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RESUMEN. La terapia antiangiogénica se basa en estrategias moleculares que intentan

bloquear la neovascularización tumoral y así detener la progresión de la masa neoplásica.

Las células endoteliales suelen responder al estímulo estrogénico. La angiogénesis implica la

proliferación del endotelio junto a la remodelación de la matriz extracelular, donde

participan, las metaloproteinasas (MMPs) y sus inhibidores (TlMPs). En el presente trabajo

se investigaron los posibles mecanismos antiangiogénicos del potente antiestrógeno

nafoxidina y el intrincado papel del TlMP-l en la vascularización y progrésión tumoral. Se

encontró que el tratamiento in vitro de células endoteliales humanas de vena umbilical

(l-IUVEC) con dosis no citotóxicas de nafoxidina disminuye de manera dosis-dependiente la

proliferación. Nafoxidina redujo también la adhesión, la capacidad de extensión sobre el

sustrato y la migración de las células endoteliales, e indujo un aumento en la activación de la

MMP-2 y en la secreción de TIMP-l. Además, inhibió significativamente la invasión y la

formación de cordones endoteliales sobre Matrigel. La acción antiangiogénica de nafoxidina

podría asociarse a acciones indirectas, mediadas a través del aumento del TlMP-l, como

también a efectos directos del antiestrógeno sobre las células HUVEC. Los cotratamientos

in vitro con nafoxidina y el éster de forbol PMA indicaron que la acción antiangiogénica

podría estar relacionada con la inhibición de vías de señalización intracelular dependientes de

la proteína quinasa C. El cotratamiento con el inhibidor de fosfodiesterasas ¡BMX y el

derivado de CAMP dbcAMP sugirieron la participación de múltiples vías de señales en la

acción antiangiogénica de nafoxidina. Otros ensayos in vitro con el inhibidor de fosfolipasa

D n-butanol, el ionósforo A23 | 87 y el bloqueante de canales de calcio verapamilo indicaron

la importancia de estas vías de señales en la formación de capilares endoteliales. Finalmente,

se exploraron in vivo los efectos de nafoxidina y TlMP-l, empleando un modelo singénico

de carcinoma mamario en ratones BALB/c y un melanoma murino inoculado en hídridos

C57BL/6j-CBA transgénicos que sobrexpresan TlMP-l humano en hígado y lo vuelcan a la

circulación. Los datos obtenidos en animales ratifican Ia complejidad de los mecanismos

regulatorios que operan in vivo durante la vascularización tumoral y diseminación

metastásica. Este trabajo aporta elementos útiles para el futuro diseño de ensayos clínicos

con nuevos agentes antiangiogénicos para el tratamiento del cáncer.

PALABRAS CIA VE. Angiogénesis, metástasis, TlMP-l, antiestrógenos, señalización



ABSTRACT. Antiangiogeníc therapies use molecular strategies to block tumor

neovascularization and arrest neoplasic progression. Endothelial cells respond to estrogenic

stimulation. Angiogenesis involves endothelial cell proliferatíon and extracellular matrix

remodeling, in which take part metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TlMPs). In

this present study it was investigated the potential antiangiogenic mechanisms of the

antiestrogen nafoxidine and the intrincate role of TlMP-l in vascularization and tumor

progression. lt was found that teatment in vitro with non citotoxic doses on human umbilical

veín endothelial cells (HUVEC) decreased endothelial growth in a dose manner dependent.

Nafoxidine reduced adhesion, spreading and migration of endothelial cells and induced an

increment in MMP-2 activation and TlMP-l secretion. Invasion and endothelial tube

formation on Matrigel were inhibited. Antiangiogenic effect of nafoxidine could be associate

with indirect actions, medíated by TlMP-l increment, or also with direct effects of the

antiestrogen on HUVEC. In vitro cotreatments with nafoxidine and phorbol ester PMA

indicated that antiangiogenic action could be related with inhibition of PKC intracellular

signalling pathways. Cotratments with phosphodiesterases inhibitor lBMX and cAMP

derivative dbcAMP suggested the involvement of multiple signalling pathways. Other in

vitro assays with phospholipase D inhibitor n-butanol, ionosphore A23l87 and L-type Ca2+

channels blocker veraparnil indicated that their pathways are important in endothelial tube

formation. Finally, it was investigated the in vivo effects of nafoxidine and TlMP-l, using a

murine mammary carcinoma in BALB/c mice and a murine melanoma inoculated in hybrid

C57BL/6j-CBA transgenic mice that overexpress human TlMP-l in liver and overtum it at

circulation. The results in animals ratil'y the complexity of regulating mechanisms that act in

vivo during tumor vascularization and metastatic dissemination. The present study supplies

useful elements to fiJture clinic trials designs with new antiangiogenic agents for cancer

treatment.

KEY WORDS. Angiogenesis, metastasis, TlMP-l, antiestrogens, cell signalling



OBJETIVOSESPECIFICOS

o Analizar la acción del antiestrógeno nafoxidína sobre la

angiogénesis in vitro en el modelo de células endoteliales humanas de

vena umbilical (HUVEC). Estudiar el efecto'de la droga sobre la

proliferación de las células endoteliales, los procesos de adhesión y

spreading y la protéolisis endotelial. Además, evaluar cómo afecta la

nafoxidína la migración e invasión celular y valorar la capacidad

antiangioge'nica de la nafoxidína en ensayos de angiogénesis in vitro que

evalúan la formación de túbulos endoteliales.

o Caracterizar mecanismos antiangiogénicos in vitro desencadenados

por el antiestrógeno nafoxidína y el inhibidor proteásico TIMP-l.

Identificar vías de señalización involucradas en el proceso. Valorar el

efecto del TIMP-l sobre el crecimiento, adhesión e invasión de células

endoteliales.

o Estudiar la modulación de la angiogénesis in vivo. Probar el efecto

de la nafoxidína en ensayos de angiogénesis sobre extractos de membrana

basal y en ensayos de angiogénesis inducida por células de carcinoma

mamario F3II en ratones singénicos. Evaluar el crecimiento y la

neovascularización del melanoma B16 en ratones transgénicos que

sobrexpresan TlMP-l humano circulante.



PARTE I

INTRODUCCION



Capítulo I:

Angiogénesis normal y patológica



La analogía descripta por Leonardo da Vinci en el año 1508 entre la

botánica y la biología vascular se encuentra en su obra “Anatomía del hombre: el

sistema cardiovascular”. Fue uno de los primeros en describir en detalle el

sistema cardiovascular y proponía que los vasos sanguíneos se desarrollaban

como un árbol a partir de una semilla (el corazón) mediante el brote de raíces (la

malla capilar del hígado) y un tronco con ramas grandes (la aorta y las arterias).

La analogía es válida, aunque los brotes del árbol vascular se conforman en

realidad durante el desarrollo embrionario, incluso antes de que el corazón

comience a latir (Risau, 1997).

También los estudios de Malphigi realizados sobre la separación de la

sangre de los tejidos aportó la idea de la existencia de una red de vasos

sanguíneos. En 1628, William Harvey describió por primera vez la circulación

sanguínea. En los 18005 von Reckingausen estableció que las venas no eran

meramente finos túneles rodeados por tejidos sino que estaban rellenos por

células. Starling en 1896 propuso la ley de intercambio capilar y con eso se

solidificó la idea que el endotelio es una barrera física selectiva pero estática.

El endotelio fue considerado durante mucho tiempo un elemento casi

inerte, encargado de una fimción meramente estructural revistiendo la superficie

interna del árbol vascular. Los experimentos de microscopía electrónica de la

pared de las venas realizados por Palade en 1953 y los estudios fisiológicos de

Gowan en 1959 describiendo la interacción entre los leucocitos y el endotelio

llevaron junto a numerosos trabajos a la idea actual que el endotelio es un órgano

dinámico, heterogéneo y diseminado con fiJnciones vitales secretorias, sintéticas,

metabólicas e inmunológicas. Se comprobó que las células endoteliales eran muy

dinámicas y que poseían la capacidad de adaptarse respondiendo a los

requerimientos del microambiente tisular (Cines et aL, 1998). En los últimos

años, los avances en materia de biología vascular han revolucionado la

concepción de la patogenia de muchas enfermedades, incluyendo al cáncer, y esta

revolución comienza a insinuarse en la práctica médica.



La formación de nuevas estructuras vasculares a partir de un lecho

vascular existente -conocida como angiogénesis- es un proceso complejo que

comprende la proliferación de las células endoteliales, la digestión proteolítica de

las matrices tisulares, la migración de las células endoteliales y la diferenciación

en capilares funcionales. En condiciones normales, ocurre solamente durante el

desarrollo embrionario, el ciclo reproductivo femenino, la inflamación crónica y

la reparación de heridas. Normalmente, la angiogénesis está altamente regulada,

se activa por períodos cortos (días) y luego se inhibe completamente. En

condiciones patológicas, como en el crecimiento maligno, la aterosclerosis y la

retinopatía diabética se observa una angiogénesis persistente debida al desbalance

entre las señales regulatorias positivas y negativas que controlan el proceso

(Malonne et aL, 1999).

Existen al menos dos procesos para el desarrollo de árbol vascular. En la

vasculogénesis una red primaria vascular es establecida durante la embriogénesis

por la diferenciación in situ de hemangioblastos, los cuales son progenitores

bipotenciales para tanto el linaje endotelial como para el hematopoyético. En la

angiogénesis los vasos preexistentes, tanto en el embrión como en el adulto,

proyectan brotes capilares para producir nuevos vasos. Los capilares sanguíneos

consisten en células endoteliales y pericitos. Estos dos tipos celulares tienen la

información genética para formar túbulos, ramas y la mayoría de las redes

capilares. Generalmente, los capilares no aumentan de tamaño ni número, porque

las células endoteliales que recubren los delgados tubos no se dividen.

Ocasionalmente, durante la menstruación o cuando un tejido es dañado, los vasos

comienzan a crecer rápidamente. El proceso de angiogénesis o

neovascularización es típicamente de vida corta y se termina después de una o

dos semanas. El recambio de células endoteliales dura miles de días, mientras

que durante el proceso de proliferación rápida el recambio es de 5 días (Folkman

& Shing, 1992).

En los capilares maduros, no en crecimiento, las paredes de los vasos están

compuestas por células endoteliales cubriendo una membrana basal y una capa de

pericitos que parcialmente rodean al endotelio. Los pericitos se encuentran en la



misma membrana basal que las células endoteliales y ocasionalmente entran en

contacto con ellas (Figura 1.1).

células endoteliales (EC)

contacto entre
ECyP

pericitos (P)
rodeando a1endotelio membrana basal

Figura 1.1. Esquema de un capilar maduro

Los factores angiogénicos se pegan a los receptores endoteliales e inician

la secuencia de angiogénesis. Cuando las células endoteliales son estimuladas

para crecer, secretan proteasas que digieren la membrana basal que circunda al

vaso. Se alteran las uniones entre las células endoteliales, las proyecciones

celulares pasan a través del espacio creado, y otra vez se forman brotes creciendo

hacia la fuente de estímulos (Figura 1.2).



proyecciones celulares

Q Factores
/ angiogénicos4W

Figura 1.2. Inicio del proceso de brotación vascular

El continuo crecimiento capilar en forma de brotes depende de varios

procesos: el estímulo para el crecimiento (factores angiogénicos, hipoxia, etc.)

debe ser mantenido; las células endoteliales deben secretar las proteasas

requeridas para degradar el tejido adyacente; las mismas células deben ser

capaces de moverse y migrar; y debe existir división de las células endoteliales

para proveer la cantidad necesaria de células, éstas se ubican al costado del frente

de brotación. En la cercanía de la línea de brotación las células se unen para

formar un loop capilar el cual luego madura en una vena como la que le dio

origen (Figura 1.3).

brote
vascular

ECmigrando 62 i“¿a , división

degradaciónde la; W delasEC
la membranabasa a \‘ d,

fi h
s 3A A(¿É-¿AW

Figura 1.3. Crecimiento capilar a partir del frente de brotación
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Las células endoteliales recubren los vasos sanguíneos en todos los

órganos y regulan el flujo de los nutrientes, de diversas moléculas biológicamente

activas y de las mismas células sanguíneas. El endotelio desempeña un rol

importante en la regulación del flujo sanguíneo. En parte, esto resulta de la

capacidad de las células endoteliales quiescentes de generar una superficie

antitrombótica activa que facilita el tránsito del plasma y de los constituyentes

celulares a través de la vasculatura. Perturbaciones, como las que ocurren en los

sitios de inflamación interrumpen estas actividades e inducen a las células

endoteliales a crear un microambiente protrombótico y antifibrinolítico. El

endotelio cumple un rol fundamental en el proceso de coagulación, regulando la

homeostasia y la trombosis. Los factores almacenados y secretados por las

células endoteliales afectan la función de las plaquetas, también se producen

factores que influencian en el estado flbrinolítico de la vasculatura y sustancias

vasomotoras.

El flujo sanguíneo es también regulado, en parte, por la secreción e

incorporación de sustancias vasoactivas del endotelio que actúan de manera

parácrina para la constricción y dilatación específica de lechos vasculares en

respuesta a estímulos como una endotoxina.

La angiogénesis en el embrión y en la vida adulta

En el embrión en desarrollo, los vasos sanguíneos primitivos y los

primeros plexos vasculares se generan en el mesodenno, a partir de los

angioblastos (Risau, 1997). Distintos factores inductores pertenecientes a la

familia del FGF (fibroblast growth factor) son indispensables tanto para el

proceso de vasculogénesis, como para la aparición de las primeras células

hematopoyéticas. Otro factor de crecimiento, el VEGF (vascular endothelial

growth factor), es uno de los más importantes en la angiogénesis temprana. Se

conoce que los ratones transgénicos que carecen de una copia del gen del VEGF

mueren durante la vida intrauterina, debido a una angiogénesis aberrante en el



ll

saco vitelino y en el propio embrión. De la misma forma, se reportaron

alteraciones de relevancia en la hematopoyesis y angiogénesis en ratones carentes

de receptores de este factor de crecimiento.

Recapitulando, la formación de vasos sanguíneos puede seguir dos

mecanismos celulares diferentes, por gemación (formación de pequeños brotes

que se ramifican) o por fisión (segmentación transcapilar de vasos preexistentes).

La gemación de vasos sanguíneos es característica de la angiogénesis más

temprana, particularmente durante la organogénesis. El sistema vascular se

remodela activamente durante el desarrollo embrionario para generar vasos de

diferente calibre y, en la vida adulta, posee una gran capacidad de adaptación. La

remodelación y maduración del árbol vascular se compara a una poda, donde se

eliminan estructuras vasculares innecesarias. En este proceso, el VEGF protege a

las células endoteliales y promueve la supervivencia de los vasos útiles. Además,

el TGF-B (transforming growth factor-fl) es muy importante para un apropiado

desarrollo del sistema vascular embrionario y para su mantenimiento durante la

vida adulta. La pérdida de la expresión de TGF-B es responsable de la aparición

de telangiectasias, una malformación asociada a ciertos defectos en la

maduración y remodelación vasculares. Otro factor de crecimiento, el PDGF

(platelet-derived growth factor), se relaciona también con la maduración y la

respuesta adaptativa del árbol vascular.

Tabla“. Principales factoresde crecimientoque estimulan la angiogénesis

Nombre del factor Sigla

Factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF

Factor de crecimiento fibroblástico básico bFGF

Factor de crecimiento derivado de plaquetas PDGF

Factor de crecimiento transformador beta TGF-B

Factor de crecimiento hepatocitario HGF

Factor de crecimiento epidémiico EGF



El árbol vascular no se comporta como una estructura estática en el

organismo adulto, aún en condiciones normales. Varios procesos fisiológicos

involucran una activa remodelación vascular controlada, como ocurre en el ciclo

sexual femenino. Otros procesos adaptatívos se desarrollan en paralelo con la

angiogénesis, como es el caso de la cicatrización de heridas. Si bien los

mecanismos íntimos no están totalmente comprendidos, se supone que

intervienen factores reguladores semejantes a aquellos que lo hacen en el

desarrollo embrionario.

Como dijimos anteriormente, la angiogénesis también puede ocurrir en

condiciones anormales: por ejemplo, las células tumorales pueden iniciar

angiogénesis. Como los nuevos vasos son ricos en nutrientes frescos y proteínas

como factores de crecimiento, la masa del tumor puede expandirse. En general, la

angiogénesis anormal ocurre cuando el cuerpo pierde el control sobre la misma,

resultando un exceso o una insuficiencia en el crecimiento de los vasos

sanguíneos.

cáncer . .
. . . comphcacrones

artritis reumatoldea de] SIDA

ceguera y psoriasis

ANGIOGENESIS

golpes infertilidad

enfermedades
cardíacas

esclerodermaúlceras

Figura 1.4. Procesos fisiológicos en los cuales existe una angiogénesis anormal



Invasión tumoral y neoangíoge'nesis

El proceso mediante el cual las células tumorales abandonan su sitio

primario y se diseminan por el organismo se ha convertido en uno de los

objetivos primordiales de la investigación en cáncer e involucra un profundo

significado de gran relevancia clínica. Las células neoplásicas malignas son

capaces de liberarse del tumor primario y sobrevivir a una compleja serie de

interacciones con las células y los tejidos normales del huésped, asentándose

finalmente en un sitio distante para dar origen a un foco metastásico. Todo este

fenómeno se inicia cuando las células cancerosas infiltran los tejidos adyacentes

y luego penetran en las cavidades corporales o en la circulación.

Durante las fases más tempranas del proceso de invasión y metástasis se

produce la neoangiogénesis, que implica el desarrollo y organización de nuevas

estructuras vasculares sobre la masa tumoral primaria y posibilita la nutrición y el

crecimiento de las células malignas. Luego las células cancerosas se adhieren a

las paredes de los nuevos vasos sanguíneos y la liberación de enzimas con acción

proteolítica facilita la destrucción de las matrices tisulares y el acceso a la

Corriente circulatoria. Las células tumorales son entonces transportadas

pasivamente hacia los sitios secundarios de implantación, donde se detienen,

extravasan y comienzan otra vez su proliferación. La naturaleza secuencial del

proceso -donde un primer evento genera otro y éste, a su vez, otros más- originó

la idea de un fenómeno “en cascada”.

La interacción que se desarrolla entre las células tumorales y la matriz

extracelular circundante -verdadera “zona de choque” del tumor con los tejidos

del huésped- constituye un fenómeno de importancia decisiva en el proceso de

invasión y metástasis. El potencial invasivo y metastásico de un cáncer se

relaciona muy estrechamente con la habilidad de las células tumorales de

producir y/o concentrar en su entorno grandes cantidades de enzimas líticas, que

acarrean la remodelación de las matrices intersticiales y permiten la migración

celular. La invasión tumoral primaria es considerada la etapa inicial del proceso

metastásico, corresponde a la migración de las células tumorales desde el lugar



de origen hasta alcanzar los vasos. La invasión secundaria, en cambio, alude a la

extravasación de las células tumorales y la formación del núcleo metastásico. En

ambas circunstancias, la invasión involucra el pasaje a través de una o varias

membranas basales, las cuales son estructuras especializadas de la matriz

extracelular.

Se acepta que la subsistencia de una neoplasia en su fase prevascular

depende de que sus células puedan sobrevivir exclusivamente con la simple

difusión de los nutrientes. Durante esta etapa los tumores son habitualmente de

tamaño muy pequeño y la población celular es limitada. La expansión posterior

de la población tumoral depende de la aparición de vasos sanguíneos que

permitan la llegada de la circulación. De tal forma que la fase vascular es seguida

por un rápido crecimiento y, eventualmente, por el desarrollo de metástasis a

distancia. Se considera que el proceso de neovascularización tumoral es producto

de un equilibrio entre la elaboración de varios polipéptidos con acción

angiogénica por parte de células normales y tumorales (Folkman, 1995a y b).

Además, la matriz proteica extracelular perteneciente al estroma tumoral puede

contribuir a este fenómeno mediante el secuestro de polipéptidos angiogénicos o

actuando como un sustrato favorable para el anclaje de las células endoteliales en

crecimiento. Esta visión de la angiogénesis como el resultado de complejas

interacciones entre los distintos tipos celulares -tumorales, endoteliales,

estromales, plaquetas- y con los componentes estructurales y regulatorios

presentes en las matrices tisulares, explicaría con bastante fidelidad los atributos

biológicos más característicos del fenómeno de neovascularización (Alonso et al.,

l998a)

Al igual que muchas células normales embrionarias o adultas, las células

endoteliales realizan fenómenos activos de remodelación de las matrices tisulares

para crear nuevos vasos sanguíneos. Esta remodelación suele acompañar a

aquella que efectúan las propias células cancerosas durante la invasión tumoral

primaria e intravasación. Los nuevos capilares en proliferación tienen membranas

basales fragmentadas y son porosos, lo que permite la penetración de las células

tumorales con más facilidad que en los vasos maduros. El comportamiento
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quimiotáctico invasor de las células endoteliales en las asas capilares resulta

facilitado por la liberación de enzimas degradativas que, a su vez, colaboran en la

entrada de las células tumorales dentro de las nuevas estructuras vasculares.

Muchos tumores pueden liberar sustancias procoagulantes, que generan el

depósito de fibrina dentro y alrededor de la masa neoplásica en crecimiento. En

este sentido, se conoce que la fibrina puede actuar como un sustrato más para la

adhesión celular, sirviendo como una matriz provisoria que sustenta y estimula la

migración y proliferación de las células endoteliales (Alonso et al., l998b).

Angioge’nesisen otras enfermedades

Factores angiogénicos similares a los involucrados en la angiogénesis

tumoral actúan en las enfermedades pro-angiogénicas no neoplásicas, aunque su

regulación puede ser distinta. En estas enfermedades el recambio vascular puede

ser más lento. El potencial tiempo de duplicación de los capilares del endotelio es

del rango de miles de días y en el caso del cáncer llega a ser de 2 a 13 días.

Entre las enfermedades pro-angiogénicas se encuentran: la psoriasis, las

úlceras duodenales peptídicas y gástricas, la aterosclerosis, la artritis

reumatoidea, la formación de vasos sanguíneos colaterales, enfermedades en el

desarrollo, el angiofibroma, la retinopatía diabética, los hemangiomas infantiles y

el tracoma.

En todas estas enfermedades, los tratamientos apuntan a salvar el

desbalance ocurrido en la regulación de la angiogénesis y así poder obtener

terapias alternativas.

El estudio de los diversos mecanismos de regulación del sistema vascular

en el organismo favorecerá a esclarecer la formación de nueva vasculatura. El

desarrollo de la nueva vasculatura en el embrión sirve como un paradigma para

concentrar las nuevas estrategias de la terapéutica vascular para enfermedades

pro-angiogénicas neoplásicas y no neoplásicas.



Capítulo II':

Mecanismos celulares y moleculares implicados

en la angiogénesis



La diferenciación del endotelioy el desarrollo vascular

Las células endoteliales vasculares que cubren la superficie interna de los

vasos en el organismo desarrollan un rol importante en la homeostasia de los

tejidos, fibrinólisis y coagulación, intercambio sanguíneo de los tejidos,

regulación de la vasotonicidad, vascularización de los tejidos normales y

neoplásicos y activación y migración de las células de la sangre durante los

procesos fisiológicos y patológicos.

El sistema vascular se forma mediante los procesos de vasculogénesis y

angiogénesis. Los mismos están regulados por diversos mecanismos que

involucran un gran número de moléculas que actúan positiva o negativamente

tanto sobre la comunicación entre la vasculatura creciente y el parénquima

vecino, como sobre la interacción entre las células y la pared vascular.

