entonces tanto el desarrollo del tumor primario comola dis
persión de las células metastásicas en el torrente sanguíneo
y el establecimiento de un nuevo foco de crecimiento tumoral.
Para estudiar los distintos factores involucrados en este
proceso, resulta apropiado comparar el comportamiento de un
tumor altamente metastásico con el tumor de origen, de baja
capacidad metastásica.



Los resultados obtenidos sugieren que en este modelo
el proceso metastásico podría ser facilitado por los linfo
citos estimulados, los'cuales actuarían sinergicamente con
las células tumorales promoviendoel desarrollo del lecho vas
cular.

Una vez comprobado que los linfocitos estimulados
por células tumorales son capaces de inducir angiogénesis,
quedaba aún por estudiar si esta activación se producía exclu
sivamente por las células tumorales o bien si cualquier esti
mulo antigénico era capaz de desencadenar una reacción neovas
cular en el sistema de SLIA. Para responder a esta pregunta
inoculamos distintos tipos de estímulos antigénicos en los
ratones portadores y ensayamosla actividad en los linfocitos
en ratones normales, demostrando que no se poduce respuesta
angiogénica aún cuando se inoculen antígenos xenogeneicos.
Estos resultados indican que la inducción de una respuesta
vascular desde linfocitos activados es un proceso altamente
específico, que podría estar mediado por antígenos tumorales
que se encontrarímiausentes en células normales, tanto adul
tas comoembrionarias.

Para determinar cual es el mecanismode activación
de los linfocitos ante la presencia de células tumorales, fi
jamos células MM3con un tratamiento suave con formol. Los
estudios de inmunización han demostrado que las células tu
morales formolizadas retienen sus características de membrana
y su antigenicidad, son relativamente fáciles de preparar y
pueden mantenerse sin alteraciones durante varios meses. Al
ensayar dichas células en la reacción de SLIA pudimos compro
bar que la respuesta vascular se mantenía en los mismosvalg
res que los controles sin tratamiento, lo que nos indicó que



la estimulación de los linfocitos se produce por componentes
de la membranacelular y no a través de factores solubles li
berados desde la célula tumoral.

2.3. ACTIVIDAD ANGIOGBNICA DE FACTORES ESPLENICOS. POBLA

CIONES CELULARES.

Nuestros resultados indican que los linfocitos esti
mulados por el tumor liberan factores solubles con actividad
angiogénica. Por otro lado observamos una fuerte correlación
entre actividad angiogénica y la exacerbación del creci
miento tumoral del medio condicionado de esplenocitos de
portadores y ex-portadores de tumor.

Para determinar cual es la población esplénica que
se activa en presencia del tumor deplecionamos de células T
con un Ac. anti-Thy 1.2 o enriquecimos en células T por frag
cionamiento a través de columna de nylon. Corroboramos que
la población T es la responsable del SLIAutilizando ratones
atímicos portadores de tumor.

La depleción de M0con carrageenan, inhibe comple
tamente el desarrollo de una respuesta angiogénica en los
animales receptores de los LT. Esto indica que los M0ac
túan comomediadores del mecanismo de angiogénesis posiblemeg
te al activarse con los factores solubles liberados desde los
linfocitos.



2.4. MODULADORES DE LA RESPUESTA ANGIOGENICA

Una vez que determinamos que los M0constituían una
de las células mediadoras de la angiogénesis nos interasó
saber si las PGs, producidas por los mismos, están involucra
das en 1a respuesta vascular. Probamos, entonces, el efecto
de un conocido inhibidor de la sintesis de PGs en los ratones
receptores de linfocitos estimulados por tumor y observamos
el bloqueo de la respuesta vascular. Debidoa ello, conclui
mos que los M0activados liberan PGs las cuales inducen la
proliferación de las células endoteliales y la aparición de
la angiogénesis.

Comolos iones Cu2+ estimulan la migración de las
células endoteliales, modulan la producción de PGEy actúan
sobre la respuesta inmune, estudiamos el efecto de una die
ta suplmentada con Cu2+ en el SLIA. De nuestro resultados
surge que el Cu2+ modula de algún modo la respuesta de los
linfocitos ya que la angiogénesis se inhibió.

Otro intermediario liberado por los MQ,el TNFac
túa comomediadoríleiotrópico con interesantes efectos so
bre la citotoxicidad tumoral, la angiogénesis y las reacciones
inmunológicas. Este factor cuando se inyecta directamente en
la piel posee actividad angiogénica "in vivo" y un efecto an
timitogénico sobre la proliferación de células endoteliales
"in vitro".

Contrariamente a los efectos descriptos in vivo no
sotros demostramos que el TNFo<bloquea totalmente la res
puesta angiogénica seguramente a traves de una acción directa
sobre los LT activados. Esta conclusión se debe a que la inhi
bición de la neovascularización se produjo tanto cuando el



tratamiento se realizó sobre los ratones receptores comocuan
do se hizo sobre los linfocitos inoculados.

La fibronectina es una de las moléculas de adhesión
mejor caracterizada con respecto al comportamiento del endo
telio frente a un estimulo angiogénico.

La caracteristica de la FNde ser una proteína mul
tifuncional deriva de sus diversos dominios que le permiten
tener múltiples interacciones y de su susceptibilidad a protea
sas que la reducen a péptidos activos con un efecto regulatg
rio sobre la FNintacta.

Las células tumorales degradan membranas basales pa
ra poder invadir los tejidos, de esa maneraprovocan libera
ción de FNy fragmentos de esta glic0proteína En un princi
pio pensamos que estos fragmentos podian inducir un aumento
de la respuesta angiogénica, estimulando la movilización
del endotelio capilar (teniendo en cuenta su actividad hapotág
tica sobre las células endoteliales). Sin embargoobservamos
que el tratamiento con FNo su fragmento sobre linfocitos no
estimulados por tumor, no modifica la vascularización que nor
malmentepresenta la piel del ratón.

Evidentemente, los linfocitos tratados in vitro con
estos péptidos no se activan para la respuesta neovascular.

Comoya demostramos, es posible correlacionar la acti
vidad angiogénica con la capacidad metastásica. Considerando
que la FNy fragmentos derivados de ella pueden inhibir las
metástasis experimentales, nos propusimosestudiar si esta in
hibición se realiza también a través de la respuesta neovascu
lar producida por linfocitos activados.

Los experimentos realizados nos permiten concluir
que, entre los componentesdela matriz extracelular estudiados,
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la FNy un tetrapéptido derivado de ella inhiben la angiogéng
sis.

Posiblemente,-este bloqueo de la respuesta vascular
sea una explicación de la inhibición de metástasis experimen
tales por PNy los péptidos derivados de ella.

Concluimos que la formación de un tumor requiere ade
más de la multiplicación de la población celular patológica,
la presencia de una gran extensión de red vascular. Esta neo
vascularización es inducida directamente por factores tumora
les e indirectamente por factores provenientes del sistema
inmune a través de mecanismos complejos que involucran parti
cularmente al M0. Gracias a la acción de iones metálicos,
glicoproteinas de adhesión y modificadores biológicos de la
respuesta inmune pudimos bloquear el proceso angiogénico, paso
importante en la modulación de la respuesta vascular.

i.Ï.L¿ oziijz
DIRECTORA ¡'“.AUTORA ,
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