Para estudiar las bases determinantes del fenotipo endotelial y su

modulación en respuesta a las diferentes señales, es necesario comprender que la

recepción, la transducción y el procesamiento de una señal dependen del estado

que la célula endotelial blanco tenga en el órgano o tejido al que pertenece

(Risau, 1995).

0 Origen del endotelio vascular

En el embrión, el primer sistema en desarrollarse es el cardiovascular. En

la gastrulación el epitelio embrionario se invagina por la línea primitiva. Las

células del mesoderrno son inducidas y migran fuera a través de las membranas

extraembrionarias y del propio embrión.

El tejido vascular y el hematopoyético en los comienzos de la formación

de las islas sanguíneas en el embrión de pollo, se pueden distinguir como dos

tipos celulares: los angioblastos que forman la capa externa encapsulando las

islas y las células troncales hematopoyéticas, en forma de racimo interno a partir

del cual las primeras células sanguíneas se desarrollarán. El epiblasto temprano
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contiene ciertas subpoblaciones de células troncales hematopoyéticas (Cines et

aL, 1998). Las células progenitoras endoteliales, angioblastos, se definen como

un tipo celular que tiene la potencialidad de diferenciarse en célula endotelial

pero que aún no ha adquirido los marcadores característicos y no ha formado un

lumen. Se han identificado angioblastos también en el adulto. En la

vasculogénesis, los angioblastos se asocian para formar los túbulos sanguíneos

tempranos. Luego, la fusión de las islas sanguíneas y la formación de la lumina

por los angioblastos hacen que se construya la red vascular primordial. La

vasculatura se extiende mediante el brote de nuevos capilares a partir de los ya

preexistentes (angiogénesis) y como resultado se obtiene un plexo vascular

elongado y altamente ramificado.

El endoderrno es el estímulo inicial para la formación de los angioblastos.

En el embrión, los primeros angioblastos llegan desde la placa mesodermal

lateral y el creciente cardíaco, algunas células migran al cerebro en formación y

otras se ensamblan en el endocardio del túbulo temprano del corazón (Srivastava

et aL, 2000). Otros angioblastos forman un plexo de células endoteliales en la

base del túbulo primitivo del corazón que se ensamblan en las venas vitelinas. La

vasculatura de las vísceras está formada por células endoteliales que se

diferencian directamente del mesénquima vecino, rodeado por extensiones

angiogénicas de las venas que invaden el sector.

Experimentos realizados en codorniz y pollo sirvieron para elaborar la

hipótesis que el endoderrno induce vasculogénesis y que tanto el endoderrno

como el ectodermo sostienen la angiogénesis. Los tejidos vascularizados por

vasculogénesis son generalmente de origen endoderrnal, como ser: pulmón,

páncreas, bazo, el túbulo del corazón y la aorta dorsal. Los tejidos de origen

mesodermal y ectodermal como los riñones y el cerebro serían vascularizados

originalmente por angiogénesis. Existe una controversia sobre la vascularización

de la retina, dado que es una extensión del cerebro, se esperaría que fuera

vascularizada por angiogénesis, pero se han encontrado células similares a los

angioblastos en la retina del perro, que pone en duda lo esperado (Beck et al.,

1997).
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Lyden et al. (1999) han reportado recientemente el requerimiento de las

proteínas Idl e Id3 en la neurogénesis, la angiogénesis y la vascularización de

tumores xenógrafos. Las proteínas Id pertenecen a una familia de cuatro proteínas

relacionadas, que están implicadas en el control de la diferenciación y la

progresión del ciclo celular en diversos organismos, desde las moscas hasta el

hombre. Estas proteínas desarrollan este control directamente evitando, mediante

interacciones fisicas la adecuada interacción entre los factores de transcripción y

el DNA. Los principales blancos de las proteínas Id son los factores de

transcripción de la forma hélice básica-Ioop-hélice (bHLH) que regulan la

expresión de genes específica de tipo celular y la expresión de genes regulatorios

del ciclo celular. La angiogénesis producida en el embrión, particularmente en el

cerebro, y la angiogénesis tumoral involucran señales vía receptores específicos

que podrían involucrar a las proteínas bHLH. Por otra parte, encontraron que las

proteínas Idl e Id3 están expresadas en las células endoteliales del cerebro y que

las Idl, Id2 e Id3 están en las células endoteliales del resto del embrión en el

desarrollo. Los autores demostraron que las proteínas Idl e Id3 son requeridas

para mantener el tiempo de diferenciación neuronal y la correcta angiogénesis en

el neuroectoderrno durante el desarrollo del embrión de ratón. Si se reduce el

dosaje de proteínas Id se producen serios defectos angiogénicos en el ratón adulto

que bloquean la vascularización, crecimiento y metástasis de tumores xenógrafos.

0 Maduracíón de los endotelios

Tras el inicio de la circulación, los plexos capilares primarios se

remodelan muchas veces hasta que se forme un sistema vascular maduro con

venas de diferentes diámetros y funciones. La proliferación de las células

endoteliales es elevada durante el desarrollo embrionario y postnatal, y va

cesando hasta ser muy lenta en el adulto. La dirección del flujo sanguíneo puede

cambiar muchas veces en un dado lecho capilar, inclusive algunas venas

regresionan y otras nuevas se forman. Las venas largas se establecen y maduran
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en relación a la diferenciación del músculo liso y la formación de la lámina

elástica interna.

El endotelio de las venas largas difiere en varios aspectos del endotelio

microvascular. Entre otros, en la formación de una monocapa empedrada

característica tanto in vitro como in vivo, en el control de la vasoconstricción y la

vasodilatación, la presión sanguínea y otros parámetros fisiológicos. En contraste

con el endotelio microvascular, el endotelio de venas largas no se encuentra

involucrado en los procesos de neovascularización o el intercambio de oxígeno y

nutrientes entre la sangre y los tejidos. Las células del músculo liso de las venas

largas y los perícitos microvasculares pertenecen a linajes del endotelio y son

reclutados a la pared vascular por factores derivados del endotelio. Las células

endoteliales secretan el PDGF B que interacciona con los receptores PDGF [3de

la superficie de las células precursoras del músculo liso y se inicia la migración

de estas células hacia el endotelio durante el proceso de angiogénesis. Una vez

que las células precursoras son reclutadas, se induce la diferenciación mediante la

vía del TGF-B. Luego, las células endoteliales forman el lumen y las células del

músculo liso diferenciadas migran rodeando los vasos para establecer la

vasculatura madura mediante los receptores de la esfingosina-l-fosfato (Sato,

2000). Por otra parte, se ha reportado que los receptores de FGF se expresan en

el endotelio de las venas largas y no en el endotelio de venas pequeñas.

Existen evidencias que las células endoteliales son flexibles con respecto a

su capacidad proliferativa y al potencial de diferenciación. Durante la

maduración del sistema vascular de un organismo, la regresión involucra la

muerte inducida y programada de las células endoteliales y se considera que la

apoptosis es otro programa de diferenciación del endotelio.

En un adulto normal, el endotelio metabólicamente activo, se considera

que está quiescente porque el recambio de esas células es muy lento. Se

denomina que está activado cuando es proliferativo y expresa ciertas moléculas

de adhesión que lo hacen adhesivo para las células sanguíneas (Frenette et aL,

1996). En estas dos condiciones las células endoteliales quiescentes necesitan de
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señales externas. Se ha demostrado que la expresión del VEGF y de sus

receptores correlacionaba con la proliferación de las células endoteliales.

Morfológicamente el endotelio microvascular en un organismo adulto

puede ser dividido en diferentes fenotipos: continuo, fenestrado y discontinuo. El

endotelio fenestrado y el linfático pueden ser incluidos en el endotelio

discontinuo. Las diferentes características de cada uno correlacionan con las

permeabilidades vasculares y reflejan los diversos caminos para la diferenciación

de las células endoteliales.

Vasculogénesis
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Figura 2.1.a. Formación de nuevos vasos durante la vasculogénesis y la angiogénesis. (Modificado de
Cines et al., 1998)



Angiogénesis
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Figura 2.1.b. Formación de nuevos vasos durante la vasculogénesis y la angiogénesis. (Modificado de
Cines et aL, 1998)

Regulación vascular:factores moleculares que intervienen

Los mecanismos que controlan normalmente en forma precisa el proceso

de angiogénesis mantienen el fino balance entre las señales regulatorias positivas

y negativas. Una gran variedad de factores promotores del crecimiento pueden

inducir la angiogénesis. Se ha descubierto una serie de factores antiangiogénicos

que suprimen la angiogénesis y algunos de los cuales estarian suprimidos para

favorecer el desarrollo de la angiogénesis tumoral (Tablas 2.1 y 2.2.a,b)

(Malonne et aL, 1999).



Tabla 2.1. Factores angiogénicos naturales

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) o depermeabilidad vascular (VPF)

o VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D

Factores de crecimiento fibroblástico (FGF)

0 FGF-l (acídico, aFGF), FGF-Z (básico, bFGF), FGF-3 (int-2), FGF-4 (FGF del sarcoma
de Kaposi, kFGF, hst), FGF-S, FGF-ó, FGF-7 (factor de crecimiento de queratinocitos,
KGF), FGF-8 (factor de crecimiento inducido por andrógenos, AIGF), FGF-9 (factor
activador dela glia, GAF)

Factor de necrosis tumoral-0L(TNF-a)

Factor de crecimiento transformador- B (TGF-B)

Factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento hepatocitario (HGF)

lnterleuquina- 8

o Otras proteínas y péptidos

Factor de crecimiento transfon'nador- 0. (TGF-a), Factor estimulador de colonias de
granulocitos (GCSF), Factor de crecimiento tipo insulina (IGF); Angiogenina, Factor
activador de plaquetas, Ligando Tie2, Proliferina, Sustancia P

0 Otrosfactores

Lactato, Fragmento de hialurón, Prostaglandinas El y E2, hormona leptina (Sierra­
Honigmann er al., 1998)

Tabla 2.2. Factores antiangiogénicos naturales

Inhibidores tisulares de las metalloproteinasas de matriz

o TIMP-l, TIMP-Z, TlMP-3

Angiostatina y Endostatina

Interferón (1,6 y y

lnterleuquina- l y lnterleuquina- 12

Proteína relacionada a la proliferina, Fragmento de 16 kDa de la prolactina, Proteína
relacionada a la proliferina placentaria
Trombospondina- l

2- metoxiestradiol, Acido retinoico

Factor de necrosis tumoral-o. (TNF-o.) a altas concentraciones

Receptor soluble del bFGF
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Para poder analizar la regulación del crecimiento del sistema vascular es

necesario destacar que los factores angiogénicos pueden ser separados en dos

grupos de acuerdo a cual sea su verdadero blanco. Por un lado están los factores

que actúan directamente sobre las células endoteliales y estimulan su mitosis o su

locomoción, y por otro lado existen factores que actúan indirectamente,

movilizando a otras células (por ejemplo, macrófagos) para que liberen factores

de crecimiento endotelial (Folkman & Klagsbrun, 1987)

Es necesario estudiar las principales características de los factores más

comprometidos en la regulación vascular para poder comprender cuales son los

aportes de los diversos factores reguladores que también forman parte del modelo

de desarrollo vascular de un organismo. Además, conociendo las bases de la

biología vascular se pueden analizar posibles blancos moleculares para combatir

a las enfermedades angiogénicas neoplásicas, como el cáncer, u otras no

neoplásicas.

Factor de crecimientofibroblástíco tipo básico (bFGF)

A pesar que muchos trabajos reportaron al bFGF como un potente

estimulador de la angiogénesis en varios ensayos in vitro e in vivo, no existen

evidencias de que sea el factor central en el desarrollo de la vasculatura. Se sabe

que el bFGF estimula la mitogénesis vascular a través de un mecanismo que

involucra la liberación de ácido araquidónico y la formación de eicosanoides

(Dethlefsen et aL, 1994). Algunos autores han reportado que el bFGF podría

estar involucrado en los procesos de inducción que permiten que las células

mesodérmicas ventrales del embrión se conviertan en hemangioblastos. Se ha

observado que ratones deficientes en bFGF no manifiestan anormalidades en el

desarrollo, pero aún el rol de los FGFs en los primeros estadios del desarrollo

vascular no ha sido esclarecido.
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Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

De la gran cantidad de factores de crecimiento peptídicos que actúan en la

vasculatura, todas las evidencias indicaban que el VEGF es el regulador principal

de la vasculogénesis y de la angiogénesis; pero ahora la lista de los factores de

crecimiento específicos del endotelio vascular incluye los cinco miembros de la

familia de los VEGF, los cuatro de la familia de los angiopoietínas y al menos

uno de la gran familia de las ephríns (Figura 2.2.a,b,c) (Yancopoulos et al.,

2000)
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Figura 2.2.a. Interacciones entre los receptores de crecimiento vascular y sus ligandos. Receptores para

los VEGFs. (Modelo de Yancopoulos et al., 2000)
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Figura 2.2.b. Interacciones entre los receptores de crecimiento vascular y sus ligandos. Receptores tipo
Tie. (Modelo de Yancopoulos et aL, 2000)
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Figura 2.2.c. Interacciones entre los receptores de crecimiento vascular y sus ligandos. Receptores tipo
Eph. (Modelo de Yancopoulos et aL, 2000)

El VEGF es un potente mitógeno y quimoatractante para las células

endoteliales, sus receptores se encuentran principalmente expresados en el

endotelio y poseen la actividad de tirosina quinasa; además, en su mecanismo de

inducción de la angiogénesis están involucrada la familia de las Src quinasas



(Eliceiri et aL, 1999). El VEGF es secretado por las células mesenquimáticas y

estromales, y el par receptor-ligando muestra un coordinado patrón de expresión

durante el desarrollo. En la mayoría de los órganos en desarrollo, la vasculatura

naciente se tiñe positivamente para los receptores de VEGF, mientras que las

células del estroma vecinas a las venas crecientes expresan VEGF.

El VEGF, también conocido como vasculotropina o factor de

permeabilidad vascular, se ha purificado de medios condicionados de diversos

tipos celulares. Primeramente se lo ha descripto como un mitógeno específico

para las células del endotelio vascular derivadas de las venas pequeñas y grandes,

y se demostró que era angiogénico mediante varios ensayos de angiogénesis in

vivo. El estudio del cDNA reveló que este factor tiene una homología del 18 %

con la cadena B del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Se han

identificado cuatro genes relacionados: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D o proteína

relacionada al VEGF (VRP), y el factor de crecimiento de la placenta. Estos

cuatro genes relacionados al VEGF generan dímeros glícosilados que son

secretados después de ser clívado su péptido señal. Ellos contienen ocho residuos

de cisteínas que están altamente conservados dentro de la familia de los VEGF y

la familia de los PDGF.

Existen dos clases de sitios de pegado de alta afinidad para el VEGF en

células endoteliales derivadas de la microvasculatura, pero además se los ha

encontrado en células que no poseen un origen endotelial como: las células

endoteliales de la retina y las del folículo dérmico del pelo. También se ha

encontrado la distribución del VEGF y de sus sitios de pegado durante el

crecimiento cíclico del cuerpo lúteo, lo cual sugiere que estarían regulados por

los niveles hormonales (Ortéga N. et al., 1999).

Se han identificado dos receptores tirosina-quinasa para el VEGF. El fins­

like-tyrosine kinase Flt-l, o también VEGFRl y el región de dominio quinasa

KDR, o también llamado VEGFR2, o su quinasa l homóloga de hígado fetal

murino Flk-l. Todos estos receptores pegan con alta afinidad el VEGF, poseen

siete dominios similares a inmunoglobulinas en el dominio extracelular, una

única región transmembrana y una secuencia consenso tirosina quinasa que es
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interrumpida por la inserción del dominio quinasa (Merenmies et aL, 1997). Otro

miembro de la familia de receptores es el Flt-4 o VEGFR3, cuya expresión está

restringida en adultos a las células endoteliales linfáticas, lo cual indica que

desempeñaría un rol importante en la linfoangiogénesis. Se ha identificado a la

Neuropilina-l como un receptor de VEGF. Esta proteína modularía la interacción

del VEGF con el VEGFRZ, la actividad mitogénica del VEGF y sería una guía

para las células endoteliales (Soker et al., 1998; Roush, 1998).

Es interesante destacar que en el año 1996 se ha demostrado la existencia

de una forma natural soluble del receptor VEGFRI (sVEGFR-l). Este receptor

no es generado por protéolisis en la superficie celular, sino que es una variante de

splicíng alternativo que posee solamente la parte C- terminal del VEGFRl. La

primera purificación de esta molécula se ha obtenido de medios condicionados de

HUVEC y se encontró que se pegaba a la heparina unida a sefarosa y al VEGF

con alta afinidad. El sVEGFR-l purificado es capaz de formar heterodímeros con

VEGFRZ recombinante, en presencia o ausencia de VEGF. Se lo ha identificado

también en ratón y, si bien no se conoce aún el rol fisiológico de este receptor, se

cree que la conservación del patrón de splicing durante la evolución hizo que el

sVEGFR-l incluyera únicamente el C-terminal porque sería la parte responsable

de la actividad biológica (Homing & Weich, 1999).

Se ha demostrado que el mismo VEGF sería el principal factor secretado

por las células tumorales capaz de aumentar la expresión de los receptores Flt-l

(VEGFRI) y la variante soluble en las células endoteliales (Barleon et al., 1997).

Família de receptores Tiey ephrins

Los receptores Tie comprenden la segunda clase de receptores tirosina

quinasa, además de los de VEGF, que son específicos del endotelio vascular. El

mRNA del tie-l se ha detectado en los angioblastos del mesénquima de la cabeza

en embriones de ratón de ocho semanas y media, en las células endoteliales de la

aorta dorsal y en las islas sanguíneas del saco. Su expresión en el endotelio

vascular continúa durante la embriogénesis y en el adulto la expresión se limita a
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los capilares de los tabiques del pulmón. Estudios realizados en animales

deficiente en Tie-l sugieren que el Tie-l es importante para la diferenciación de

las células endoteliales y el establecimiento de la integridad de las venas. Los

embriones sin Tie-l mueren perinatalmente debido a dificultades en la

respiración y al desarrollo de hemorragias internas y edemas.

El receptor Tie-2 (también llamado Tek) es el segundo miembro de la

familia. Se detectó primero en la vasculatura del embrión de ratón en desarrollo,

de siete semanas y media. El mRNA de tie-2 es detectado en el endocardio de

embriones de ocho semanas, en la aorta dorsal, en las venas sanguíneas

deciduales maternas, y en la vasculatura del saco. Se han detectado pocas

cantidades del mRNA de tie-2 en el endotelio del animal adulto, pero si en los

tejidos del corazón adulto.

Los ligandos para Tie-2 se denominan angiopoietinas. La angiopoietina —l

es un ligando activador que promueve la fosforilación del receptor en tirosina.

Existe también un ligando inhibitorio, angiopoietina-2, que aparentemente

antagoniza la acción de la angiopoietina-l. La angiopoietina-l es la primera en

expresarse, entre la semana nueve y la once, prominentemente en el miocardio

del corazón rodeando al endocardio. Mas tarde en el desarrollo el transcripto se

encuentra ampliamente diseminado en el embrión, asociado al mesénquima

adyacente a las venas en desarrollo (Hanahan, 1997).

El tercer grupo de receptores tirosina quinasa es el de los Eph, descriptos

inicialmente en el sistema nervioso. Estudios realizados con ratones que han

perdido la ephrin-BZ y su receptor EphB4 demostraron que los ratones sufrían

defectos fatales en los procesos tempranos de remodelación angiogénica

(Yancopoulos et aL, 1998). Por otra parte, se ha encontrado que los brotes

angiogénicos en adultos y en los tumores involucraban una re- expresión de la

ephrin- B2 como marcador arterial (Yancopoulos et aL, 2000).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
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La familia del factor PDGF consiste en homodímeros (PDGF-AA o BB) y

heterodimeros (PDGF-AB) compuestos del ensamblaje de las dos cadenas A y B.

Se forman dímeros de los subtípos a o B del receptor tirosina quinasa de PDGF.

El receptor a puede pegar ambas cadenas del PDGF, pero el receptor B es

selectivo para la cadena PDGF-B. Por lo tanto, los receptores diméricos 0ta

pueden pegar las tres isoforrnas de PDGF (AA, AB, BB), el heterodimérico al}

puede pegar AB o BB, y el otro receptor dimérico [3Bpuede pegar solo el PDGF­

BB.

El PDGF cumpliría dos funciones en la formación de las venas: el reclutamiento

parácrino de las células murales precursoras de las venas y la estimulación

autócrina de las células endoteliales.

Se han realizado experimentos utilizando modelos in vitro de desarrollo de vasos

y se encontró que el PDGF-BB secretado por las células endoteliales puede

aglutinar y estimular la proliferación de las células de músculo liso y otras células

mesenquimáticas. Todos los resultados sugieren que una vez que las células

mesenquimáticas son reclutadas para formar las venas, la expresión del PDGF

debería ser suprimida para que las células puedan diferenciarse en células

murales.

Factor de crecimiento transformador-,6 (TGF-fl)

Los TGF-Bs son una gran familia de péptidos homodiméricos implicados

en el crecimiento y desarrollo celular. Existen tres clases distintas de receptores

denominados tipo I (53 kD), tipo II (65 kD) y tipo III (o betaglícano) que es un

proteoglicano de 300 kDa con un corazón proteico de 120 kDa. El TGF-B

interviene en el crecimiento vascular y en su fiJncionamiento, en la inhibición del

crecimiento de las ce'lulas endoteliales, de las del músculo liso, en su migración y

en la alteración de la acumulación de matriz extracelular depositada por las

células endoteliales. Este factor regula la expresión de integrinas y la matriz de

soporte, con lo cual se observó que embriones con alteraciones en la expresión de
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este factor sufrían defectos en el desarrollo incluyendo contactos incompletos

entre las células endoteliales y las del mesotelio, dando estructuras capilares

distendidas. Los efectos estimuladores del TGF-B en la angiogénesis in vivo son

controvertidos porque en determinadas circunstancias es un potente inhibidor de

la proliferación de las células endoteliales (Sankar et aL, 1996).

Factores del sistema hemostátíco

El factor tisular (TF), un receptor de alta afinidad y cofactor para el factor

VII/VIIa, es el principal iniciador de la coagulación asociado a células. La

ausencia de TF lleva a la muerte del embrión entre las 9 semanas y media y las

diez semanas y media. El fenotipo de los embriones nulos para TF manifestó

similitudes a las observadas en los animales deficientes de Tie­

2receptor/angiopoietina-l, se observó una pérdida notable de la remodelación

vascular. Un rol posible para el TF sería la regulación del crecimiento vascular.

El factor V de la coagulación ha sido implicado en la vasculogénesis. El

50 % de ratones deficientes en factor V mueren en el útero entre la novena y

décima semana debido al desarrollo de una vasculatura anormal. Los ratones que

¡llegaron a desarrollarse se murieron en el nacimiento debido a hemorragias

masivas. La generación de trombina dependiente del factor V y la acción del

receptor de trombina serían necesarios en el desarrollo temprano y posiblemente

durante la vasculogénesis del saco embrionario.

En contraste con las actividades proangiogénicas del HGF, el

procesamiento alternativo del mRNA de la cadena a del HGF genera los

fragmentos antiangiogénicos NKl, NKZ y NK4 que suprime la migración

endotelial inducida por el HGF y elimina la angiogénesis inducida por el HGF en

córnea de ratas.

El factor de plaquetas 4 (PF4) se pega a los glícosaminoglicanos tipo

heparina de las células endoteliales y bloquean su disposición inhibiendo la

angiogénesis.
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Por otra parte, la regulación de la activación del plasminógeno es crítica

para la formación de un coágulo estable seguida de la digestión controlada de la

fibrina. Limitando la generación de la plasmina dentro del coágulo, el PAI-l

derivado de las plaquetas suprime la angiogénesís. Además, la (12-antiplasmina y

la (12-macroglobulina pueden regular negativamente la angiogénesís.

Existen numerosas moléculas dentro de la cascada de coagulación que

poseen actividad antiangiogénica, entre otras el dominio 5 de alto peso molecular

del kininógeno (HMWK), los fragmentos l y 2 de la protrombina y la

antitrombina AT-III (Browder et aL, 2000).

Trombospondina - I

La trombospondina (TSP) pertenece a una familia de cinco proteínas

relacionadas y es una glicoproteína modular trimérica. Es un componente soluble

del plasma y del suero capaz de asociarse a la superficie celular o a la matriz

extracelular mediante el pegado a las moléculas de heparan sulfato. La TSP es

secretada por las plaquetas y ciertas células en cultivo, incluyendo las

endoteliales. El verdadero rol de la TSP es aún motivo de controversias, se ha

demostrado que estimula la adhesión de las células endoteliales y la migración in

vivo, y también se ha reportado que en otras circunstancias la TSP y su fragmento

de 140 kDa inhiben la proliferación y la migración inducida por el bFGF en las

células endoteliales mediante la interacción directa entre la TSP y el bFGF

(Taraboletti et aL, 1997).

La íntegrina a, ,63

La integrina or.VB3es un receptor para una amplia variedad de ligandos de

la matriz extracelular incluyendo la vitronectina, la fibronectina, el fibrinógeno,

la trombospondina, el colágeno proteolisado y la osteopontina.
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Las células endoteliales activadas o proliferativas expresan altos niveles de

la integrina (1,,B3y la fiJnción de la misma sería la formación y mantención de las

nuevas venas formadas. Se ha observado que los cambios en la interacción

celular debidos al bloqueo de dicha integrina, conducen a la apoptosis y a la

eliminación de la angiogénesis. Las fallas en la ligación de la integrina 0LVB3con

los componentes de la matriz extracelular influencian en la adhesión, migración y

por último en la sobrevida celular (Isner & Asahara, 1998). Existen varios

protocolos preclínicos y clínicos que; utilizando anticuerpos, péptidos o

compuestos orgánicos, apuntan a evaluar nuevas terapias que inhiban la

interacción de la integrina con los ligandos naturales y así inhiban la angiogénesis

(Elicieri & Cheresh, 1999).

Angiostatina, endostatína y péptidos guía

En ocasiones, la remoción quirúrgica de un tumor primario es seguida por

un rápido desarrollo de metástasis que hasta ese momento eran inadvertidas. Se

ha demostrado que ciertos tumores experimentales elaboran un inhibidor

endógeno de la angiogénesis, denominado angiostatina. Liberado al torrente

circulatorio, este factor inhibe a distancia la vascularización de las

micrometástasis y, por lo tanto, su crecimiento. La extirpación del tumor produce

una caída brusca en los niveles circulantes de angiostatina, que permitiría el

crecimiento rápido de las metástasis. Este planteo supone la existencia de

fenómenos de regulación de tipo hormonal entre la masa neoplásica primaria y

los focos metastásicos distantes (Alonso et aL, l998a).

Folkman y colaboradores aportaron evidencias que indican que las

metástasis pueden permanecer en un estado de quiescencia como consecuencia de

un balance entre la proliferación y la apoptosis tumoral, regulado delicadamente

por la angiogénesis. La desaparición de los mecanismos endógenos de inhibición

de la angiogénesis mediados por la angiostatina gatillaría el crecimiento de las

metástasis al disminuir la proporción de células cancerosas que ingresan en
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apoptosís. El mismo grupo demostró las propiedades antitumorales de la

angiostatina combinada a la endostatina en modelos experimentales. Al aplicarse

conjuntamente, estos péptidos naturales potencian su actividad inhibitoria de la

angiogénesis (Boehm et aL, 1997). La angiostatina corresponde a un segmento

polipeptídico de 38 kDa escindido del plasminógeno que puede ser el producto

de la acción de la elastasa de los macrófagos. La endostatina es un fragmento

terminal del colágeno de tipo XVIII que pesa 20 kDa, este colágeno es un

componente de las paredes de los vasos sanguíneos que participa en el desarrollo

embrionario. La endostatina se ha demostrado que inhibe la proliferación

inducida por VEGF de las células endoteliales y posee actividad antitumoral

(Keshet & Ben-Sasson, 1999).

Considerando que las células endoteliales de los vasos sanguíneos

intratumorales expresan proteínas que raramente se encuentran en las estructuras

vasculares normales, se están elaborando nuevas estrategias de tratamiento

anticanceroso que explotan estas diferencias. Tal es el caso de ciertas integrinas

que interaccionan con los componentes de la matriz extracelular y de los

receptores de los factores de crecimiento que ponen en marcha la respuesta

angiogénica. Arap et al. (1998) seleccionaron varios péptidos con la capacidad de

ligarse selectivamente a los vasos tumorales. La integración de estos péptidos a la

estructura de agentes químioterápicos como la doxorubicina, aumentó la eficacia

contra neoplasias mamarias y redujo la toxicidad sistémica. Se cree que, de esta

manera, sería posible dirigir la quimioterapia selectivamente contra la vasculatura

tumoral. No obstante, cabe remarcar que por el momento estos resultados y los

obtenidos con otros agentes antiangiogénicos como la angiostatina y la

endostatina provienen de modelos animales, restando ensayos clínicos que

evalúen la toxicidad al ser aplicados en seres humanos y confirmen su utilidad en

pacientes con cáncer.
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Regulación dela angiogénesis en algunas enfermedades

La formación de vasos colaterales en isquemias de los miembros o en el

miocardio, podría deberse a la sobreproducción de VEGF. En las anormalidades

en la vascularización ocular se ha encontrado un incremento de la expresión del

VEGF en la retina.

La aterosclerosis es una enfermedad progresiva en la cual se produce

acumulación de lípidos y elementos fibrosos en las arterias largas, se caracteriza

por el reclutamiento de monocitos y linfocitos en la pared de los vasos

sanguíneos. Uno de los eventos que disparan este proceso es la acumulación de

LDL oxidado que estimula a las células endoteliales a secretar numerosas

moléculas pro- inflamatorias, moléculas de adhesión y factores de crecimiento

como el factor estimulador de colonias de macrófagos (Lusis, 2000).

La psoriasis es una enfermedad angiogénica inflamatoria. También se

encontró una sobrexpresión del VEGF y de sus receptores. En cambio, los

queratinocitos psoriáticos sintetizan grandes cantidades de IL-8 y decrece la

expresión de la trombospondina-l. La IL-8 atrae a los neutrófilos y es un factor

angiogénico, mientras que la trombospondina es un inhibidor (Arbiser, 1996).

Por otra parte, se ha demostrado que el herpesvirus asociado al sarcoma de

Kaposi (KSHV/HHVES) posee un receptor acoplado a proteína G que induce la

transformación y la tumorigénesis celular e induce el cambio a un fenotipo

angiogénico mediado por el VEGF. Este receptor es homólogo al receptor

humano de la citoquina angiogénica interleuquina 8 y se ha reportado que

estimula la transcripción controlada por los promotores que contienen sitios AP­

l, como algunos de los de los factores angiogénicos (Bais et aL, 1998).

La artritis reumatoidea es una enfermedad inflamatoria y esta asociada a

una intensa angiogénesis y la expresión de moléculas regulatorias de la

angiogénesis. Algunos factores promueven la angiogénesis, tanto en el tejido

sinovial como en los fluidos. Las citoquinas como el bFGF, la IL-8, el VEGF, E

selectinas y otras (Storgard et al. 1999). Mediante la utilización de inhibidores
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del TNF- a en ensayos clínicos y preclínicos se ha demostrado que esta molécula

es importante en la inflamación sinovial en la artritis reumatoidea. Además, se ha

reportado que el VEGF está altamente expresado en el linaje inicial sinovial y es

producido por los sinoviocitos expuestos a hipoxia y a la interleuquina l. Se han

desarrollado efectivas terapias antiangiogénicas para los pacientes con artritis

reumatoidea que aportaron nuevos conocimientos sobre el delicado balance entre

la sangre circulante y la demanda en la zona inflamada (Firestein, 1999).



Capítulo III:

Los estrógenos en la biología vascular



Los estrógenos: químicayfunciones

Existen numerosos compuestos esteroideos como estradiol, etinilestradiol

o mesüanol y no esteroideos, como el dietilestibestrol, que poseen actividad

estrogénica. Los estrógenos más potentes que se encuentran naturalmente en el

ser humano son el l7 B-estradiol, seguido por la estrona y el estriol. Cada una de

estas moléculas es un esteroide de 18 átomos de carbono que contiene un anillo

fenólico A (un anillo aromático con un grupo hidroxilo en el carbono 3) y un

grupo B-hidroxilo o cetona en la posición 17 del anillo D. El anillo fenólico A es

la principal característica estructural responsable de la fijación específica y de

alta afinidad por los receptores de estrógenos. En general, mientras que las

sustituciones alquílicas sobre el anillo A alteran la unión, las sustituciones en los

anillos C o D pueden ser toleradas (Murad & Kuret, 1991).

A algunos estrógenos naturales se los ha alterado químicamente para

hacerlos efectivos por boca y para protegerlos de la inactivación en el hígado.

Uno de los estrógenos más potentes conocidos, el etinilestradiol, es un ejemplo

de este tipo en el cual los elementos del acetileno están unidos al C17. Este

estrógeno y alguno de sus derivados se utilizan para la regulación del ciclo

menstrual y el control de la fertilidad.

Los compuestos no esteroideos que poseen actividad estrogénica se

presentan en la naturaleza en diversas plantas, entre ellos se encuentran la

flavona, la isoflavona y los derivados del cumestano (fitoestrógenos). Muchos de

estos compuestos policíclicos contienen un anillo fenólico que es similar al anillo

A de los esteroides. Uno de los primeros estrógenos no esteroideos que fiJeron

sintetizados fue el dietilestilbestrol. Analizando su conformación trans, se

observa la evidente semejanza esrtructural entre el dietilestilbestrol y el estradiol.

Los esteroides estrógenos son formados finalmente a partir de la

androstenediona o de la testosterona como precursores inmediatos. Se produce la

aromatización del anillo A y es catalizada en tres pasos por un complejo de
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monooxigenasas (aromatasa) que emplea NADPH y oxígeno molecular como co­

sustratos.
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Figura 3.1. Estructuras de los estrógenos de larga y corta acción. (Modificado de Clark el al. 1998)

Los ovarios son la fuente principal de estrógenos en las mujeres

premenopáusicas. El estradiol es el más secretado y se sintetiza en las células de

la granulosa a partir de los precursores androgénicos proporcionados por las

células de la teca. La actividad aromatasa se induce por la acción de las

gonadotrofinas que elevan las concentraciones intracelulares de adenosina 3’, 5’ ­

monofosfato (CAMP). El estradiol secretado es oxidado en forma reversible a

estrona y ambos estrógenos pueden ser convertidos en estriol. Estas

transformaciones y la interconversión entre estrona y estradiol se producen en el

hígado.

En los hombres y en las mujeres posmenopáusicas, la principal fiiente de

estrógenos es el tejido adiposo y la contribución de este tejido a la reserva de

estrógenos es regulada en parte por la disponibilidad de los precursores

androgénicos

Los estrógenos son los responsables de algunas de las modificaciones que

tienen las niñas en la pubertad, explican los atributos de la femineidad y



participan en el funcionamiento de los diversos tejidos reproductivos. En la fase

folicular del ciclo menstrual se produce la proliferación de la mucosa vaginal, el

aumento de la secreción de las glándulas del cuello uterino y la turgencia

mamaria y luego una baja actividad estrogénica al final del ciclo induce la

menstruación. Es interesante destacar que la secreción de las hormonas folículo

estimulante (FSH) y luteinizante (LH), tanto en la mujer como en el hombre, se

encuentran reguladas por los niveles de estrógenos. Cuando dejan de funcionar o

se extirpan los ovarios o los testículos existe una superproducción de FSH y LH

que son excretadas por orina.

Si bien aún no se han esclarecido por completo los efectos de los

estrógenos sobre los diversos tejidos del organismo, tanto los estrógenos como

sus receptores ERa y ERB cumplen un rol importante en las funciones

intraováricas. Estos receptores no están igualmente comprometidos en las

filnciones de los ovarios. El EROLpredomina en los componentes del estroma y la

teca, mientras que el ERB está localizado en las células de la granulosa en los

folículos maduros. Couse et al. (1999) han desarrollado ratones homocigotas con

la disrupción de los dos genes de los receptores de estrógenos, denominados

aBERKO, para dilucidar las señales generadas por los estrógenos en el desarrollo

y funcionamiento del tracto reproductivo.

El estudio del fenotipo aBERKO indicó que se requieren ambos

receptores para las funciones del ovario y para que el oocito sobreviva en el

adulto. La pérdida de ambos receptores resultó en una reversión sexual posmatal.

El estado degenerativo y la ausencia completa de oocitos en los folículos

rediferenciados de los ovarios de los aBERKO coinciden con trabajos previos

gue describían la reversión sexual en los ovarios de los mamíferos.

La reversión sexual ovárica obtenida en los ratones aBERKO podría ser

debida a la pérdida de factores de sobrevida para oocito y células de la granulosa,

como la proteína GATA-4 y a una mayor actividad de los factores involucrados

en la diferenciación testicular, como el factor de transcripción GATA-l (Couse et

aL, 1999).



41

La angiogénesis en los aparatos reproductores

La angiogénesis tiene un rol importante en el control fisiológico del

desarrollo y funcionamiento reproductivo, interviene en la foliculogénesis, la

formación del cuerpo lúteo, el desarrollo del endometrio, la implantación y la

placentación, la diferenciación testicular y el desarrollo fetal y embrionario

(Findlay, 1986).

Los órganos reproductivos femeninos (ovario, útero, placenta) contienen

uno de los pocos tejidos del adulto que exhiben crecimiento periódico y

regresión. Dada la extremada rapidez con la que ocurren los cambios, no es

sorprendente deducir que estos tejidos reproductivos son tejidos del adulto en

donde la angiogénesis se desarrolla como un proceso normal. El rápido

crecimiento y la regresión de los mismos están igualmente acompañados por un

incremento en el flujo sanguíneo. Cuando los ovarios, el útero y la placenta están

completamente funcionales reciben el mayor flujo sanguíneo de todo el

organismo. Además, las células endoteliales vasculares de estos tejidos exhiben

índices mitóticos iguales o mayores que los de las células endoteliales de un

tumor. Dado que los tejidos del aparato reproductor femenino son tan dinámicos,

constituyen un buen modelo para estudiar la regulación de la angiogénesis

durante el proceso de crecimiento, diferenciación y regresión en los tejidos

adultos normales (Reynolds et aL, 1992).

La angiogénesis en los aparatos reproductores está bajo el control de las

hormonas esteroides, particularmente del 17I3 estradiol en las hembras. Esto

implica que sea de sumo interés examinar el control hormonal de la síntesis,

secreción y acción de los factores angiogénicos a niveles moleculares y celulares.

El estudio del desarrollo de los nuevos sistemas vasculares en los tejidos del

aparato reproductor a lo largo del ciclo normal ovulatorio ayudará a esclarecer

cual es el rol de la angiogénesis como factor de control en la reproducción.
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o. Vascularizacíón ovárica. Desarrollo de losfolículos y el cuerpo lúteo

La regulación del crecimiento y el desarrollo de los folículos ováricos, asi

como la secreción de estrógenos han sido temas de notable interés para llegar a

comprender los problemas de fertilidad. Dado que los ovarios son la principal

fuente de estrógenos en las mujeres premenopáusicas se ha intentado dilucidar

cual es el aporte de los mismos en los procesos de vascularización que ocurren en

los ovarios. Después de la ovulación, las células remanentes de los folículos rotos

forman una glándula endócrina transiente conocida como cuerpo lúteo. La

regulación de la funciones del cuerpo lúteo ha sido muy estudiada para el control

de la fertilidad, dado que es la principal fuente de progesterona. Se ha observado

que el vasto desarrollo de los lechos vasculares ováricos y el crecimiento capilar

son eventos de primordial importancia en el crecimiento y la selección de los

folículos y en el subsequente desarrollo y fiinción del cuerpo lúteo.

El pequeño folículo preantral no posee vasculatura especial aparte de la

propia que yace entre los vasos del estroma. Apenas aparece el antro, el folículo

adquiere una vaina vascular en la capa de la teca que cuando se establece forma

dos redes concéntricas de vasos sanguíneos en la teca interna y externa

respectivamente. Por otra parte, las arteriolas y vénulas de la red externa envían

pequeñas ramas por la red interna hasta la teca interna, fuera de la membrana

propia. Los capilares no penetran la membrana propia ni entran en la membrana

de la granulosa. Los capilares de los folículos grandes están conformados por una

única capa de células endoteliales. Antes de la ovulación, estos capilares

desarrollan perforaciones para que a través de ellas pasen las células de la sangre

y las plaquetas.

El establecimiento de la vaina vascular, particularmente la expansión del

plexo capilar interno de la teca interna, coincide con un período de rápido

crecimiento y diferenciación del folículo. Se produce una elevada división celular

en la membrana de la granulosa y en la teca, un crecimiento del antro folicular y

diferenciación de la membrana de la granulosa tal que las células adquieren
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receptores para hormonas como la hormona luteinizante (LH), y la capacidad de

sintetizar y secretar estrógenos y péptidos (Findlay, 1986).

Tanto las células de la granulosa como las de la teca de los folículos del

ovario son fuentes de gran actividad angiogénica, la cual parece estar bajo el

control de las gonadotrofmas. Inicialmente se han encontrado factores

angiogénicos importantes en la angiogénesis folicular, ellos son el aFGF y el

bFGF. Luego, se ha encontrado que en los tejidos del ovario se expresa el factor

angiogénico VEGF, el cual estaría involucrado en el desarrollo de la angiogénesis

del cuerpo lúteo y en el proceso de fertilización o implantación (Phillips et aL,

1990). Basándose en numerosas observaciones, se podría resumir que la

producción de factores angiogénicos de las células de la granulosa ayudaría a

mantener la vasculatura y la viabilidad del folículo preovulatorio. La producción

de factores angiogénicos de las células de la teca parecería ser independiente del

estado de desarrollo preovulatorio y del estado folicular.

Cabe destacar que el desarrollo vascular de los folículos se acentúa aún

más después de la ovulación, conjuntamente con el desarrollo del cuerpo lúteo.

Aproximadamente el 50% de las células del cuerpo lúteo maduro son células

endoteliales, y la mayoría de las células del parénquima son esteroideogénicas y

se encuentran adyacentes a uno o más capilares. El cuerpo lúteo maduro recibe la

mayor cantidad del flujo sanguíneo ovárico que se correlaciona con el alto nivel

de secreción de progesterona. Estos datos surgen de estudios realizados en

primates donde se analizó la relación entre la proliferación de las células de la

microvasculatura del cuerpo lúteo y la secreción hormonal a lo largo del ciclo

menstrual. Se ha encontrado que los niveles de proliferación celular dentro del

cuerpo lúteo varía con el tiempo de vida del mismo en el ciclo menstrual, las

células endoteliales componen la mayor proporción de las células proliferativas y

las células esteroideogénicamente activas no están proliferando (Christenson &

Stouffer, 1996).

Se ha asociado el inadecuado fimcionamiento del cuerpo lúteo con una

disminución en la vascularización luteal y se cree que un reducido flujo

sanguíneo ovárico desarrollaría un rol principal en la regresión luteal.



o Vascularízación endometrial y el ciclo menstrual

El endometrio es una mucosa y constituye la capa más interna del útero.

En los primates, el crecimiento de la vasculatura endometrial comienza durante la

fase proliferativa (folicular) y continúa durante la fase secretoria (luteal) del ciclo

menstrual.

El endometrio de las hembras primates está compuesto por una abundante

microvasculatura con inherente capacidad angiogénica que se ve amplificada

durante la gestación. La vasculatura endometrial humana tiene la única propiedad

de generar la angiogénesis benigna durante el ciclo menstrual bajo la influencia

de los esteroides ováricos como el estradiol y la progesterona.

El endometrio está constituido por dos tipos de arterias. Las arterias

basales mantienen la integridad de la capa basal a lo largo de todas las fases del

ciclo menstrual y no están afectadas por los estímulos hormonales. Las arterias

espiraladas son extremadamente sensibles al ambiente endocrino y sufi'en

fluctuaciones en su morfología y longitud de acuerdo a los cambios en el

endometrio y en los niveles de hormonas secretadas por el ovario, como el

estradiol y la progesterona. Se ha demostrado que la menstruación es precedida

por un período de rápida regresión del tejido endometrial resultando en un

aumento en el enrollarniento de las arterias espiraladas. Antes de la menstruación

se observó que existen dos cambios vasculares: unos días antes se produce la

vasodilatación y unas horas antes del sangrado se produce la vasoconstricción de

las arteriolas espiraladas.

Por otra parte, se han estudiado tanto la cinética de proliferación celular en

el endometrio (Ferenczy et aL, 1979) como en el endotelio durante el ciclo

menstrual normal para analizar la acción reguladora de los estrógenos en este

proceso. El índice proliferativo del endotelio endometrial ciclando es de 5% y es

mayor al 0.2-l% observado en otros tejidos. Se ha encontrado un incremento en

la síntesis de DNA en las células endoteliales asociado con la proliferación

capilar endometrial. Como las células endoteliales poseen receptores para
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estradiol, se ha pensado que un primer estímulo de la neovascularización

mediado por estradiol estaria relacionado con una acción mitogénica del esteroide

sobre el endotelio vascular. Otra hipótesis se basa en que las células musculares

de las paredes de las arterias uterinas humanas y de conejo poseen receptores

para estrógeno y progesterona, con lo cual las hormonas esteroides regular-¡anel

flujo sanguíneo del útero mediante un efecto directo sobre las células musculares

de las arterias espiraladas (Applanat-Perrot et aL, 1988)

Actualmente se considera que el mecanismo de la angiogénesis

endometrial involucra primeramente la secreción de esteroides ováricos que

estimulan al epitelio y al estroma endometrial para la producción de reguladores

angiogénicos que actúan sobre el endotelio. Se han descripto una gran variedad

de factores angiogénicos e inhibidores en el endometrio, entre otros el EGF,

EGFR, TGF-a, aFGF, bFGF, VEGF, "INF-0L,TGF-B, la pleion'opina, la midkina

(MK) y el factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas/timídina

fosforilasa (PDECGF/TP). Solamente las expresiones de VEGF, MK, TGF-B y

PDECGF/TP mostraron dependencia a las hormonas ováricas. Particularmente, la

expresión de PDECGF/TP no solo se vio modulada por las hormonas esteroides,

sino también por la acción de ciertas cítoquinas inflamatorias como el TNF-a, el

TGF-B y el interferón y. Pero el perfil de inducción era diferente en las células

del estroma y en las células del epitelio endometrial (Zhang et aL, 1997). Se ha

encontrado un nuevo gen humano de la superfamilia del TGF-B llamado ebaf

(factor asociado al sangrado endometrial) que parece ser expresado en forma

transiente en el estroma endometrial antes y durante el sangrado menstrual (Rees

& Bicknell, 1998).

Si bien hemos visto que existen varios factores que participan en la

angiogénesis endometrial, muchos estudios sugieren que el VEGF desarrollaría

un papel primordial en la angiogénesis en el aparato reproductor femenino.

Además de ser un factor mitógenico para las células endoteliales, el VEGF

incrementa la permeabilidad vascular y modula la expresión de varias enzimas

proteolíticas involucradas en la angiogénesis, como los activadores del



plasminógeno y la colagenasa intersticial. El VEGF estaría mediando el aumento

inducido por estrógenos en la permeabilidad vascular uterina y en el crecimiento

de los vasos sanguíneos (Cullinan-Bove & Koss, 1993; Shweiki et al. 1993;

Shifren et al. 1996). Las fiJnciones que posee el VEGF hacen que sea una

molécula muy estudiada para lograr entender la regulación de la angiogénesis

durante el ciclo menstrual femenino para planificar nuevas estrategias y poder

solucionar los problemas de infertilidad o enfermedades como la endometriosis.

Se ha demostrado en humanos que la trombospondína-l, un inhibidor de la

angiogénesis, se expresa en el endometrio durante la fase secretoria, coincidiendo

con la supresión de la angiogénesis, y es secretada por las células eslIomales del

endometrio en respuesta a una inducción por progesterona. Esta trombospondína

secretada inhibe directamente la migración de las células endoteliales (Iruela­

Arispe et al. 1996).

o Vascularización testicular

La mayoría de la vasculatura testicular está determinada desde el

nacimiento en las ratas y no guarda relación con los túbulos seminíferos. A los 15

o 20 días de vida, cuando comienza la actividad hormonal intragonadal, la

microvasculatura se organiza en dos redes capilares diferentes: una confinada al

tejido intersticial entre los túbulos seminíferos y la otra conectando las matrices

intertubulares y yaciendo en contacto con las paredes de los túbulos. Se han

realizado numerosos estudios acerca de la relación entre los niveles hormonales

plasmáticos de FSH, LH y de testosterona y se ha concluido que la organización

de la microvasculatura testicular está bajo el control endocrino. Aún no se sabe si

existiría una interacción directa con las hormonas esteroideas o si existiría una

diferenciación inducida por las hormonas en los tejidos intersticial y tubular que

producirían los factores angiogénicos en el testículo (Findlay, 1986).



47

Angiogénesisyfertilidad

El planeamiento de estrategias que apunten a controlar la angiogénesis en

las gónadas y el endometrio serían de sumo interés para desarrollar métodos de

regulación de la fertilidad y tratamiento de la infertilidad. En la actualidad

existen numerosos laboratorios que están desarrollando protocolos

antiangiogénicos para diversas enfermedades, y así poder atacar las enfermedades

que involucran defectos en la biología vascular del individuo, como el cáncer.

Klauber et al. (1997) han explorado la actividad antiangiogénica del AGM-1470

(O-chloracetylcarbamoyl fumagillol, o también llamado "INP-470), el cual está

en fases I y H en los protocolos clínicos contra el cáncer. Han utilizado este

compuesto altamente selectivo, potente y no tóxico para estudiar los efectos de la

inhibición de la angiogénesis en el ciclo reproductivo femenino en ratones. Los

autores han encontrado que la administración del AGM-1470 en ratonas preñadas

resultó en fallas en el crecimiento embrionario debido a su interferencia en la

decidualización, la formación de la placenta, el desarrollo del saco embrionario,

la maduración cíclica endometrial y el crecimiento del cuerpo lúteo, los cuales

son todos dependientes de la angiogénesis. En hembras no preñadas que estaban

ciclando, el tratamiento crónico con AGM-1470 inhibió la maduración

endometrial y del cuerpo lúteo. Resumiendo, el AGM-1470 ha tenido un efecto

inhibitorio sobre la angiogénesis endometrial, estromal, la proliferación glandular

y la formación de la placenta (Klauber et aL, 1997).

Enfermedades cardiovasculares: rol de los estrógenos

Los estrógenos causan modificaciones en los lípidos de la circulación: las

concentraciones de colesterol asociado con lipoproteínas de baja densidad (LDL)

disminuyen y las del asociado a las de alta densidad (HDL) aumentan.

Numerosos estudios realizados en humanos han demostrado que los aumentos en



el colesterol plasmático total o en el LDL puede aumentar el riesgo de contraer

una enfermedad arteriocoronaria (CAD). Se cree que el efecto de la deficiencia

de estrógenos en la CAD es parcialmente mediado por un incremento en el

colesterol HDL. Se generó un modelo de ovejas ovarectomizadas y

ovarectomizadas suplementadas con estrógenos para determinar los efectos de la

deficiencia de estrógenos y la terapia de sustitución. Se encontró que la

influencia hormonal sobre la vasculatura es independiente del metabolismo de los

lípidos (Thomdike & Turner, 1998). Estas alteraciones pueden disminuir el

riesgo de enfermedad coronaria y contribuir a una menor incidencia de infarto de

miocardio en las mujeres premenopáusicas. El uso de estrógenos en las mujeres

posmenopáusicas también fue asociado a una menor incidencia de enfermedad

coronaria.

Por otra parte, como ya dijimos, los estrógenos protegen a la mujer

premenopáusica de las enfermedades cardiovasculares. Se ha encontrado que los

estrógenos aumentan las actividades de las células endoteliales en la cicatrización

vascular. Las arterias coronarias humanas y las células endoteliales humanas de

vena umbilical expresan receptores para estrógenos. Clásicamente, los receptores

de estrógenos fimcionan como factores de transcripción, pero aún no se sabe

cuales son las vías intracelulares desencadenadas por la acción de los estrógenos

en las células endoteliales. Se ha estudiado el potencial rol de las quinasas ERKl

y ERK2 como mediadores de la acción de los estrógenos y se encontró que el

bFGF produciría una estimulación autócrina de la actividad de dichas quinasas

endoteliales y esta estimulación estaría involucrada en el efecto protector de los

estrógenos en la biología cardiovascular (Kim-Schulze et al. 1998).

El efecto protector de los estrógenos sobre la pared vascular no está

todavía esclarecido. Los estrógenos afectan el metabolismo del colesterol y su

deposición, inhibiendo la formación de la placa aterosclerótica. La magnitud de

los cambios lipídicos no es tan grande como para que sean los únicos

responsables del efecto protector. En modelos animales los estudios de los

estrógenos han demostrado que producen inhibición de la agregación plaquetaria,

aumento en la producción de prostaciclina en el músculo liso arterial y



disminución en la proliferación de las células del músculo liso arterial inducida

por lipoproteínas. Glaser-Caulin ha estudiado la activación endotelial mediada

por citoquinas y la adhesión leucocitaria. Dado que los estrógenos intervienen en

la regulación genómica, los autores estudiaron el efecto del l7B-estradiol (E2) en

la activación transcripcional de las moléculas de adhesión de las células

endoteliales mediada por citoquinas. Se ha encontrado que E2 inhibió la

inducción de E-selectina y eliminó la hiperinducción mediada por IL-l de la

molécula ICAM-l (Glaser- Caulin et aL, 1996).

Efectos genómicosy no-genómicos del estradiol

Hasta hace unos años se sabía que el mecanismo de acción del estradiol,

era vía el camino clásico de los receptores de esteroides; en particular, estradiol

se unía a su receptor nuclear y mediante interacciones moleculares se activaban

en las células blanco la transcripción de genes que poseían secuencias

respondedoras a la hormona. Los receptores de hormonas esteroides están

compuestos por un dominio de unión al DNA, señales de localización nuclear,

dominio de unión al ligando y varios dominios de transactivación (Beato &

Sánchez-Pacheco, 1996). En los últimos años se han reportado numerosos

trabajos que describen que el estradiol posee, además de estos efectos

estimulatorios que aumentan directamente la transcripción, efectos rápidos no­

genómicos en los cuales el camino de señales del receptor de estrógenos

interacciona con otros caminos de señalización intracelular. Recientemente, se ha

reportado que el l7l3-estradiol en presencia del receptor a de estrógenos induce

la fosforilación del receptor IGF-l y de la ERKl/2, con lo cual se demostró la

interacción ente los caminos de señales del receptor de estógenos y de un

receptor tirosina quinasa (Kahlert et aL, 2000).

Los efectos no-genómicos de los estrógenos son rápidos, duran segundos o

minutos e intervienen en distintas respuestas celulares. Se ha descripto que este
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tipo de respuestas están involucradas en la homeostasia del calcio, en la

acumulación del CAMP y la formación y liberación del óxido nítrico las células'

endoteliales (Chen et aL, 1999; Page Haynes et al. 2000).

Existen múltiples evidencias que demuestran que los estrógenos tienen

efectos sobre las células endoteliales y modulan la angiogénesis; pero los

mecanismos de acción mediante los cuales los estrógenos ejercen dichos efectos,

bajo circunstancias fisiológicas o patológicas, no han sido dilucidado por

completo.

La mayoría de las células endoteliales poseen receptores de estrógenos

funcionales; particularmente, se ha demostrado que las células endoteliales

humanas de vena umbilical (HUVEC) expresan receptor de estrógeno y eso

indicaría que poseen constitutivamente la capacidad de ser reguladas por la vía

clásica de la inducción de la u'anscripción de sus genes mediante los estrógenos

(Venkov et aL, 1996; Kim-Sculze et aL, 1996). Por otra parte, se ha demostrado

que existe un efecto directo del estrógeno, mediado por su receptor, que inhibe la

apoptosis inducida por citoquinas en las células endoteliales HUVEC

(Spyridopoulos et aL, 1997).

Además, se ha descripto que en las células endoteliales existe una

comunicación cruzada entre las vías de señalización de los receptores de

estrógenos y las de los factores de crecimiento. Se ha demostrado que los factores

de crecimiento también estimulan la expresión de genes mediada por el receptor

a de estrógenos en células vasculares, pero no sería por la vía de las MAP

quinasas (Karas et aL, 1998). Para incrementar aún más la controversia acerca de

los mecanismos de acción de los estrógenos, se ha descubierto recientemente que

las células HUVEC presentan en su membrana sitios de unión al estradiol y

serían los responsables de las respuestas intracelulares rápidas del estradiol sobre

el endotelio (Strong Russell et aL, 2000).
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Antiestrógenos

Como hemos visto, la acción biológica de los estrógenos y sus efectos

tanto genómicos como no-genómicos, son el resultado de un balance entre

diversos factores como la producción de hormonas, el metabolismo y la unión a

las proteínas plasmáticas. En los órganos blanco, las respuestas se encuentran

condicionadas por la interacción de los estrógenos con sus receptores, regulados

por la presencia o no de hormona. Los efectos de la interacción entre los

estrógenos y otras hormonas pueden ser sinérgicos o antagónicos. Una nueva era

comenzó en el conocimiento de la acción de los estrógenos, cuando se

sintetizaron sustancias noesteroideas con propiedades estrogénicas y

antiestrogénicas con una estructura básica con di o trifeniletileno (Pasqualini et

aL, 1988). Si bien se los ha llamado antiestrógenos, cabe destacar que estos

compuestos poseen la acción mixta de agonista/antagonista de estrógenos o

antagonistas parciales

En 1958 se describieron las propiedades biológicas del primer

antiestrógeno noesteroide MER25. Luego se caracterizó otro miembro de esta

nueva clase de drogas, el MRL41 o clomifeno. Durante los años sesenta una gran

variedad de estos compuestos fue sintetizada con potenciales aplicaciones en la

ginecología para estudiar la endocrinología reproductiva. Los antiestrógenos se

ha dividido en tres grupos: (l) antagonistas de corta acción, como el estriol; (2)

antagonistas de larga acción, como el tamoxifeno y el clomifeno; y (3)

antagonistas fisiológicos, como la progesterona, los andrógenos y los

glucocorticoides. A su vez, los antiestrógenos de larga acción se dividen en

agonistas/antagonistas o antagonistas parciales como la nafoxidina, el tamoxifeno

y el clomifeno; y antagonistas puros como el [CI-164384 (Clark et aL, 1998).
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Figura 3.2. Antiestrógenos tipo trifeniletileno. (Modificado de Clark et al. 1998)

Han sido testeados muchos antiestrógenos en protocolos clínicos, algunos

fiJeron utilizados en casos de infertilidad (MER-25, clomifeno, nafoxidina) y

otros fueron utilizados en el tratamiento del cáncer de mama (nafoxidina y

tamoxifeno). El tamoxifeno fue quizás el más estudiado porque demostró tener

mejor eficacia y baja cantidad de efectos colaterales. Los primeros efectos en ser

estudiados fiieron los relacionados con la regulación del ciclo menstrual. La

administración de tamoxifeno causa un incremento en la esteroideogénesis y, en

mujeres subfértiles, induce la ovulación (Jordan & Murphy, 1990).

Los mecanismos de acción de los antiestrógenos no han sido aún

esclarecidos. Algunos autores han postulado que los antiestrógenos harían que el

receptor de estrógenos se pegue al DNA pero que provocarían una ineficaz

inducción de la transcripción. El antiestrógeno nafoxidina induciría los mismos

cambios en la estructura de la cromatina que el estrógeno, pero los complejos

establecidos por la nafoxidina formados entre el receptor y el DNA no son

transcripcionalmente productivos (Pham et al., 1991).
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A los antiestrógenos que poseen acciones agonista/antagonista, como el

tamoxifeno y la nafoxidina, se los ha agrupado con el nombre de SERMs,

moduladores selectivos del receptor de estrógeno. Uno de los mecanismos de

acción postulados para estos antiestrógenos agonistas parciales sería a nivel

conformacional, modulando la interacción nuclear de los coactivadores de la

transcripción, los correpresores y los complejos formados entre el receptor y

ligando (McDonnell, 1999).

Para otros autores, la acción de los antiestrógenos estaría dada por una

mezcla entre el antagonismo del efecto mitogénico del estradíol a nivel del

receptor y la suma de otras actividades como la inhibición de enzimas

relacionadas con la modulación del crecimiento. La búsqueda de mecanismos de

acción alternativos de los antiestrógenos se vio estimulada por el hallazgo que

con concentraciones micromolares de tamoxifeno se inhibía el crecimiento in

vitro de las células de cáncer mamario humano. Este efecto no pudo ser revertido

por competencia con enormes cantidades de estradíol. Esto sugería que los

niveles farmacológicos de estos compuestos estarían actuando no a nivel del

receptor convencional de estrógenos. A partir de ahí se hicieron estudios de las

proteínas de la membrana plasmática que pudieran actuar con sitios de unión de

los antiestrógenos.

El tamoxifeno inhibe la actividad de la proteina quinasa C (PKC), no por

una interacción directa con el sitio activo de la enzima, sino por la modulación de

las señales de segundos mensajeros del metabolismo de los fosfolípidos de la

membrana (Cabot et aL, 1995; Hoh et aL, 1990).

Otra enzima inhibida por los antiestrógenos es la fosfodiesterasa de CAMP

dependiente de calmodulina, pero el tamoxifeno interfiere con la acción de la

calmodulina más que con la fosfodiesterasa. Además el tamoxifeno modularía la

secreción de los reguladores del crecimiento epitelial de las células de cáncer

mamario como el TGFB y el IGF-I. El esclarecimiento de los mecanismos de

acción de los antiestrógenos como el tamoxifeno y la nafoxidina ayudaría al

tratamiento y la quimioprevención del cáncer de mama (Colletta et aL, 1994).
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En los últimos años se ha estudiado la relación de los antiestrógenos y la

angiogénesis. Se ha demostrado que algunos ligandos de los sitios de unión de los

antiestrógenos poseen propiedades antiproliferativas sobre las células

endoteliales de aorta bovina (Garnier et aL, 1993).

Por otra parte se ha reportado que el 2-metoxiestradiol, un metabolito

endógeno del estrógeno, es el primer esteroide que posee actividad

antiangiogénica propia. Este compuesto posee un fuerte efecto inhibitorio del

crecimiento de las células endoteliales y a su vez modula la actividad de la

uroquinasa en la microvasculatura de la corteza adrenal bovina, lo cual

modificar-ía la actividad proteolítica de las células y sería en parte responsable del

efecto antiangiogénico del compuesto. Además, el 2-metoxiestradiol inhibe la

migración de las células endoteliales y la formación de los túbulos sanguíneos in

vitro, y cuando es inyectado en ratones inhibe el crecimiento de algunos tumores

sólidos con una disminución en la densidad vascular (Fotsis et aL, 1994; Klaubcr

et aL, 1997).

Como hemos visto, los antiestrógenos como el tamoxifcno poseen una

mezcla de actividades agonistas/antagonistas y sus efectos son específicos de

tejido y de genes. Algunas de estas drogas se han demostrado que poseen una

acción agonista en el útero y una acción antagonista en el tejido mamario y por

eso son utilizadas en el tratamiento del cáncer de mama. Actualmente, estas

drogas se han demostrado que son inhibidores de la angioge'nesis. Se ha

demostrado que los antagonistas parciales de estrógenos: clomifeno, tamoxifcno

y nafoxidina y los antagonistas puros de estrógenos lCl 164,384 y ICI 182,780

inhiben la angiogénesis en forma dosis dependiente en el modelo de membrana

coriolantoidea de embrión de pollo. La actividad angiostática no se vio alterada

en presencia de exceso de estrógenos sugiriendo que esta actividad no estaría

relacionada con la inhibición del receptor de estrógenos (Gagliardi & Collins,

1993). La acción de los antiestrógenos inhibió el crecimiento de las células

endoteliales estimuladas por los factores bFGF y VEGF. Esta inhibición no fue

alterada por la presencia de 30 uM de l7B-estradiol. Estos resultados indicaron
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que la actividad antiangiogénica de los antiestrógenos no ocurriría vía el receptor

de estrógenos (Gagliardi et aL, 1996).

En contraposición a la capacidad antiangioge'nica descripta para los

antiestrógenos, se ha demostrado que en el útero predominaría la actividad

agonista de los antiestrógenos, dado que la nafoxidina, el clomifeno y el

tamoxifeno aumentaron los niveles de VEGF y de otros genes regulados por

estrógenos como el c-fos en útero de ratas (Hyder et aL, 1996; Hyder et aL,

1997)

Recientemente Hyder et al. (2000) han encontrado elementos

respondedores a estrógenos en el gen que codifica para el VEGF, con lo cual el

estradiol estaría regulando la transcripción del VEGF en los tejidos blancos.

Finalmente, la identificación de los factores angiogénicos y

antiangiogénicos, así como el conocimiento de cuáles son los genes involucrados

en el desarrollo vascular en cada uno de los tejidos permitirá el desarrollo de

estrategias efectivas para inhibir o reducir el crecimiento de vasos sanguíneos

según sea la patología. El esclarecimiento de cuál es el papel de los estrógenos en

la biología vascular hará posible la adecuada utilización de los antiestrógenos en

los diversos tejidos y ayudará al tratamiento de enfermedades como el cáncer

donde la angiogénesis desempeña un rol fundamental en el crecimiento tumoral.



Capítulo IV:

Vascularización tumoral
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Neovascularizacio'n: un evento esencial para el crecimiento tumoral

El oxígeno y los nutrientes aportados por la vasculatura son cruciales para la

sobrevida y las funciones celulares. Generalmente en un tejido todas las células se

encuentran a una distancia máxima de 100 um de un capilar sanguíneo. Durante la

organogénesis esta cercanía está asegurada por el crecimiento coordinado de los

vasos sanguíneos y del parénquima. Una vez que un tejido se ha formado, el

crecimiento de nuevos vasos sanguíneos —angiogénesis—es transitorio y está

cuidadosamente regulado. A raíz de la dependencia de la cercanía a los capilares

sanguíneos, cabría esperar que las células que se encuentran proliferando en un

tejido tuvieran la capacidad de estimular el crecimiento de vasos sanguíneos. Sin

embargo, las evidencias muestran que las células que forman parte de lesiones que

poseen una proliferación aberrante, inicialmente pierden la capacidad angiogénica,

restringiendo su capacidad de expansión. En un momento de la progresión tumoral,

las neoplasias incipientes deben desarrollar su habilidad angiogénica para lograr un

tamaño mayor (Hanahan & Weinberg, 2000).

En los primeros estadíos de las neoplasias, cuando aproximadamente un

millón de células tumorales se acumulan en un carcinoma in situ, las mismas son

capaces de sobrevivir durante un tiempo prolongado como pequeños esferoides no

vascularizados que adquieren los nutrientes simplemente por difusión. A esta fase se

la denomina estado “prevascular”. Las células crecen hasta llegar a un estado

estable, en el cual el número de células que mueren se iguala con el número de las

que proliferan. Se sabe que un tumor no es capaz de crecer más allá de 1-3 mm3sin

el desarrollo de nuevos capilares sanguíneos auxiliares; esta restricción en el tamaño

es consecuencia en parte de la falta de disponibilidad de nutrientes, factores de

crecimiento y oxígeno.

Los tumores incipientes pueden ser detectados si se hallan en la piel o cervix,

pero en la mama, el pulmón o el colon pueden permanecer sin ser detectados durante
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varios años. Si bien se ha avanzado mucho en la detección temprana de tumores, aún

no se cuenta con la tecnología suficiente como para poder detectar la mayoría de los

tumores pequeños ín situ que se desarrollan en los órganos internos, los cuales

pueden ser examinados microscópicamente recién cuando son extirpados. En los

últimos años se ha planteado un nuevo enfoque para el estudio de los tratamientos

contra el cáncer. La terapia antiangiogénica surgió como un área muy atractiva para

poder planear estrategias moleculares que ataquen el comienzo de la angiogénesis

tumoral y así poder aportar nuevos protocolos clínicos para combatir diversos tipos

de cáncer.

En 1971, se propuso una hipótesis que aún hoy está siendo revisada por

muchos investigadores de diversas disciplinas como la cardiología y la oftalmología

entre otras. La misma afirma que “el crecimiento tumoral es dependiente de la

angiogénesis”, como vimos esta hipótesis no es aplicable a la fase temprana del

crecimiento de los tumores sólidos o fase “prevascular”. Hay ciertas controversias

acerca de esta hipótesis, ya que ciertas células tumorales pueden crecer en ascitis sin

ninguna neovascularización aún cuando las células son angiogénicas. Además, la

capacidad de las células tumorales de inducir angiogénesis no siempre se

correlaciona con la malignidad de un tumor, por ejemplo, el adenoma adrenal es un

tumor benigno que es altamente angiogénico. El comienzo de la actividad

angiogénica en las células tumorales es un evento independiente que puede ser

expresado en diferentes etapas durante la neoplasia (Tabla 4.1).

Cabe destacar que la sintesis de factores angiogénicos no es originada

exclusivamente por las células tumorales per se. El proceso de neovascularización

tumoral es producto de un equilibrio entre la elaboración de varios polipéptidos

angiogénicos por parte de las células normales (endoteliales y estromales) y las

células tumorales; así como también, es el resultado de la interacción de los distintos

tipos celulares que generan otros mecanismos como por ejemplo, el reclutamiento de

macrófagos en la zona (Folkman, 1989).
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Tabla 4.]. Ejemplos de tiempo de inicio de la angiogénesís en diversos tumores

Tiempo de inicio de la Tumores en ratones Tumores en humanos

angiogénesís

Antes de la neoplasia Sarcoma Cáncer de la cervical

Coincidente con la Cáncer pancreático Cáncer de vejiga y

neoplasia cáncer de mama

Después de la neoplasia F¡brosarcoma Melanoma y

Cáncer de ovario

En general, se considera que debido a su crecimiento desordenado, las células

tumorales pueden encontrarse muy alejadas de las redes de vascularización y, debido

a ello, pueden entrar en necrosis. Con el “encendido” de la angiogénesís, la

población tumoral puede expandirse rápidamente, si las células tumorales son

capaces de proliferar rápidamente. En algunos casos, como en las meninges o dentro

de las vainas de nervios, las poblaciones tumorales pueden escapar a los

requerimientos de la neovascularización y crecer como una delgada capa de células.

En la mayoría de los casos, el comienzo de la angiogénesís también contribuye a la

formación de metástasis. La neovascularización permite el alimento de las células

del tumor pn'mario, y una disminución en la angiogénesís está asociada con una

disminución en la tasa de metástasis.

A pesar que se debe explorar más la hipótesis de que el crecimiento tumoral

es dependiente de angiogénesís, existen muchas evidencias que la respaldan. Se ha

observado que la tasa de crecimiento de los tumores implantados subcutáneamente

en cámaras transparentes en ratones, es lenta y lineal antes de la vascularización y se

convierte en rápida y casi exponencial después de la vascularización (Algire et aL,



60

1945). En otro experimento se ha demostrado que dentro de un tumor sólido, el

índice de timidina tritiada de las células tumorales decrecía a medida que aumentaba

la distancia con respecto al capilar abierto más cercano. La media del índice de

marca para un tumor dado era una función del índice de marca de las células

endoteliales de ese tumor (Tannock, 1970). Además, se ha reportado que los

tumores implantados sobre la membrana corioalantoidea de un embrión de pollo

poseían generalmente un crecimiento restringido durante la fase avascular y que el

crecimiento comenzaba rápidamente después de 24 horas del comienzo de la

vascularización. En el caso estudiado, los tumores no excedían los l mm durante la

fase avascular, pero tras la vascularización, los tumores alcanzaban un diámetro

medio de 8 mm para el día siete (Knighton et al., 1977).

Todo los resultados publicados hasta el momento han generado una

controversia acerca de la importancia de la neovascularización en el crecimiento

tumoral. Esta discusión comenzó hace 30 años cuando J. Folkman y sus.

colaboradores, mediante ensayos in vivo, estudiaron la necesidad de la angiogénesis

para e] crecimiento explosivo de los explantos de tumor. En la actualidad, se

intentan dilucidar los distintos pasos de la angiogénesis tumoral para poder llegar a

una idea unánime acerca del tema.

Inducción dela angiogénesis tumoral

Podemos considerar que, en general, con el comienzo de la

neovascularización los tumores entran en un crecimiento exponencial que les

permite expresar su mayor potencial maligno. La habilidad de inducir y sustentar la

angiogénesis parece ser adquirida en un paso o en una serie de pasos discretos

durante el desarrollo tumoral, vía un “cambio angiogénico” a partir de la quiescencia

vascular. Los tumores parecen activar el cambio angiogénico alterando el balance

entre los inductores e inhibidores angiogénicos. Se ha propuesto que quizás exista
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un aumento de la producción aberrante de los mediadores angiogénicos, combinado

con una deficiencia relativa en la secreción normal de los inhibidores. Se puede

analizar el proceso de la siguiente manera: las células tumorales sobreproducen

factores angiogénicos (factores de crecimiento) que estimulan tanto la expresión de'

proteinasas como la adquisición de células endoteliales con características de

angioblastos embrionarios. Estos angioblastos adquieren la habilidad de degradar la

matriz extracelular y responder a nuevos estímulos del microambiente que inducen

la migración, la proliferación y la diferenciación en nuevos vasos. La

neovascularización del crecimiento de un tumor y la formación metastásica son

mantenidas de esta manera. En la figura 4.1 se esquematizan los distintos pasos que

conducen a la angiogénesis tumoral, al crecimiento de un tumor y a su diseminación

(Malonne et aL, 1999).

Las células tumorales interactúan con las células endoteliales al entrary salir

de los canales vasculares durante la diseminación. Las células endoteliales

desempeñan un rol importante en la especificidad de órgano en la formación de la

metástasis. Se ha observado que células de melanoma que se encontraban

colonizando el cerebro poseían mayor adherencia a las células endoteliales de la

microvasculatura cerebral que a otros tipos de células endoteliales in vitro. Se han

asociado con el proceso de metástasis tres familias de moléculas de adhesión: las

integrinas, las inmunoglobulinas y las selectinas y se encontró que la expresión de

las moléculas de adhesión depende del estado de activación que posean las células

endoteliales (Thorgeirsson et aL, 1994).
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Figura 4.1. Eventos durante la angiogénesis tumoral. (Modificado de Malonne et aI., 1999)

Si analizamos la progresión tumoral, se observa que durante este proceso, los

vasos sanguíneos migran en el tumor y el tumor migra hacia los vasos. La

membrana basal endotelial es degradada y se generan nuevas células endoteliales

con brotes en forma de rulos vasculares. Se producen ciertos eventos que incluyen la

producción de proteinasas como la uPA y las MMPs tanto por las células tumorales
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como por las células endoteliales. Los vasos liberan fibrinógeno y plasminógeno,

activando a los factores tisulares que producen la hipercoagulación y la deposición

extravascular de fibrina. Por otra parte, las células endoteliales del tumor se dividen

más rápido que las células endoteliales normales. Las nuevas células endoteliales

proliferativas y con capacidad de migrar inducen la síntesis de las integrinas avi}; y

avBS,las cuales son esenciales para la viabilidad celular durante la proliferación. El

balance entre los factores reguladores positivos y negativos juega un rol

fundamental durante la angiogénesis en la tumorigénesis, la progresión tumoral y el

crecimiento metastásico. Además de los pasos analizados, las células tumorales,

genéticamente inestables, se encuentran en un ambiente hostil y las mutaciones

producidas le confieren un fenotipo capaz de resistir a la apoptosis y de poseer

ventajas de sobrevida. La p53, una proteína nuclear producida por un gen supresor

tumoral que está involucrada en la regulación del ciclo celular y la apoptosis, es una

de las proteínas más alterada en el cáncer. Por otra parte, la angiogénesis está

controlada por genes supresores. Las mutaciones capacitan a las células a sobrevivir

bajo condiciones de hipoxia, y también a adquirir el fenotipo angiogénico por

estimular la transcripción y producción del VEGF, junto a una disminución de los

inhibidores de la angiogénesis.

Para ejemplificar la complejidad de mecanismos involucrados en la

neovascularización tumoral vale la pena comentar los resultados reportados

recientemente por el grupo de Hendrix. Ellos han demostrado que los melanomas

uveales altamente malignos que se desarrollan en el ojo, poseen numerosas redes de

canales vasculares formados por las mismas células del melanoma. Este curioso

fenómeno se debería a que las células de melanoma, como otras células tumorales,

pierden algunas características del tejido del cual derivan y adquieren la capacidad

de expresar genes pertenecientes a otros tipos celulares que les otorgan una enorme

plasticidad. En este caso las células de melanoma estarían expresando genes de

células endoteliales que les permitiría formar este nuevo tipo de vasos sanguíneos y
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les aportaría mayores herramientas para el cambio angiogénico (Maniotis et aL,

1999).

Importancia del balance entre losfactores proangíoge'nicosy antiangioge'nicos

El balance entre los factores angiogénicos y los anti-angiogénicos es

importante para el fenómeno de “dormancy tumoral” y el control de las metástasis.

Los tumores en estado “dormant” poseen ciertas características: pérdida de la

angiogénesis y una alta tasa de ciclo celular junto con una alta tasa de apoptosis de

las células del tumor. La ausencia de la angiogénesis puede ser debida a la

incapacidad de las células tumorales de inducir angiogénesis o de la presencia

sistémica de factores inhibidores de la angiogénesis. Como consecuencia, aunque

posean altas tasas de proliferación, las células tumorales entran en apoptosis

(Christofori, 1998), (Wu, 1996).

Se ha considerado que la angiogénesis en los tumores primarios es disparada

por elevadas concentraciones locales de estimuladores angiogénicos más que de

inhibidores. En cambio, la inhibición de crecimiento de las metástasis ejercida por

algunos tumores primarios es atribuida a elevadas concentraciones distales de

inhibidores angiogénicos. Esto sugiere que los tumores producen efectos opuestos

en forma local o distante. Se ha postulado que estos efectos, aplicados al

microambiente individual en el crecimiento de los tumores, pueden explicar la

formación de necrosis focal rodeada de neovascularización.

La completa supresión de la angiogénesis en un tumor primario o un tumor

metastásico prevendría el crecimiento por inhibir la neovascularización y mantener

un balance entre la proliferación celular y la apoptosis, resultando en un estado

“dormant”. Sin embargo, en los tumores sólidos se observan regiones de necrosis

focal donde la red vascular es inadecuada y el flujo sanguíneo es deficiente,

produciéndose una disminución de nutrientes. Esta perfusión reducida se cree que es
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debida a un colapso por stress de las venas y/o a una reducida densidad vascular

debido al rápido crecimiento tumoral.

Recientemente, se ha desarrollado un modelo matemático para estudiar la

hipótesis que postula que un exceso de factores antiangiogénicos en las regiones de

crecimiento de tumores sólidos conduce a una supresión de la angiogénesis y

finalmente, como las áreas afectadas no son perfundidas, se produce una necrosis

focal. El estudio realizado es un nuevo paradigma para estudio del desarrollo de la

necrosis tumoral y ofrece nuevas ideas en la regulación de la angiogénesis y el

diseño de terapias alternativas (Ramanujan, 2000; Carrneliet & Jain, 2000).

El efecto de hipoxia en los tumores

Una célula neoplásica genéticamente alterada tiene requerimientos

metabólicos especiales para su desarrollo en la masa tumoral tridimensional. Cuando

un tumor ha crecido hasta una medida detectable, el ambiente local de las células se

convierte en heterogéneo. Los nódulos tumorales menores de l mm de diámetro y

también los grandes tumores, generalmente poseen nichos microecológícos que

disparan gradientes considerables de metabolitos críticos como el oxígeno, la

glucosa y otros nutrientes o factores de crecimiento (Figura 4.2.2). Los tumores en

contraste a los tejidos normales, se encuentran en un microambiente ácido debido a

la producción de lactato y otros ácidos. El pH citosólico de las células tumorales se

mantiene como en las células normales. El fenómeno de hipoxia ocurre en un tejido

tumoral que se encuentra a más de 100-200 um de distancia de la red vascular de

soporte. A partir de ahí, la capacidad de sobrevivir de un tumor depende, en parte,

de la capacidad de reclutar factores angiogénicos y nuevos microvasos sanguíneos

(Figura 4.2.b). La hipoxia tiende a expandirse en los tumores sólidos. Los tumores

humanos resisten una profunda hipoxia, lo cual indica que la adaptación a las

condiciones hipóxicas es esencial para la progresión de un tumor. La mayoría de los
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tumores sólidos utilizan en forma anaeróbica la glucosa como una fuente de energía

para la glicólisis.

(a)

(b)Activación de oncogenes
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Figura 4.2. Fenómenos asociados a la hípoxia en la progresión tumoral (Modificado de Dang et aL, 1999)

En los tumores se producen varios cambios metabólicos, pero se ha hecho

especial énfasis en el metabolismo de la glucosa y en las respuestas celulares a la

hípoxia, resumiendo: las respuestas utilizadas por las células tumorales para

adaptarse a la hípoxia, los cambios oncogénicos producidos que afectan al

metabolismo de la glucosa y el metabolismo tumoral y la apoptosis.

Los tejidos normales poseen un gradiente de oxígeno a lo largo de una

distancia de 400 um de los capilares sanguíneos. Registros de la tensión de oxígeno

realizados en tumores humanos revelan que existe una hípoxia notable. Las células

adyacentes a los capilares poseen una concentración media de 2%, y en las células

localizadas a 200 um de los capilares ese valor es de 0.2%. El microambiente tan

hostil selecciona a las células capaces de adaptarse a esas condiciones de hípoxia

crónica. En células normales, una crítica respuesta a la hípoxia es la inducción del

factor de transcripción inducible por hípoxia HIF-l. Este posee una estructura de
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basíc-helix-Ioop-helix (bHLH) de factor de transcripción y consiste en dos

subunidades HIF-la y HIP-1B. El HIF-l se pega a una secuencia 5’-RCGTG-3’ y

aumenta la expresión de genes que codifican para enzimas de la glicólisis: aldolasa

A, enolasa l, la lactato deshidrogenasa A, la fosfoglicerato quinasa l y la piruvato

quinasa M y también el factor de crecimiento VEGF esencial para la angiogénesis

(Dang & Semenza, 1999). Estudios realizados en células de glioblastoma

multiforme han sugerido que el VEGF, también conocido como el factor de

permeabilidad vascular, funcionaría como un factor angiogénico inducible por

hipoxia (Shweiki et aL, 1992).

Además de las alteraciones en la tensión de oxígeno también los cambios en

la concentración de glucosa activan algunos genes de las enzimas de la glicólisis

mediante el elemento respondedor a carbohidratos (ChoRE), el cual se solapa con

las secuencias consenso de pegado para myc y HlF-l. Resumiendo, la activación del

factor HIF-l por hipoxia o por oncogenes induce una adaptación metabólica y

factores angiogénicos, lo cual termina en el reclutamiento de nuevos microvasos.

Finalmente, las células migran fuera de la masa tumoral por la circulación sanguínea

y establecen metástasis distantes que son la principal causa de mortalidad en cáncer

Recientemente se han estudiado nuevos efectos asociados al fenómeno de

hipoxia. Se ha revelado que el óxido nítrico y la hipoxia inducen el aumento en la

actividad de pegado de HIF-l y en los niveles de la proteína HIF-la, tanto en el

núcleo como en toda la célula. Si bien existirían patrones comunes en el camino del

óxido nítrico y en el de la hipoxia, el óxido nítrico mediaría la transcripción génica

por un mecanismo distinto al de hipoxia. El óxido nítrico tendría un rol primario en

el control de la síntesis de VEGF y en las adaptaciones celulares a la hipoxia

(Kimura et aL, 2000).



Rol del VEGF en la angiogénesis tumoral

Entre todos los factores angiogénicos, el VEGF se expresa en la mayoría de

los tumores sólidos, es secretado y sus receptores se expresan preferencialmente en

las venas que revisten y penetran en los tumores. Además, sus receptores son

expresados casi en todas las células endoteliales (Yoshiji et al., l998a; Yoshijí et aL,

l999a). La expresión del VEGF depende de la activación de oncogenes y la

inactivación de supresores tumorales, como así también de la acción de otros

factores como los factores de crecimiento, los promotores tumorales y la hípoxia

(Holash et aI., 1999). La expresión in vivo de los receptores de VEGF parece estar

restringida a las células endoteliales y parece ser muy baja en los tejidos normales

(Martiny-Baron & Manné, 1995), existen varias estrategias para inhibir la

angiogénesis impidiendo el normal funcionamiento de los receptores de VEGF, por

ejemplo inhibidores sintéticos de los receptores tirosina quinasas (Sun & McMahon,

2000)

Se ha reportado que la activación de la cascada de las MAP quinasas regula la

transcripción del VEGF (McCormick, 1999). Recientemente se ha demostrado que

en especial la isoforrna B de la PKC es la principal reguladora del camino de

transducción de señales mediante el cual el VEGF gobierna el desarrollo y la

angiogénesis en los primeros y los últimos estadios del establecimiento de un tumor

(Yoshiji et aL, l999b).

El inhibidor tisular de metaloproteinasas-l (TIMP-l) es una molécula

multifuncional que es capaz de inhibir la angiogénesis y puede actuar como factor

de crecimiento en algunos tipos celulares. Se ha reportado que la sobrexpresión de

TIMP-l en células de carcinoma mamario de rata le otorgaba una mayor

potencialidad de crecimiento in vivo, mediada por el incremento de la expresión de

VEGF. El TMP-l actuaría de manera dual en la progresión tumoral, por un lado

prevendría la progresión tumoral inhibiendo a las MMPs y por otro lado actuaría
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como un estimulador del VEGF facilitando el crecimiento tumoral (Yoshiji et aL,

l998b). Si bien se ha generado una gran controversia acerca de las funciones del

TIMP-l, dado que se lo ha encontrado en el núcleo de algunas células (Ritter et aL,

1999), actualmente existe la hipótesis que el TIMP-l intervendría en la activación de

la transcripción y por eso despliega tantas fimciones.

Perspectivas dela terapia antiangiogéníca

Los tratamientos tradicionales contra el cáncer se basan en atacar

directamente las células tumorales, removiéndolas quirúrgicamente o tratando de

destruirlas con radiación o quimioterapia. Una nueva generación de potenciales

terapias contra el cáncer se centran en atacar los vasos sanguíneos mediante los

cuales los tumores obtienen el oxígeno y los nutrientes que necesitan para vivir y

crecer (Barinaga, 1997).

Utilizando la técnica de cuantificación de la densidad microvascular (MVD)

se ha estudiado la relación entre la variedad de intensidad de angiogénesis existente

en los diversos tumores malignos sólidos y se encontró que el grado variable de

pericitos reclutados en la zona del tumor en cada uno de los casos, estaba asociado

con diferencias que se reflejaban en la maduración del lecho vascular tumoral

(Eberhard et aL, 2000).

Los investigadores han identificado agentes que interfieren con las células

endoteliales en el proceso de angiogénesis para impedir la formación de nuevos

vasos sanguíneos

En principio, el ataque a la vasculatura tumoral, más que a las células

tumorales, posee dos ventajas notables. Primeramente, porque todos los tumores

sólidos y probablemente algunas leucemias son dependientes de la angiogénesis y

no se necesitaría una terapia específica para cada tipo de tumor. En segundo lugar,

las células blanco endoteliales son células normales, genéticamente estables, y
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además son menos susceptibles que las células tumorales a convertirse resistentes a

drogas. Igualmente, la terapia antiangiogénica está en estudio y su evolución

depende en la habilidad de inhibir específicamente la angiogénesis sin dañar otros

tejidos y de ser específica para las células endoteliales y debe distinguir entre las

vasculaturas tumorales y las normales (Keshet & Ben-Sasson, 1999).

En la Tabla 4.2 se pueden observar cuáles son los posibles blancos

moleculares de ataque en la búsqueda de una terapia antiangiogénica eficaz. Si bien

aún no se ha encontrado la mejor terapia, actualmente más de 40 centros en todo el

mundo están trabajando en la búsqueda de compuestos antiangioge'nicosy ya existen

aproximadamente 27 protocolos clínicos que están tratando de estudiar el traslado de

las moléculas antiangiogénicas a la terapia contra el cáncer (Brower, 1999);

(Koivunen et aL, 1999); (Folkman, 1999); ( Rosen, 2000); (Kerbel, 2000).

Ta bla 4.2. Principales protocolos de la terapia antiangiogénica

o FasePreclínica

TIMP-I, 2, 3

o Fase I

Tropom’na-I, Angiostalina, Endostatina,

Squalamine, Col-3, Combrelastatin, PTK787/2k22584

o Fase II

Thalidomine, SU54I 6, Vilax, INP-4 70, CGS-2 7023A

o Fase III

Marimastal, AG33 40, Neo vastar/AE94 1, Anli- VEGF Ab,

INF- alfa, 1M862



Capítulo V:

Rol de las metaloproteinasas y sus inhibidores

en la angiogénesis



La matriz extracelular

La matriz extracelular es una malla intrincada de macromole’culas que

rodea a las células y organiza el microambiente tisular. Todos sus componentes

se encuentran entrecruzados entre sí y unidos a sus respectivos receptores

celulares. La matriz está integrada por una gran variedad de

glucosaminoglucanos, proteoglucanos, proteínas estructurales -colágeno, elastina­

y proteínas de adhesión. Entre estas últimas se destacan la laminína, fibronectina,

tenascína y entactina/nidógeno, que junto al colágeno de tipo IV integran las

membranas basales epíteliales. Algunos componentes pueden actuar como

reservorios de los factores de crecimiento bFGF, TGFB y PDGF, de enzimas

proteolíticas y de sus inhibidores (Mackay et aL, 1993). La matriz extracelular no

sólo es capaz de actuar como sustrato y determinar las propiedades fisicas del

tejido, sino que provee a las células adheridas la información molecular necesaria

para un correcto funcionamiento de las estructuras tisulares que integran un

organismo multicelular (Furcht et aL, 1994; Mackay et aL, 1994).

Para comprender de qué manera se mantiene la compleja dinámica celular

dentro de un tejido, es necesario conocer cómo actúa el microambiente local

sobre una célula para regular su fenotipo. Las células exploran su entorno a

través de interacciones adhesivas con las células vecinas y con los componentes

de la matriz y, en ciertas circunstancias, esas interacciones controlan el fenotipo

celular de forma directa, regulando la expresión genética (Roskelley et al., 1995).

Se reportó que en tejidos epiteliales mamarios y hepáticos, la membrana basal

contribuye al fenotipo diferenciado mediante la regulación transcripcional de

genes especificos de cada tejido. Cabe destacar que las alteraciones de las

membranas basales, ya sea por la síntesis anormal de sus componentes o por su

degradación debido a una excesiva actividad proteolítica, desencadenan un

desequilibrio notorio que puede influir en la morfología y fiJnción tisulares,

modulando la adhesión celular, la migración y la diferenciación.
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Las enzimas proteolíticas son los principales elementos reguladores de la

estructura de las membranas basales y las matrices extracelulares. Las proteasas

despliegan un papel importante en muchos procesos fisiológicos como la

coagulación y fibrinólisis, la activación del complemento y de ciertas citoquinas,

la angiogénesis, la migración celular, la implantación trofoblástica y el desarrollo

embrionario. La mayoría de las proteasas implicadas en patologías del ser

humano pertenecen a las cuatro clases de endopeptidasas: cisteíno, aspartil,

serino y metaloproteinasas. Se ha encontrado una correlación positiva entre la

agresividad de un tumor y los niveles de las cuatro clases de proteasas. Por otra

parte, las heparanasas también intervienen en ciertos procesos de degradación de

elementos de naturaleza glucídica asociados a malignidad. La cuatro grandes

clases de proteasas difieren significativamente en su estructura, sustrato

específico y sitio activo. No obstante, todas son producidas como proenzimas

inactivas (zimógenos) que necesitan ser activadas para su correcto

funcionamiento (Aznavoorian et al., 1993).

Metaloproteinasas de matriz

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) pertenecen a la amplia familia

denominada “Matrixin” y son un grupo de zinc endopeptidasas secretadas por las

células del tejido conectivo y los fagocitos. Estas enzimas desarrollan un rol

fiJndamental en la reabsorción y degradación de los tejidos en los procesos

fisiológicos normales como la angiogénesis, la ovulación, el ciclo endometrial, la

involución uterina, la embriogénesis, el desarrollo y la involución mamaria y la

remodelación ósea. También intervienen en procesos patológicos como, entre

otras: la invasión tumoral, la angiogénesis tumoral, la cascada metastásica, la

artritis reumatoidea, los aneurisma aórticos, la cirrosis hepática, etc. (Woessner et

aL, 1994).

Estas enzimas comparten características en común: l)—se producen en

forma de zimógeno, una pro- forma inactiva y luego son activados; 2)- tienen dos

átomos de Zn2+incluyendo uno en el sitio activo; 3)- poseen dos átomos de Ca2+
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esenciales para la estabilidad de la enzima; 4)- su estructura primaria

generalmente contiene dos regiones altamente conservadas, un motivo

PRCGV/NPD en el dominio N- terminal del propéptido y un motivo HEXGH en

el dominio catalítíco; S)- son inhibidas específicamente por la familia de los

inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs). Algunas de las proteasas,

como la estromelisina y las metaloproteinasas de membrana (MT-MIVIP)pueden

activar a otras MMPs (De Clerck & Imren, 1994).

La mayoría de los miembros de la familia de MMPs están organizados en

tres dominios básicos, distintos y bien conservados basados en las

consideraciones estructurales: un propéptido aminoterminal, un dominio

catalítico y un dominio tipo hemopexina en el extremo carboxi-terminal. El

propéptido consiste en aproximadamente 80-90 aminoácidos con un residuo

cisteína, el cual interactúa con el átomo catalítico de zinc vía su grupo tiol de la

cadena del costado. En el propéptido se encuentra la secuencia altamente

conservada (...PRCGXPD...). La activación del zimógeno se produce por la

remoción del propéptido mediante proteólisis. El dominio catalítico contiene dos

iones zinc y al menos ión calcio coordinado a varios residuos. Un ión zinc está

presente en el sitio activo y está involucrado en los procesos catalítícos de las

MMPs y está coordinado a tres histidinas que se encuentran conservadas en las

diferentes MMPs. El otro zinc (llamado zinc estructural) y el ión calcio estan

presentes en el dominio catalítico pero a cierta distancia del zinc catalítíco. El

dominio tipo hemopexina está altamente conservado y guarda similitud a la

proteína plasmática hemopexina. Este dominio cumpliría un rol funcional en la

unión al sustrato y/o en las interacciones con los inhibidores de las

metaloproteinasas.

En realidad, las MMPs pertenecen a una superfamilia de zinc peptidasas

con ciertas relaciones evolutivas. Mediante estudios de alineamiento de múltiple

secuencia, se encontró que las MMPs tendrían un origen muy ancestral. Se han

encontrado que la metaloproteinasa toxina 2 de Bacteroídesflagílís tiene un 59%

de identidad de secuencia con la extensión de 27 aminoácidos de la secuencia de

la MMP-l humana. Estos resultados y las similitudes encontradas entre distintas
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enzimas de plantas, invertebrados y vertebrados nos dan una idea de la

complejidad de la superfamilia de estas proteasas. Una mayor comprensión de las

relaciones de estructuras y funciones de las distintas enzimas puede aportar

conocimientos con implicancias terapéuticas muy favorables (Massova et al.,

1998; Nagase & Woessner, 1999).

Si consideramos las especificidades por los sustratos y las similitudes

estructurales de cada una de las enzimas, los miembros de la família pueden ser

divididos en cuatro subgrupos: dos colagenasas (MMP-l y MMP-8), dos

gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), las estromelisinas (MMP-3 y MMP-lO) y

matrílisina (MMP-7) (Nagase & Salvesen, 1993). A medida que se realizaron

estudios evolutivos y de diversidad se han agregado otras proteinasas a esta

familia (Tabla 5.1). Ambas colagenasas clivan específicamente la región

helicoidal de los colágenos intersticiales I, Il y III en un único sitio para generar

fragmentos de 3/4y ‘/4.La MMP-l además cliva el colágeno VII, X y la gelatina,

aunque su mejor sustrato es el inhibidor az-macroglobulina. Por lo tanto, se

puede decir que la MMP-l poseen una actividad proteolítica no restringida a los

colágenos intersticiales. La MMP-8 se ha encontrado solamente en los

neutrófilos, pero la MMP-l puede ser sintetizada por una gran variedad de tipos

celulares.

Las dos gelatinasas, gelatinasa A (MMP-2) y la gelatinasa B (MMP-9) se

conocen también como “72-kDa gelatinasa/tipo IV colagenasa” y “92-kDa

gelatinasa/tipo IV colagenasa” respectivamente. Las mismas digieren gelatina,

colágenos nativos IV, V, VII y XI, elastina y proteoglicano. Ambas enzimas han

sido encontradas en diversos tipos celulares. Se ha encontrado en distintas líneas

celulares que las gelatinasas tumorales no se comportan como verdaderas

colagenasas tipo IV, tienen la capacidad de degradar colágeno tipo IV

solubilizado con pepsina o desnaturalizado, esta sería una forma más de facilitar

la degradación del colágeno de las membranas basales durante la invasión

tumoral (Mackay et aL, 1990).
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Otro subgrupo está formado por la estromelisina l (MMP-3), la

estromelisina 2 (MMP-10) y, aunque todavía no se ha demostrado cual es su

actividad enzimática específica, se considera dentro de este subgrupo a la

estromelisina 3 (MMP-l l). Se ha encontrado que tanto la estromelísina l como la

estromelisina 2 poseen un espectro similar de actividades pero con diferentes

intensidades. Por otra parte, la matrilísina (WP-7) se ha encontrado en el

período postparto en útero de rata, en los monocitos y en algunas células

tumorales.

Tabla 5.]. Metaloproteinasas de matriz descriptas hasta la fecha

MMP

MMP-l

MMP-2

MMP-3

MMP-4

MMP-5

MMP-6

MMP-7

MMP-8

MMP-9

MMP-10

Proteasa

Colagenasa
intersticial

Gelatinasa A

Estromelísina l

Teloptidasa

3/4Colágeno­

endopeptidasa

Metaloproteinasa

ácida

Matrilisina

Polimorfonuclear

colagenasa

Gelatinasa B

Estromelísina 2

Mr precursor (kDa)

52

72

57055

35

54

55

28

57

92

57055



MMP-ll Estromelisina 3 57 o 55

MMP-12 Macrófagos 61

metaloelastasa

MMP-l3 Colagenasa 3 52

MMP- 14 Membrana 63

metaloproteinasa l

(MTl-MMP)

* MMP-l 5 Membrana metaloproteinasa 2 (MTZ-MMP)

* MMP-l6 Membrana metaloproteinasa 3 (MT3-MMP)

* MMP-l 7 Membrana metaloproteinasa 4 (MT4-MMP)

* MMP-l9 MMP-l9 humana (autoantigenoaislado de pacientes con

artritis reumatoidea, regularía la angiogénesis en la inflamación aguda)

* MMP-20 Enamelisina humana

* Se las ha relacionado con los procesos de inflamación y remodelación en
enfermedades como la artritis reumatoidea)

Inhibidores tisulares delas metaloproteinasas de matriz

Los inhibidores de las metaloproteinasas tipo tisulares (TIMP) juegan un

papel principal en el mantenimiento del equilibrio entre el depósito y la

degradación de la matriz extracelular. Intervienen en distintos procesos

fisiológicos como la angiogénesis, la remodelación ósea, el mantenimiento del

cuerpo lúteo, la involución de la glándula mamaria y tienen un rol central en la

fisiopatología de distintas enfermedades (De Clerck et aL, 1994).

Los TIMPs inhiben las MMPs formando un complejo irreversible y de alta

afinidad. Cada miembro de la familia de los TIMPs puede inhibir todas las

MMPs activas con cierto grado de preferencias. Los TIMPs son proteínas

multifuncionales con actividad potenciadora eritroide y promotora de crecimiento



78

celular, además de la actividad anti-MMP. La familia de los TlMPs desampeña

un rol importante en la angiogénesis mediante mecanismos dependientes e

independientes de su capacidad anti-MMP (Sang, 1998).

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo l (TIMP-l) es una proteína

altamente glicosilada de 28.5 kDa aproximadamente. Su gen se localiza en el

cromosoma X. Es un inhibidor soluble que tiene afinidad por la pro-MMP-9.

Bloquea la respuesta endotelial a los factores angiogénicos como el bFGF en

ensayos de angiogenesis en córnea de rata. La actividad inhibitoria de la

angiogénesis del TIMP-l podría no estar relacionada únicamente a su ¡actividad

anti-metaloproteásica.

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 2 (TlMP-Z) es una?proteína

de 21 kDa que no posee sitios de N-glicosilación y cuyo gen se localiza en el

cromosoma 17. Es un inhibidor soluble y es un potente inhibidor de las MMPs y

puede pegarse tanto a la forma latente como a la activa de la MNIP-Z. TIMP-Z

inhibe la proliferación inducida por bFGF en las células endoteliales

microvasculares humanas. La adhesión celular a plástico es estimulada por el

TIMP-2 y la migración es inhibida con exposiciones cortas a TIMP-Z. La

capacidad del TIMP-2 de enlentecer la proliferación de las células endoteliales en

cultivo, no relacionada con su actividad inhibitoria de las metaloproteinasas

indica que el TIMP-2 debe tener funciones únicas que pueden restringir la

angiogenesis asociada con el crecimiento tumoral y metastásico.

l El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 3 (TlMP-3) es una proteína

de 21 kDa no glicosilada, aunque posee un potencial sitio de N-glicosilación. Es

un inhibidor insoluble y se encuentra pegada a la matriz extracelular. Su gen se

encuentra en el cromosoma 22. El TIMP-3 inhibe la quimiotaxis de células

endoteliales vasculares hacia VEGF y bFGF, la invasión de colágeno y la

morfogénesis capilar in vitro. También inhibe la angiogénesis inducida por bFGF

en los ensayos in vivo sobre membrana coriolantóidea de pollo (CAM).

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 4 (TlMP-4) es una proteína

de 22.4 kDa que no posee sitios de N-glicosilación. Se expresa en altos niveles en

el corazón. Se ha observado que es capaz, presumiblemente debido a su actividad
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antiangiogénica, de inhibir el crecimiento y metástasis de cáncer de mama en

ratones nude atímicos.

Los activadores delplasminógeno (PA)

Las serinoproteinasas son una clase de endopeptidasas que contienen una

serina en el sitio activo. La familia incluye varias peptidasas importantes como:

tripsina, químotripsina, trombina, plasmina, elastasa de leucocitos humanos,

catepsina G y los activadores del plasminogeno: tipo uroquinasa (uPA) y tipo

tisular (tPA). Hay otros activadores del plasminógeno: calicreína plasmática y los

factores de coagulación sanguínea XI y XII (Schmitt et aL, 1992).

Los activadores del plasminogeno uPA (70 kDa, cromosoma 10) y tPA (54kDa,

cromosoma 8) son serinoproteasas que poseen mas del 40% de homologia entre

sus secuencias aminoacídicas . Son producidos por varios tipos celulares y

aunque están distribuidos en los liquidos biológicos y en los tejidos, el uPA es

mas abundante en la orina y el tPA en el plasma. La fiinción que poseen es la de

convertir específicamente la proenzima inactiva Plasminógeno (glicoproteína de

92 kDA) en una enzima activada que es la Plasmina (25 kDA) que es capaz de

disolver la malla de fibrina de los coágulos. El plasminógeno posee en el extremo

terminal un ácido glutámico y la proteolisis ocurre entre las Lys 77 y Lys 78,

brindándole caracteristicas conformacionales y distinta afinidad por la fibrina.

El tPA es una glicoproteína sintetizada principalmente por células

endoteliales. Esta molécula tiene una estructura aminoterrninal en forma de dedo

con la cual logra una mayor afinidad por la fibrina. El tPA circulante es el

encargado principal de la fibrinólisis sistémica, o sea, la lisis de los coágulos de

fibrina intravasculares.

El uPA interviene en procesos de degradación y remodelación de las

matrices tisulares durante la remodelación mamaria, la lactancia, la ovulación, la

cicatrización de heridas, la invasión tumoral y metastásica, etc. Al principio es un

pro-uPA que es clivado por la calicreína y la misma plasmina para dar el
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polipeptídicas A (24 kDa) y B (30 kDa) unidas por un puente disulfuro. La

cadena A posee segmentos homólogos a fibronectina, Pg y protrombina, y un

dominio similar al factor de crecimiento epidérrnico que interactúa con el

receptor de membrana del uPA. La cadena B es el dominio catalítico de la

enzima y posee homologías con los sitios activos de otras serinoproteasas. La

extensiva degradación del pro-uPA resulta en péptidos de menor peso molecular

de uPA como el fragmento aminoterminal ATF y el dominio similar GFD

(Alonso & Gomez, 1996). En la invasión tumoral se observa que las células

tumorales producen uPA y además sobrexpresan el receptor de uPA que es una

proteína altamente glicosilada de 50 a 65 kDa en los humanos y que esta unida a

la superficie de la membrana plasmática mediante un anclaje por

glucosilfosfatidil inositol (GPI).

Se sabe que la capacidad invasora de las células tumorales esta gobernada

por la cascada proteolítica iniciada por el uPA. Las interacciones entre el tumor y

las células del estroma controlan los dos sistemas de proteasas responsables de la

proteólisis fuera de la célula, ellos son el uPA/uPA receptor/plasminógeno y las

MMPs. El uPA estroma] y la MMP-2 son producidos como precursores y luego

¡activados en la superficie de la célula tumoral, permitiendo a la célula tumoral

degradar las membranas basales y facilitando el brote de vasos sanguíneos para

alimentar al tumor en crecimiento (Edwards & Murphy, 1998). La plasmina es

una pieza clave, ya que pertenece a la matriz extracelular y puede degradar

directamente la fibronectina, la laminina y activar colagenasas latentes para

facilitar la degradación del colágeno I fibrilar y del colágeno IV de las

membranas basales. Tras este proceso degradativo las células tumorales migran

por las matrices modificadas pudiendo diseminarse. Los inhibidores de los

activadores del plasminógeno se encargan de balancear esta situación. Los

inhibidores naturales específicos de los activadores del plasminógeno (PAIS)

pertenecen a la superfamilía de las Serpinas. Esta superfamilía incluye PAI-l,

PAI-2, PAI-3, a-l-antitripsina, antitrombina III, proteasa Nexina-l.
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Las células endoteliales normalmente sintetizan uPA, tPA y sus

inhibidores, de los cuales el PAI-l es el más caracterizado. Se ha encontrado que

la secreción de tPA en el endotelio involucraría la activación de la proteina

quinasa C en forma independiente a los niveles de calcio intracelular y sería

inhibida por IL-l y por el TNF, mientras que la secreción del PAI-l sería

estimulada por ambas proteínas. Esto nos indica que existe un mecanismo de

regulación y una secreción coordinada del tPA y de su inhibidor PAI-l (Newby

& Henderson, 1990).

La regulación de la angiogénesis

La proteólisis extracelular es considerada como un importante regulador

bioquímico y celular de la neovascularización, la morfogénesis vascular, de la

invasión vascular y tumoral y del establecimiento y crecimiento metastásico. Se

ha encontrado una correlación entre la densidad de nuevos vasos existente en un

tumor parental con su capacidad metastásica. También se ha estudiado que la

inhibición de la angiogénesis estaría asociada a la supresión de metástasis

tumorales. Durante el proceso de angiogénesis las células endoteliales necesitan

entre otras cosas, invadir la matriz extracelular y formar las estructuras capilares.

El proceso de invasión celular requiere de la producción de proteinasas.

El uPA es una de las moléculas claves en la proteólisis de la matriz

extracelular producida en la superficie celular de las células capilares endoteliales

y las células tumorales. Los macrófagos asociados al tumor secretan citoquinas

como la IL-lB, el TNF-a, el bFGF y el VEGF que inducen una regulación

positiva del uPA y de su receptor (uPAR) en las células endoteliales. Esta

expresión contribuye indirectamente a una mayor angiogénesis tumoral (Mazar et

aL, 1999). También se ha encontrado que la formación de túbulos vasculares es

dependiente en los primeros pasos de la actividad catalítica del uPA. En ensayos

realizados sobre matrices de fibrina se encontró que los retinoides estimulan la

formación de túbulos endoteliales y que la adición de uPA aumentaba dicha
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formación. En el mismo sistema, las hormonas testosterona y dexametasona

inhiben la formación de los túbulos y esa inhibición podía ser revertida por el

agregado de uPA al sistema (Lansink et aL, 1998).

La angiogénesis requiere también de las metaloproteinasas para la

digestión de las matrices extracelulares que se encuentran debajo de la capa de

células endoteliales de los vasos sanguíneos. Como ya hemos visto, la

neovascularízación consiste en una secuencia de eventos que incluye la

disolución de la membrana basal, la migración y proliferación de las células

endoteliales, la formación de los capilares vasculares y la formación de nueva

membrana basal. La membrana basal, una membrana especializada rica en

colágeno tipo IV y en laminina que subyace debajo de las capas de células

endoteliales, la matriz intersticial rica en colágenos tipo I y III, y el colágeno tipo

II en el cartílago son fragmentados durante el proceso de formación de nuevos

vasos sanguíneos.

Los colágenos son las proteínas más asociadas al proceso de angiogénesis

y se han identificado a las colagenasas como esenciales para los primeros pasos

de la neovascularízación. Para la formación de una rama, la fragmentación del

colágeno IV de la membrana basal continua se produce gracias a la actividad de

la MMP-2 y la MMP-9. La actividad de las colagenasas tipo IV es importante en

los primeros pasos de la morfogénesis celular endotelial y la formación capilar.

El VEGF induce la expresión de la colagenasa intersticial (MMP-l) en células

endoteliales humanas y la MMP-l es la responsable del inicio de la degradación

de los colágenos intersticiales tipo I y llI.

Aunque las ce'lulas endoteliales secretan MMP-l, MMP-2, MMP-9 y

MTl-MMP; las más involucradas por el rol que desempeñan en la angiogénesis

son la MMP-2 y la MTl-MMP. En general las metaloproteinasas son secretadas

como zimógenos, pero la MTl-MMP se encuentra pegada a la superficie celular

y es procesada, antes de su localización superficial, mediante un mecanismo

dependiente de furina.

Se han realizado tratamientos de células endoteliales con pro-MMP-Z

exógena y se ha observado la inducción de un cambio morfogénico consistente
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con una respuesta angiogénica (la formación de túbulos capilares). Una vez

obtenida una meseta, el exceso de MMP-2 revertía la formación de los túbulos.

Estos efectos eran dependientes de la actividad MMP-2 y eran inhibidos por el

TIMP-Z. Esto sugiere que la pro-MMP-Z exógena era activada por las células

endoteliales.

Se encontró que la expresión y activación de la MMP-2 están coordinadas

con un aumento en la transcripción y expresión de MTl-MMP. Actualmente

existe un modelo de activación de la pro-MMP-2 mediada por la MTl-MMP que

involucra además un receptor para el TlMP-Z (Morgunova et al., 1999). Además,

parece ser que la activación de la síntesis de la MMP-2 es mediada por integrinas

como (1231o avB3. A su vez, las actividades de la MMP-2 y del TIMP-2 están

diferencialmente reguladas por la trombospondina y sus péptidos en el endotelio

(Taraboletti et aL, 2000). Algunos estudios sugieren que la activación de la pro­

MMP-2 mediante la MTl-MMP es crítica (Toth et aL, 2000) para la invasión deí

las matrices de colágeno tipo I y que la MTl-MMP sola es esencial para

atravesar la matriz provisoria que rodea a los débiles vasos. Igualmente, aún no se

sabe si otras MMPs u otros sistemas proteásicos colaboran o compensan las

actividades de la MMP-2 y la MTl-MMP (Stetler-Stevenson, 1999).

Se han realizado estudios con ratones deficientes en MMP-9. En el

desarrollo, estos ratones mostraron fallas en la vascularización y apoptosis en el

crecimiento temprano de la placa esquelética. Cuando estos ratones se cruzaron

con animales en los cuales la expresión de la MMP-9 coincidía con la activación

de un cambio angiogénico durante la formación tumoral, la pérdida de MMP-9

suprime la tumorigénesis.

Quizás, exista en la actualidad un nuevo paradigma del rol de las MMPs

en la angiogénesis. Uno de los más potentes inhibidores naturales de la

angiogénesis es la angiostatina, la cual se ha demostrado que suprime la

formación de metástasis por carcinoma de pulmón de Lewis. Los nuevos

resultados cambiaron los antiguos conceptos en los cuales las MMPs estimulaban

la angiogénesis y los inhibidores la bloqueaban. Se ha reportado que la MMP-12
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es responsable de la generación de angiostatina en el carcinoma de pulmón de

Lewis, que la MMP-7 y la MMP-9 son capaces de hidrolizar plasminógeno

humano para generar fragmentos de angiostatina. Si bien la especificidad, la

eficiencia, los sitios exactos de clivaje, las actividades biológicas y las

relevancias de los fragmentos de angiostatina no se conocen es muy importante

considerar el estudio de otro enfoque de la actividad de las metaloproteinasas y

de sus inhibidores.

Protéolisísy enfermedad

La actividad proteolítica se encuentra alterada en un gran número de

enfermedades del ser humano: enfermedades vasculares, desórdenes trombóticos,

hipertensión, osteoartritis, enfermedades degenerativas crónicas y cáncer. Por

otra parte, muchos organismos que parasitan al hombre -schistosomas,

leishmanias, trypanosomas- liberan enzimas proteolíticas para infectar los tejidos

del huésped e inclusive, una proteasa interviene en los mecanismos de infección

del virus del sida. Más allá del efecto degradatorio propio de cada proteasa, las

mismas intervienen en fenómenos de activación en cascada de las proenzimas

presentes en el espacio extracelular. De tal manera que, en conjunto, despliegan

una acción proteolítica amplia y muy eficiente (Tabla 5.2).

Si bien las proteasas son indispensables para la remodelación tisular, se

requiere de una delicada modulación que llevan a cabo inhibidores específicos.

La actividad proteásica desmedida, sin el balance de la correspondiente actividad

inhibitoria (proteasas>inhibidores), puede conducir a la destrucción tisular e

invasión celular, como ocurre en los primeros pasos de la cascada metastásica.

En cambio, cuando existe una excesiva actividad inhibitoria

(inhibidores>proteasas) se produce un depósito desmedido de matriz extracelular,

denominada genéricamente fibrosis. Este proceso guarda algunas similitudes con

la reacción desmoplásica que suele acompañar a ciertos tumores y a varias

infecciones parasitarias crónicas. En cierta forma, los tejidos del huésped
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reaccionan intentando “encapsular” el foco patológico que induce la destrucción

de estructuras normales. Se establece una “zona de choque”, en este caso entre el

parásito y la matriz sintetizada por el órgano huésped. Los inhibidores

proteásicos permiten un mayor depósito de estroma y llevan a la encapsulación

del parásito, al igual que en ciertos procesos neoplásicos facilitan la

encapsulación del tumor primario (Gomez et al., 1999).

La formación y degradación de componentes de la matriz extracelular son

procesos que se encuentran en continuo balance y que son ocasionados por tipos

celulares presentes en el intersticio conectivo. Una acumulación de matriz ocurre

cuando la síntesis excede la degradación; la inflamación crónica, una

consecuencia común de muchas infecciones parasitarias, es un potente factor

promotor de fibrosis. Por el contrario, en la progresión tumoral uno de los pasos

centrales es la disolución de la matriz y en particular de las membranas basales.

La participación de los mismos elementos celulares y semejantes sistemas

enzimáticos sugiere la existencia de un mecanismo regulatorio diferente, dando

lugar a procesos fisiopatológicos opuestos. El análisis de esa regulación en las

enfermedades parasitarias puede ser de enorme utilidad en la comprensión de la

modulación de los patrones degradativos que caracterizan a los tumores

malignos. Eventualmente, podría constituirse en un elemento a tener en cuenta en

el diseño de nuevas terapias anticancerosas (De Lorenzo et al., 1996).



Tabla 5.2. Enfermedades humanas donde intervienen enzimas degradativas en los mecanismos
patogénicos

TIPO DE EJEMPLO ENZIMAS

ENFERMEDADES

Neoplásicas Invasión y metástasis Uroquinasa

Metaloproteinasas

Infecciosas Parasitarias Cisteínoproteinasas

Metaloproteinasas

Bacterianas Penicilasa

Virales Proteasa del HIV

Hematológicas Trombosis Trombina

Respiratorias Enfisema Elastasa leucocitaria

Nerviosas Enfermedad de Alzheimer Metaloproteinasas

Inflamatorias Artritis reumatoidea Colagenasas

Cardiovasculares Hipertensión Enzima convertidora de

angiotensina
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Perspectivas terapéuticas

La enzima MMP-2 no está activa en los tumores benignos y se activa

cuando un tumor se vuelve invasivo. Esta enzima aparentemente ayuda al

spreading de las células tumorales por la degradación del colágeno de la

membrana basal. La MMP-2 se ha convertido en una molécula interesante para

utilizar como blanco para nuevas terapias antiangiogénicas y antitumorales

(Hagmann, 1999) (Goodsell, 1999).

Actualmente se están probando varias estrategias, existen al menos seis

inhibidores sintéticos de las MMPs que se encuentran en fases clínicas. El

Marimastat por ejemplo, se encuentra en fase I/II/III y demuestra seguridad y

tolerancia, aunque tiene como efecto adverso una toxicidad reversible en el

músculo esquelético.

El esclarecimiento de la forma y cuándo, dónde y cómo la actividad de las

MMPs está involucrada en el fenotipo angiogénico tiene enormes implicancias

para la terapia contra el cáncer, dado que la angiogénesis es necesaria para el

crecimiento tumoral y metastásico.



Capítulo VI:

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 1

(TIMP-l)



TIMPS: una familia de inhibidores naturales de las metaloproteinasas de matriz

Los inhibidores de las metaloproteinasas (TIMPs) desempeñan un rol

fundamental en la regulación de la homeostasis de la matriz extracelular mediante el

control de la actividad de las metaloproteinasas de matriz (MMPs). Algunos TIMPs

poseen otras funciones además de inhibir la actividad de las MMPs que afectan la

proliferación celular y la sobrevida. Se han estudiado las funciones de los TIMPs en

el cáncer y se ha encontrado que dichas moléculas actúan en los procesos de

crecimiento tumoral, invasión, metástasis y angiogénesis.

La matriz extracelular aporta señales para las células y también es el

reservorio de muchas moléculas, como las citoquinas y los factores de crecimiento,

cuya disponibilidad temporo-espacial está regulada por diversos mecanismos.

Durante la remodelación tisular, el desarrollo de los órganos, la neovascularización y

la reparación de heridas la matriz es degradada y en este proceso intervienen

moléculas como las interleuquinas, el factor de crecimiento transformador (TGF-Bl)

y el factor de crecimiento hepatocitario (HGF). El TGF-Bl, por ejemplo, actúa

mediando la desmoplasia y la fibrogénesis. La misma molécula induce un aumento

en la regulación tanto del inhibidor tisular de las metaloproteinasas (TIMP) como de

la MMP-2 (Schuppan et aL, 1994).

La homeostasia de la matriz extracelular está controlada por un delicado balance

entre las proteínas de la matriz, la producción de proteasas que degradan la matriz y

los inhibidores de esas proteasas.

La familia de los inhibidores de metaloproteinasas de matriz cuenta con

cuatro miembros, cuyos genes han sido aislados en humanos y otros mamíferos

(Blavier et aL, 1999). Los cuatro miembros expresan actividad inhibitoria de las

metaloproteinasas y poseen propiedades estructurales y funcionales en común,

incluyendo una estructura primaria con 12 residuos cisteína conservados (Gomez et
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aL, 1997) que forman seis puentes disulfuro. El dominio N-terminal contiene la

región de mayor homología entre los cuatro miembros y es la responsable de su

actividad antimetaloproteinasa. Este dominio posee residuos que interaccionan con

el bolsillo de pegado de Zn2+de las MMPs activas. Las diferencias de secuencias en

el dominio N-terminal entre los TIMPs están preferencialmente localizadas en las

regiones de los loops y serían las responsables delas propiedades particulares de los

distintos TIMPs. El dominio C-terminal es más variable entre los distintos miembros

y se pega al dominio hemopexina de las distintas proMMPs, permitiendo la

formación de los complejos TIMP-proMMP que retienen actividad anti WP. Se ha

reportado, por ejemplo, que existe una parcial independencia entre la actividad

catalítica y la capacidad de unir TIMP-l de la MMP-9; se ha demostrado

experimentalmente que, una MMP-9 mutante que no poseía actividad gelatinolítica

fue capaz de unirse al TlMP-l (Roeb et aL, 2000).

A pesar de las diferencias estructurales aún no se conoce si los TIMPs

desarrollan roles diferentes y especificos en el control de la remodelación de la

matriz extracelular. Se ha analizado la expresión temporo-espacial de los TIMPs en

órganos de ratones adultos y durante el desarrollo embrionario murino y se ha

encontrado que algunos TIMPs tendrían un papel órgano específico. La Tabla 6.1

resume las características de los cuatro inhibidores de las metaloproteinasas

descriptos hasta ahora.

Los cuatro TIMPs poseen un 40% de identidad de secuencia incluyendo las

12 cisteínas conservadas y sus dos dominios terminales. Todos los TLMPs poseen

una secuencia consenso VIRAK en el dominio NHZ-terminal que es el necesario

para la actividad inhibidora de las MMPs. Además poseen una secuencia de inicio

de 29 aminoácidos que sería eliminada por clivaje y así se produciría la proteína

madura.



Tabla 6.1. Características de los miembros de la familia de TiMPs

9|

Gomez et al. 1997

Características TIMP-l TlMP-2 TIMP-3 TIMP-4

Localización

cromosómica en Xpl 1.23- l7q23-l 7q25 22q12-22ql3 3p25

humanos Xp] 1.4

mRNA (kb) 0.9 3.5, 1.0 5.0, 2.6, 2.4 1.4

Proteína (kDa) 28.5 2| 21 22

Inhibición de la

invasión tumoral + + + +

Promotor del

crecimiento + + n. d. n. d.

Inhibición de la

apoptosis + n. d. n. d. n. d.

inhibición de la

angiogénesis + + + +

Referencias Huebnere! al. ¡986 DeClerckel al. Apte el al. ¡994 Olson e! al. ¡998

Spurr e! al. 1987 ¡992 and ¡994

n. d.: no hay datos
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Todos los TIMPs forman estrechos complejos con las MMPs con una estequiometría

de l:l y ellos poseen una leve selectividad contra los diferentes tipos de matrixinas,

excepto el TIMP-l que no inhibe la MTl-MMP y la MT2-MMP. Se ha reportado

además que el TIMP-l se une preferencialmente a la proMMP-9, y que el TIMP-2 y

el TIMP-4 se unen a la proMMP-2 (Itoh et aL, 1998). Se encontró que existía una

interacción específica y de alta afinidad entre el TIMP-4 y el dominio C-terminal de

la MMP-2 humana y que el inhibidor se pegaba tanto a la pro-MMP-2 como al

dominio C-tenninal de la misma manera que el TIMP-2 (Bigg et al., 1997).

Aparentemente, estas interacciones se producen a través de los dominios C­

terminales del inhibidor y de la proenzima. Entonces, los TlMPs unidos a las MMPs

pueden inhibir a otras metaloproteinasas y la activación de la pro-MMP en el

complejo requiere del bloqueo del dominio N-tenninal libre del TIMP por las

MMPs, de lo contrario, la forma activada es rápidamente inhibida por el TLMP.

TIMP-1 y evolución

Los árboles filogenéticos y la comparación de las secuencias homólogas entre

las secuencias de los cuatro TIMPs y otras proteínas han demostrado que existen

proteínas homólogas a los TIMPs de mamíferos en pollos, anfibios, peces, insectos y

en C. elegans. Se ha identificado en Drosophíla el gen TIMP en el intrón de la

sinapsina. El análisis de secuencia reveló que existía un 35% de identidad con los

TIMPs humanos. Además, se reportó que en humanos el gen de TIMP-3 está

codificado dentro del intrón V del gen de la sinapsina III en el cromosoma 22.

También se han encontrado evidencias que el gen humano de la sinapsina IV está

localizado cerca del gen del TIMP-2 en el cromosoma l7 y además, se especula que

el gen humano de TIMP-4 estaria localizado en el intrón V del gen de la sinapsina II

en el cromosoma 3.
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Los resultados son reveladores pero, si bien los TIMPs poseen muchas

características en común, cada uno de los inhibidores cuenta con características

propias que, a su vez, difieren entre las distintas especies animales. El TIMP-3 de

pollo no está glicosilado, pero los TIMP-3s de ratón y humano son glicoproteinas. El

TlMP-3 posee propiedades únicas: está estrechamente unido a la matriz extracelular,

su sobrexpresión en células del músculo liso induce apoptosis y mutaciones

generadas en su dominio C-terminal (Nagase et al., 1999; Brew et aL, 2000).

El TIMP-I: una molécula multifuncional

Como hemos visto los diferentes miembros de la familia de los inhibidores

tisulares de las metaloproteinasas poseen algunas características propias y otras

comunes a todos. Dada la gran diversidad de funciones de estos inhibidores, aún no

se han llegado a esclarecer todos los mecanismos de acción que desarrollan los

mismos en la biología celular. Se ha reportado que los TIMPs poseerían roles

paradójicos en la progresión tumoral, lo cual hace que sean moléculas de especial

interés para el estudio de posibles blancos para combatir tanto el cáncer como

diversas enfermedades.

En los últimos años, a partir de los estudios realizados sobre los efectos del

inhibidor tisular de metaloproteinasas TIMP-l, se ha considerado al TIMP-l como

una proteína multifimcional con diversos efectos biológicos (Tabla 6.2), (Figura

6.1).



Tabla 6.2. Funciones reportadas para el TIMP-l

Inhibe las formas activas de las MMPs

Se pega a la proforma de la MMP-9

Participa en la remodelación tisular embrionaría del hueso

Interviene en la esteroideogénesis gonadal

Actúa en la ovulación, el embarazo y el parto

Inhibe la invasión tumoral y la metástasis en modelos experimentales

Posee actividad de factor de crecimiento, como la de potenciador
eritroide (EPA)

Inhibición de las MMPS

l [WI

.i » (Ilhcminl

(.7? lxydig(El celk

Estimulador de la

estmidcogéncsis gonndal

C.)
Remodelación

Tisular g,“ o!) Í T' ' 4*- % am'osen
' iiorftlogíacÏlular
Inhibición de la angiogénesis

Figura 6.1. Esquema de las fimciones reportadas del TIMP-l. (Modificado de Gomez et aI., 1997)

94



95

Estructurayfunción

El TIMP-l fue originalmente aislado de hueso de conejo y fiJe caracterizado

como un inhibidor de colagenasa (Sellers et aL, 1977). Inicialmente, el TIMP-l

humano fue purificado del fluido amniótico (Murphy et aL, 1981), luego se lo ha

purificado de fibroblastos de piel (Stricklin & Welgus, 1983) y de fluido sinovial

reumatoide (Osthues et al., 1992). Cawston et al. (1986) purificaron mediante

cromatografía de inmunoafinidad y filtración por gel el TIMP-l del plasma humano

y caracterizaron a la proteína con los inhibidores anteriormente encontrados.

El TlMP-l es producido y secretado por una gran variedad de tipos celulares

del organismo. La molécula consiste en 184 aminoácidos que incluyen 12 residuos

de cisteínas involucradas en la formación de seis puentes disulfuro que mantienen

juntos a los 6 rulos y dividen a la molécula en tres estructuras como nudos. Los

puentes se producen entre C1-C70 y C3-C99; entre Cl3-C124 y C127-174. En el

dominio COOH-tenninal de la molécula está el puente entre Cl32-Cl37 y C145­

C166. Las secuencias completas y parciales de once TIMPs han sido alineadas para

obtener la máxima homología y se ha analizado el grado de divergencia, de este

estudio se obtuvo que la secuencia más conservada está formada por los primeros 20

residuos de la región NH2-terminal (Bodden et aL, 1994). Mediante análisis de

secuencias, estudios de mutagénesis dirigida y el uso de anticuerpos monoclonales y

péptidos se han identificado los dominios funcionales del TIMP-l y los sitios

múltiples de contacto con la colagenasa MMP-l.

Es importante destacar que el TIMP-l es una proteína extensamente

glicosilada. La forma no glicosilada del TIMP-l tiene una masa molecular de

aproximadamente 20 kDa y la forma glicosilada es de 28.5 kDa, aunque

dependiendo del grado de glicosilación puede alcanzar entre 30 y 34 kDa. Se ha

reportado que el TIMP-l recombinante totalmente glicosilado producido en el
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sistema de baculovirus inhibió la degradación in vitro del colágeno tipo I (Gomez et

aL, 1994).

Regulación

Algunos trabajos realizados indican que la estromelisina l y el TIMP-l

estarían regulados coordinadamente por una variedad de estímulos, pero aún no está

claro si la expresión de MMP y de TIMP podría ser independiente o recíprocamente

reguladas.

El TGF-Bl es un mediador que induce el depósito de tejido conectivo por los

fibroblastos y las poblaciones celulares del hueso, suprime la síntesis de colagenasa

mientras que aumenta la expresión del TIMP-l y de la gelatinasa de 72 kDa. Otras

citoquinas como IL-IB, el EGF, el FGF y el promotor tumoral TPA aumentan

coordinadamente la colagenasa, la estromelisina l y el TIMP-l. El aumento en los

niveles de TIMP-l anularía la promoción del fenotipo celular de reabsorción

(Overall, 1994).

Se ha demostrado en fibroblastos humanos sinoviales que la expresión de

MMP-l, MMP-3 y TIMP-1 están coordinadas a través de una serie de vías en común

de señales citoplasmáticas, de elementos reguladores en cis y de factores nucleares

activadores en trans (DiBattista et aL, 1995). La [L-lB induce la expresión de TIMP­

l y ese efecto es antagonizado por la prostaglandina E2 en fibroblastos humanos

sinoviales. Por los resultados anteriormente publicados y considerando que la

prostaglandina E2 es un estimulador de la cAMP- proteina quinasa (PKA), parecería

que las señales asociadas a PKA y a la proteina quinasa C (PKC) tendrían efectos

opuestos en la expresión y la secreción de TIMP-l (DiBattista et al ., 1995).

La oncostatina M, como la IL-6 y el factor inhibitorio de leucemia inhibirían

la actividad MMP mediante la estimulación específica de la expresión del TIMP-l



97

(Richards et aL, 1993). Otro agente estimulador es el ácido retinoico, mientras que

la concavalina A y la dexametasona son agentes supresores de la expresión de

TIMP-l.

Es necesario resaltar que, aunque la regulación de la expresión de MMPs y de

TlMPs sea recíproca o coordinada a nivel de una célula, no necesariamente va a

tener el mismo efecto en todo el tejido. Cada sistema tisular posee una fina y

característica regulación que permite el balance adecuado entre las MMPs y los

TIMPs, cuyo resultado es la remodelación tisular.

El gen de TIMP-l posee un promotor TATA-less y está compuesto por seis

exones. El promotor contiene múltiples elementos en la región 5’ del gen,

incluyendo un elemento respondedor a TPA (TRE) y sitios AP-l, SP-l y ets

(Edwards et aL, 1992). Además, se ha identificado un elemento respondedor a IL­

6/oncostatinaM en el promotor del TIMP-l.

Se han publicado escasos trabajos sobre el control hormonal de los TIMPs. Se

ha demostrado que la combinación de progestinas y estradiol aumentaba la

producción del TIMP en fibroblastos cervicales de útero. En los folículos

preovulatorios, el TIMP está regulado positivamente por la hormona luteinizante

(LH) y puede ser también inducido por sus segundos mensajeros como el CAMP o

sustancias como la forskolina que aumenta la actividad cAMP. Además, la

gonadotrofina coriónica estimula la expresión de TIMP-l en el ovario (Gomez et aL,

1997).

Inhibición dela angiogénesis

El proceso de angiogénesis involucra la migración endotelial, la adhesión y la

degradación de la membrana basal subendotelial. En bioensayos se ha observado que

el TIMP-l inhibe la angiogénesis. La respuesta de células endoteliales a factores
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angiogénicos como el bFGF y al medio condicionado de adipocitos se vio bloqueada

por el TLMP-l. El efecto del TIMP fue mediado, al menos en parte, por la inhibición

de la migración de las células endoteliales. La acción del TIMP en las respuestas

angiogénicas podría estar relacionada con el bloqueo de la liberación de factores

angiogénicos pegados a la matriz o a la inhibición de proteasas estimuladas por la

respuesta de las células endoteliales a factores angiogénicos solubles. En la figura

6.2 se observa uno de los modelos propuestos para ejemplificar el rol del TIMP en la

angiogénesis (Johnson et al., 1994).

Factor-u mglogénlcoi

unidoslll mItIlz / TIMP - proteasasendoteliales

1 - liberación proliferación

Factores_> __/‘\€,>_7 I Aumentalaangiogénicos actividad MMPs

EC \
migración

Figura 6.2. Modelo de acción del TIMP en la angiogénesis

La adición de anticuerpos contra las MMPs hizo disminuir el área de red

tubular endotelial en ensayos de angiogénesis in vitro realizados con Matrigel.

Ambos inhibidores de metaloproteinasas TIW-l y THVIP-Ztambién hicieron

disminuir la formación de túbulos. Las colagenasas tipo IV y los TIMPs modularon
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la morfoge'nesis endotelial in vitro. El agregado de los anticuerpos anti-colagenasas

y de los TIMPs al iniciar los cultivos hizo que la inhibición sea mayor, indicando

que la actividad metaloproteásica sería importante en los primeros pasos de la

morfogénesisis (Schnaper et aL, 1993). Por otra parte, el TIMP-l también bloquea la

invasión de las células endoteliales en la membrana amniótica.

Además, se ha demostrado que la inhibición de la angiogénesis in vitro

mediada por TlMP-l recombinante generado en un sistema de baculovirus no

dependía de la función antiproteásica del TIMP-l (Thorgeirsson et al., 1996).

Todos los resultados indican que los TIMPs estarían involucrados en diversos

pasos del proceso de angiogénesis: inhibiendo la migración endotelial, bloqueando

la liberación de factores angiogénicos de los reservorios de la matriz extracelular e

inhibiendo la degradación de la matriz.

Actividaddefactor de crecimiento

El TIMP-l también es conocido por su actividad potenciadora eritroide

(EPA). Se han realizado numerosos trabajos que han demostrado las actividades

promotoras de crecimiento que poseen el TlMP-l y el TIMP-Z sobre varias líneas

celulares. Se han estudiado las estructuras y funciones de las dos moléculas y se ha

concluido que las actividades EPA y las actividades antiproteásicas se encuentran en

dominios distintos y parecería que el efecto promotor del crecimiento estaría

directamente mediado por receptores de la superficie celular. Se ha demostrado que

el TlMP-l y el TIMP-2 a las concentraciones que expresaban actividad de factor de

crecimiento, indujeron fosforilación en tirosina, activaron la MAP quinasa y

estimularon la síntesis de ADN en la ausencia de otros factores de crecimiento

exógenos (Yamashita et aL, 1996).
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Efecto sobre la morfoge'nesiscelular

Anteriormente se ha demostrado en numerosos sistemas celulares que el

TlMP-l y el TIMP-Z inducen cambios en la morfología celular. Seha demostrado

que el TIMP-l es importante para la proliferación epitelial, la ramificación durante

el desarrollo mamario murino y en la involución mamaria el TIMP-l mantiene

elevados los niveles de caseína y retrasa la regresión alveolar (Talhouk et aL, 1992).

Recientemente se ha analizado la expresión temporo-espacial de todos los TlMPs

durante las distintas fases del desarrollo mamario. El único mRNA cuya expresión

estuvo limitada fue el de TIMP-l, su expresión depende de un estado de alta

proliferación epitelial. Se describió una baja regulación del TlMP-l derivado del

epitelio en ratones transgénicos y se analizó también la integridad de la matriz

extracelular. Los autores concluyeron que los TIMPs poseen una fiJnción integral en

la morfogénesis mamaria y que el TlMP-l regula la proliferación epitelial mamaria

in vivo, al menos debido al mantenimiento de la integridad de la membrana basal

(Fata et aL, 1999).

Se han reportado numerosos trabajos en los cuales se involucra a los TIMPs

con el fenómeno de apoptosis, en algunos casos favorece la apoptosis y en otros el

TIMP la inhibe. En porciones discretas de la placenta se produce apoptosis,

predominantemente en los trofoblastos. Se han identificado las cuatro clases: TIMP­

l, 2 y 3 en el fluido amniótico y se ha sugerido que la digestión de la matriz

extracelular y la remodelación, soportada por el balance entre los TIMPs y las

proteasas, disparan'a la apoptosis y de alguna manera aumentaría las ramificaciones

tisulares (Riley et aL, 2000).
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Rol en Ia esteroideogénesisganada!

La esteroideogénesis gonadal es regulada por la hormona luteinizante (LH),

hormona folículo estimulante (FSH) y por factores locales. Este factor file

caracterizado como un complejo proteico de 70 kDa secretado por las células de

Sertoli de ratas (Boujrad et al., 1995). El complejo, compuesto por proteínas de 28 y

38 kDa, estimulaba la esteroideogénesis en células de Leydig y en las células de la

granulosa en manera dosis dependiente. La FSH inducia la expresión de la proteína

de 28 kDa, la cual fue identificada como TIMP-l (Ulisse et aL, 1994) y la proteína

de 38 kDa como procatepsina L. Entonces el complejo TIMP-l y procatepsina L

constituyen un potente activador de la esteroideogénesis estando involucrados en la

regulación del desarrollo de las células gerrninales en hembras y machos. Por otra

parte, cabe destacar que se ha reportado que las células de Sertoli secretan TlMP-2

que estaría involucrado en la reestructuración y la migración de las células

germinales durante la espermatogénesis (Grima et aL, 1996).

Consideraciones y perspectivas

El TIMP-l desarrolla un papel primordial en el mantenimiento de un

adecuado balance de la actividad de las MMPs en la matriz extracelular. Un

desbalance entre las actividades de las MMPs y los TlMPs resultaría en una excesiva

degradación que se vería reflejada en la invasión tumoral y la formación de

metástasis. Además, el TIMP-l posee efectos paradójicos sobre la progresión

tumoral; inhibe la apoptosis y desempeña un rol fundamental en el mantenimiento de

la hemostasia tisular. Estos aspectos del TIMP-l serán analizados más adelante

dentro del análisis de la vascularización tumoral.
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Recientemente Hofmann y colaboradores han descripto detalladamente la

relación entre el balance de las MMPs y los TIMPs en la progresión del melanoma

humano; especificando cuál es el aporte de las células estromales y el de las

tumorales. Igualmente restan estudiar los mecanismos que llevan a la estimulación

de cada tipo celular a liberar dichas moléculas y que gobiernan la interacción entre

las células normales del huésped y las tumorales (Hofmann et aL, 2000).

En la actualidad existen diversos ensayos clínicos que están evaluando la

utilidad de numerosos inhibidores sintéticos de las metaloproteinasas para combatir

la progresión tumoral. El TIMP-l es considerado una molécula multifimcional y

posee efectos paradójicos sobre distintos sistemas celulares. Esto hace que el TIMP­

l sea una molécula de especial interés para el estudio de nuevas estrategias para

combatir algunas enfermedades como el cáncer y la artritis reumatoidea. El avance

en el esclarecimiento de los distintos mecanismos de acción del TIMP-l ayudará a

diseñar nuevas terapias alternativas que llevarán una mejor calidad de vida para los

pacientes.



Capítulo VII:

Modelos experimentales de estudio

in vitro e in vivo de la angioge'nesis
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En los últimos años el estudio de la angiogénesis ha sido considerado una

prioridad en muchos institutos de investigación. El control del proceso angiogénico

se ha convertido en un paradigma para el tratamiento de muchas enfermedades

cardiovasculares, pulmonares, oculares y para el crecimiento tumoral y la metástasis.

En los países desarrollados más de la mitad de las muertes totales de la

población se producen por cáncer o enfermedades cardiovasculares. Además,

algunas de las enfermedades oculares que causan ceguera también involucran un

descontrol en el proceso angiogénico.

Dado que la regulación del crecimiento de los vasos sanguíneos es de gran

importancia en muchas enfermedades, se han utilizado metodologías ya conocidas y

otros protocolos muy novedosos para estudiar la angiogénesis y sus mecanismos y

así poder diseñar nuevas estrategias antiangiogénicas. En esta sección se hace una

pequeña reseña de los protocolos experimentales más utilizados.

Purificación y cultivos de células endoteliales

Desde hace años los cultivos celulares han servido para estudiar los diversos

pasos del proceso de angiogénesis. Se han desarrollado diferentes protocolos para la

purificación de células endoteliales de distintos órganos como la de células

endoteliales de hígado mediante la digestión enzimática con colagenasa, pronasa o

ambas. Los distintos protocolos de purificación en general poseen un rendimiento

que oscila entre el 80-95 % de pureza. El mayor problema es eliminar otros tipos

celulares contaminantes que alteran la validez y la funcionalidad de los resultados.

Se ha descripto un método rápido y reproducible para la obtención de

poblaciones puras de células endoteliales de hígado. Este método se basó en la unión

covalente de la Evonymus europaeus agglutinina (EEA) a partículas magnéticas de
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poliestireno, las cuales sirvieron para purificar endotelio de hígado de mono del

resto de las células del hígado mediante un gradiente de Percoll. Se obtuvieron

ce'lulas endoteliales de hígado de mono altamente puras. Como en todas las

purificaciones de células endoteliales, luego de la purificación se dejaron crecer las

células hasta llegar a confluencia y se analizaron distintas propiedades para la

identificación de las células endoteliales. Se estudiaron las características

morfológicas, la capacidad de incorporar LDL acetilado, la expresión de Factor VIH

y se midió la actividad de la enzima convertidora de angiotensina. Todos estos

parámetros sirvieron para la identificación positiva de las células endoteliales

(Gomez et aL, 1993; Gomez et aL, 1998).

Por otra parte, se pueden utilizar cultivos primarios de células como modelos

para evaluar citotoxicidad vascular inducida por xenobióticos. Los sistemas celulares

ofrecen ciertas ventajas sobre los modelos in vivo para evaluar los efectos tóxicos de

los químicos. Usando este modelo se pueden realizar muestreos secuenciales y

pueden evaluarse los cambios dependientes del tiempo. Se han evaluado los efectos

tóxicos de la acroleína en cultivos de endotelio vascular y células de músculo liso.

La acroleína es un aldehído alifático tóxico, producto de la oxidación de

hidrocarburos que se encuentra en altas concentraciones en el humo del cigarrillo y

otros contaminantes ambientales. Se ha empleado el modelo de cultivos primarios de

células endoteliales de aorta de rata para estudiar la respuesta vascular ante un estrés

oxidativo y los cambios morfológicos, la liberación de lactato deshidrogenasa y el

contenido de tioles fueron los índices de citotoxicidad utilizados (Ramos & Cox,

1987)

Los primeros modelos de angiogénesis in vitro consistían en el crecimiento de

células endoteliales, sus ramificaciones y la formación de los capilares a partir de

fragmentos de tejidos (músculo abdominal de ratón, retina de vaca o de cerdo)

cultivados sobre colágeno. En estos sistemas se ensayaron las primeras drogas

antiangiogénicas como el arniloride y se determinaron los efectos del mismo sobre la
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formación de capilares sanguíneos, la proliferación y la migración endotelial

(Alliegro et aL, 1993).

Como ya hemos comentado, la angiogénesis es un proceso de múltiples

pasos, entre otros: retracción de los pericitos de los capilares que están por

proliferar, degradación de la matriz extracelular, migración y proliferación de las

células endoteliales, diferenciación para formar los túbulos capilares y el inicio del

flujo sanguíneo en los nuevos capilares. En la búsqueda de nuevas estrategias

terapéuticas uno puede bloquear el proceso en cualquiera de los pasos (Bicknell &

Harris, 1992).

En los últimos años se han utilizado ensayos más sencillos para evaluar la

angiogénesis in vitro con el empleo de células purificadas o de líneas celulares. Las

células endoteliales humanas de vena umbilical (HUVEC), las células endoteliales

de aorta bovina (BAEC) y las células endoteliales capilares (BCE) son muy

utilizadas.

Vascularización en membrana corioalantoidea de embrión de pollo (CAM)

En este método se cultivan los embriones de pollo y los de un día de

fertilizados se incuban durante 72 horas a 37°C. Al cuarto día, se separa de la

cáscara el contenido entero sin dañar y se coloca en plástico de cultivo en cámara

húmeda a 37°C. Tras 48 horas de cultivo, en los embriones de 6 días, se colocan

trozos de colágeno con la droga a ensayar sobre el borde de la membrana

corioalantoidea para poder evaluar el efecto de la droga sobre la vascularización tras

determinada cantidad de horas de exposición. Luego se promedian las cantidad de

vasos en las áreas contadas. Se ha reportado que el ácido acético flavónico causa la

regresión de algunos tumores sólidos implantados en forma subcutánea en ratones y
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mediante el ensayo CAM se ha demostrado que este compuesto reduce la

vascularización (Lindsay et aL, 1996).

Este ensayo puede ser utilizado también para caracterizar nuevas proteínas

angiogénicas como la proteína Del l. Recientemente se ha caracterizado esta

proteína de la matriz extracelular que es expresada durante el desarrollo. Se ha

generado la proteína recombinante en el sistema de baculovirus y se encontró que la

proteína Del l favorece la adhesión y la migración de células endoteliales

dependiente de la integrina avB3. Además, mediante el ensayo de CAM se demostró

que la proteína Del l posee una potente actividad angiogénica y que esa actividad

puede ser inhibida con el agregado de anticuerpos monoclonales anti avB3 (Penta et

aL, 1999).

Ensayo de angiogenesis ¡n vitro

En este ensayo se evalúa la capacidad de las células endoteliales de formar

una red tubular cuando son cultivadas sobre MatrigelTM. El MatrigelTM es un

extracto de proteinas de membrana basal con e] cual se recubre la superficie plástica

a utilizar y se la deja gelificar. Luego se siembra la suspensión de células

endoteliales con medio de cultivo y suero fetal bovino y en ausencia o presencia de

la droga a analizar. Se incuba durante toda la noche a 37°C y al otro día se observan

los túbulos de células endoteliales. Este ensayo es práctico y permite analizar

sustancias que estimulan o inhiben la angiogénesis. Transcurrido el ensayo pueden

tomarse fotografias y contar la cantidad de túbulos en una determinada área.

Además, mediante el agregado de anticuerpos específicos se puede estudiar el rol de

determinadas proteínas en la formación de los túbulos (Pollman et aL, 1999).
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Interacción endotelio-tumor

Las moléculas de adhesión que intervienen en las interacciones entre los

leucocitos están bastante estudiadas, pero aún no se conoce las interacciones que

median entre el endotelio y las células derivadas de los diversos tipos de tumores. A

lo largo de los años se han ido desarrollando diversos métodos para el estudio de la

adhesión, migración y transmigración de las células tumorales sobre el endotelio (Li

& Cheng, 1999) y para determinar cuales eran algunas de las moléculas

involucradas. En algunos ensayos de adhesión simplemente se realizó el co-cultivo

de las células tumorales sobre monocapas de células endoteliales y transcurrido el

tiempo se lavaron las células no adheridas y se contaron las adheridas bajo

microscopio (Sato et al., 1997). Un ensayo de adhesión empleaba_el marcador

fluorescente 6-CFDA para cuantificar la adhesión de las células de melanoma a

monocapas de HUVEC activadas con TNF-a (Price et aL, 1995). Otro método para

estudiar la adhesión de las células tumorales a las monocapas endoteliales empleaba

el marcado de las células tumorales con Cr-51. Tras el tiempo de incubación, las

células no adheridas eran lavadas y las células remanentes eran lisadas y se

deterrninaba el procentaje de células tumorales pegadas. En estos protocolos se

agregaron diversos anticuerpos para determinar cuales eran las moléculas de

adhesión involucradas en la interacción endotelio- tumor (Bliss et aL, 1995).

Ensayos de angiogénesis in vivo

Existe un método para analizar factores angiogénicos o antiangiogénicos en

modelos animales. El Matrigel cuando es inyectado en forma subcutánea en ratones

se reconstituye en gel y sostiene una intensa vascularización cuando es

suplementado con factores angiogénicos. Para el ensayo se agrega al Matrigel aFGF,
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bFGF, heparina y la droga en estudio. Una vez inyectada en los ratones el Matrigel

gelificado deja una tumoración que es visible en la piel del ratón. Se deja transcurrir

hasta un máximo de 5 días y luego se sacrifican los animales. Se extrae el Matrigel y

parte del material se puede procesar hístológicamente para la detección por

inmunohistoquímica del Factor VHI y su posterior cuantificación densitométrica.

Además, se puede determinar por un método bioquímico la cantidad de hemoglobina

que contiene la muestra, lo cual da una idea de la angiogénesis producida (Passaniti

et aL, 1992; Biancone et aL, 1997).

Ensayos de angiogénesis inducida por células tumorales

Considerando los primeros protocolos realizados por Sidky & Auerbach

(1975) de angiogénesis inducida por linfocitos se han adaptado nuevos ensayos. Se

inyectan los ratones en la piel cerca de la epidermis con las suspensiones celulares

en un pequeño volumen de medio sin suero y con azul tripán para poder identificar

el sitio de inoculación. Los ratones se dejan durante 5 días y transcurrido este tiempo

se sacrifican. Se fotografian las pieles para su posterior análisis densitométrico y

cuantificación de la cantidad de neovasos en el área de la respuesta del húesped

(Sidky & Auerbach, 1975; Sidky & Auerbach, 1976; Auerbach & Sidky, 1979).

Otro método utilizado es la inducción de angiogénesis por células tumorales

mediante el ensayo de la ubicación de una cámara Millipore en el saco de aire

dorsal. La cámara se rellena con la suspensión tumoral y se coloca en forma

subcutánea en el dorso del ratón. La droga a ensayar se le administra a los ratones

durante 4 días y cumplido ese tiempo se anestesian los animales y se quitan las

cámaras. Luego se analiza histológica y densitométricamente el material para evaluar

el efecto de la droga sobre la angiogénesis tumoral (Aonuma et aL, 1998).
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La neovascularización in vivo puede ser ensayada también en la córnea de un

ratón o rata. Se insertan las bombitas liberadoras con Hydron con bFGF o placebo a

aproximadamente 1.4 mm del limbus temporo-comeal. Se sella la abertura y se

coloca antibiótico para evitar infecciones. A los 5 días se examinan las cómeas bajo

lámpara o estereo microscopio, se toman fotos y se cuantifica la neovascularización

producida (Blezinger et al., 1999; Masferrer et aL, 2000).

Cuanttficacio'n de vasos tumorales

Diversos estudios clínicos muestran que el número de vasos sanguíneos

presentes en el seno de un tumor primario puede ser empleado como un indicador de

pronóstico independiente de la evolución de la enfermedad. Además, este parámetro

se relaciona estrechamente con la capacidad de originar metástasis de neoplasias de

origen muy variado. Se ha postulado que la densidad intratumoral de microvasos

sería mejor que el estado, el grado y el tipo de tumor para predecir la sobrevida libre

de enfermedad, mientras que el estado del tumor serviría para predecir la sobrevida

total. Mediante técnicas inmunohistoquímicas dirigidas contra el factor VIII,

marcador específico de células endoteliales, es posible identificar y cuantificar la

densidad vascular de un tumor, a fin de establecer estimaciones pronósticas

(Weidner, 1995). Algunos autores sugieren optimizar el método con el empleo de

inmunohistoquímica para el CD3], que corresponde a la molécula de adhesión

PECAM (platelet endothelíal cell adhesion molecule), puesto que es más sensible

como marcador de células endoteliales y reconoce vasos sanguíneos muy pequeños.

La potencial utilidad pronóstica de la angiogénesis tumoral, no obstante,

puede verse disminuida debido a las dificultades para poner a punto una técnica

simple y confiable para contar vasos. Los métodos actuales implican un gran

consumo de tiempo para el patólogo, por lo cual se están examinando distintas
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técnicas alternativas que incluyen el análisis de imagen por computadora y los

sistemas de grillas microscópicas.

Nuevos agentes antiangiogénicos

Considerando que las células endoteliales de los vasos sanguíneos

intratumorales expresan proteínas que raramente se encuentran en las estructuras

vasculares normales, se están diseñando estrategias de tratamiento anticanceroso que

explotan estas diferencias. Tal es el caso de ciertas integrinas que interaccionan con

los componentes de la matriz extracelular y de los receptores de los factores de

crecimiento que ponen en marcha la respuesta angiogénica.

Se encuentran en investigación muchos agentes experimentales con

propiedades antiangiogénicas, con el objetivo final de su aplicación en oncología. El

agente BB94, un inhibidor sintético de las colagenasas, está siendo evaluado en

ensayos clínicos. También se investigan ciertos polisacáridos polisulfatados

angiostáticos que inhiben interacciones con el FGF. La unión del heparán sulfato a

las células endoteliales seria determinante en la capacitación para responder a los

factores de crecimiento y se sospecha que los azúcares alterarían este proceso al

competir por los sitios de unión. Entre los polisacáridos sulfatados el compuesto

laminarin sulfato LAMSS se mostró como uno de los antiangiogénicos más potentes.

Algo semejante se ha comprobado con análogos sintéticos de la suramina. Por otra

parte, los esteroides angiostáticos del tipo del metoxiestradiol, desarrollan un efecto

antíangiogénico independientemente de las interacciones con polisacáridos.

Algunos compuestos que bloquean la angiogénesis basan su acción en los

mecanismos de oxigenación de los tejidos. Un agente denominado BW12C modifica

la disociación del oxígeno y podría causar hipoxia en el tumor, potenciando los

efectos angiostáticos de otros agentes. Se describieron factores transcripcionales que
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pueden ser regulados de acuerdo con el grado de oxigenación de las células, como

ocurre con el gen de la eritropoyetina. Algunos investigadores creen que sería

posible inducir la expresión selectiva de determinados genes en las células

tumorales, puesto que los niveles de hipoxia suelen ser mucho más profundos que en

los tejidos normales.

La elevación de la temperatura por encima de los rangos habituales induce un

efecto citotóxico sobre las células tumorales debido a la injuria directa de las

membranas celulares y la degradación de proteínas. Sin embargo, se conoce que la

hipertermia actúa principalmente destruyendo vasos sanguíneos intratumorales y

causando necrosis por falta de disponibilidad de oxígeno y nutrientes. A partir de la

formación de nuevos vasos sanguíneos intratumorales, la exposición a temperaturas

elevadas podría ser seguida por una reconstrucción parcial del tejido canceroso

afectado. De tal forma que administrando antiangiógenicos podría aumentarse el

efecto destructivo de la hipertermia sobre la masa neoplásica, al bloquear la

neovascularización reparativa.

En un modelo experimental en ratones portadores de carcinomas mamarios o

epiderrnoides, se ensayó la efectividad de la hipertermia en combinación con

inhibidores de la angiogénesis. Se emplearon los agentes químicos TNP-470 y FR­

118487, derivados de la estructura de sustancias naturales; el primero corresponde a

un análogo de la fumagilina, un antibiótico secretado por Aspergillus. La inhibición

de la angiogénesis combinada con la hipertermia potenció la acción antitumoral

(Ikeda et aL, 1998). Ambos antiangiogénicos bloquearon por completo el desarrollo

del implante tumoral cuando eran administrados inmediatamente deSpue's de la

inoculación de células neoplásicas en los animales. En cambio, si el tratamiento con

estos agentes se iniciaba más tarde, su efectividad iba disminuyendo. En otras

palabras, las propiedades antitumorales de los inhibidores de la angiogénesis se

reduce en paralelo con el mayor tamaño de los tumores al comenzar el tratamiento.

Esta apreciación coincide con la idea que el ataque de la vasculatura tumoral es más
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efectivo cuando la neovascularización está en pleno desarrollo, mientras que resulta

más complicado destruir vasos intratumorales establecidos.

Las estrategias antisentido

Uno de los principales factores encargados de estimular la angiogénesis es el

VEGF. Este factor de crecimiento afecta específicamente a las células endoteliales, a

diferencia de otros factores que son mitoge'nicos para un grupo diverso de células.

Las células tumorales son muy dependientes del oxígeno debido a la inadecuada

vascularización del tejido tumoral y la compresión vascular. El crecimiento

desordenado de las células tumorales las llevan a ubicarse en sitios alejados de las

redes de vascularización, pobres en oxígeno. Así, la producción microambiental de

VEGF en respuesta a la escasa cantidad de oxígeno puede contribuir

significativamente al crecimiento tumoral.

Además de actuar como un factor angiogénico, el VEGF también se comporta

como un factor de permeabilidad vascular. Estimula la extravasación de fibrina y

otras proteínas plasmáticas, que al depositarse en el espacio extracelular sirven de

matriz transitoria para la formación del estroma tumoral y sostén de nuevas redes

capilares.

En piezas de carcinoma mamario humano se encontró que la expresión del

mensajero del VEGF estaba aumentada en el tejido tumoral, aunque no en el tejido

normal que circundaba al tumor. Los mismos resultados fueron confu‘mados

mediante técnicas inmunohistoquímicas. Un hecho interesante es la relación entre el

VEGF y el inhibidor proteásico TIMP-l, un potente inhibidor de la angiogénesis. Se

transfectó una línea de cáncer mamario con TIMP-l y la misma presentó un mayor

crecimiento en animales de experimentación. El crecimiento expansivo fue

acompañado por una marcada estimulación de la expresión de VEGF. Es posible que
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el TIMP-l presente efectos opuestos sobre la angiogénesis, en forma similar a la

descripta para TGF-B, el cual inhibe la proliferación de las células endoteliales in

vitro pero puede estimular la angiogénesis in vivo (Yoshiji et aL, l998b;

Thorgeirsson et aL, 1996).

La terapia antisentido tiene como objetivo la unión de una secuencia

complementaria a un blanco específico de RNA mensajero. Se busca causar la

degradación del mensajero o bloquear la traducción de la proteína correspondiente,

deteniendo el flujo de información molecular. La estrategia antisentido, por lo tanto,

explota la presencia de una característica genéticamente definida que distingue a una

célula tumoral y que es responsable de un atributo biológico de la enfermedad. Si

bien la terapia antisentido es una técnica atractiva, resta resolver algunos problemas

técnicos, especialmente en cuanto a la distribución de los oligonucleótidos.

En un diseño experimental, se empleó una línea celular de glioma para

evaluar la factibilidad de utilizar una terapia antisentido contra VEGF. Las células

tumorales fueron transfectadas con una secuencia antisentido contra VEGF y, al ser

sometidas a condiciones hipóxicas, la producción de VEGF file pobre respecto a los

controles. Si bien proliferaron rápidamente in vitro, cuando fueron implantadas en

los animales el crecimiento de las células que expresaban antisentido contra VEGF

fue notablemente menor (Saleh et aL, 1996). Mediante estudios histológicos se

confirmó que los tumores provenientes de células que expresaban el antisentido

poseían mayores áreas de necrosis y menor número de vasos sanguíneos, sugiriendo

que el VEGF es un mediador necesario de la angiogénesis tumoral.



Capítulo VIII:

Animales transgénicos en el

estudio de la biología vascular y tumoral
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En los últimos años, se han generado innumerables modelos de animales, que

poseen promotores altamente específicos para diversos tipos celulares, que expresan

en forma dirigida oncogenes, protooncogenes, genes de receptores para factores de

crecimientos y otros genes que hacen que los animales desarrollen tumores con

características muy similares a cánceres humanos. Muchos oncogenes cuando son

expresados en los ratones transgénicos inducen lesiones hiperplásicas, pero no son

capaces con su sola expresión de generar un fenotipo totalmente transformado

(neoplasia). Algunos de estos oncogenes necesitan de la expresión de genes

adicionales para que cooperen en la transición a neoplasia. Es sabido que se

necesitan varios eventos genéticos y epigenéticos para la progresión tumoral.

Existen muchos modelos de ratones transgénicos, portadores dc algún

oncogen, que fueron diseñados para estudiar los múltiples pasos del desarrollo

tumoral. Uno de los modelos, en el cual se relacionó el inicio de la proliferación

tumoral y de la angiogénesis tumoral, es el modelo de los ratones que expresan la

oncoproteína antígeno T del SV40 bajo el control del promotor de la insulina II, con

la consecuente formación de tumores de las células B(insulinomas) en los islotes de

Langerhans. El modelo RIPl-Tag2 de ratón transgénico de carcinogénesis de islotes

pancreáticos sirve como un prototipo general completo de los caminos, parámetros y

mecanismos moleculares de los múltiples pasos de la tumorigénesis.

En un principio, los investigadores analizaron en este modelo la inducción de

la angiogénesis durante la transición entre una hiperplasia y la neoplasia. Ellos

encontraron que la actividad angiogénica ocurría en los islotes híperplásicos antes de

(jue la formación del tumor sea evidente. Además, confirmaron que la hiperplasia

per se no precisa la angiogénesis. La inducción de la actividad angiogénica y su

posterior neovascularización preceden a la formación tumoral y se correlacionan con

la transición de la hiperplasia a la neoplasia (Folkman et aL, 1989). El proceso

puede resumirse en tres pasos que llevan al desarrollo de un insulinoma altamente

vascularizado a partir de islotes híperplásicos angiogénicos (Tabla 8.1).
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Tabla 8.]. Pasos claves en la progresión de insulínomas en los ratones RlPlTagZ

Orden Características generales Paso

El 100% de las células B expresan el antígeno T

1 en el día 10 y continúan sin consecuencias NorlnalTag+

aparentes durante sus primeras semanas de vida.

La hiperproliferación es activada y se detecta a

2 las 4 semanas, se pasa de un índice normalmente Hiperplasia

bajo de proliferación a islotes con alto índice de

proliferación.

La angiogénesis es activada en los islotes

3 hiperplásicos Angiogénesis

En los próximos pasos se forma un tumor

4 pequeño, luego un tumor grande o carcinoma Tumor

invasivo y "posteriormente se produce la muerte

del animal portador.

Otro aspecto importante en la evolución tumoral es el inicio de la

hiperproliferación de las células B, en el cual parece estar involucrado algún factor

difusible. Por otro lado, se sabía que la transición de los islotes normales a una

hiperplasia correlacionaba con la expresión del factor de crecimiento similar a

insulina (IGF-II). Par estudiar este fenómeno se han cruzado ratones RlPl-Tag2 con

otros ratones para obtener por recombinación homóloga la pérdida de uno o dos de

los alelos del IGF-II. Los investigadores han concluido que el IGF-II contribuiría a

la proliferación tumoral de las células [3(Christofori & Hanahan, 1994).

Más recientemente, los mismos grupos de investigadores mostraron como

cuatro inhibidores de la angiogénesis podían inhibir el crecimiento tumoral en el
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modelo de ratones RlPl-Tag2 en tres pasos distintos de la carcinogénesis de los

islotes pancreáticos. Ellos estudiaron los inhibidores AGM-1470 (TNP470), BB-94

(Batimastat), angiostatina y endostatina o la combinación de estas últimas (Tabla

8.2). El minucioso estudio de los efectos producidos por los inhibidores de la

angiogénesis en estos ratones transgénicos reveló que los cuatro inhibidores

testeados poseen diferentes eficiencias en los distintos pasos analizados de la

carcinogénesis (Bergers et al., 1999).

En otro modelo, se ha estudiado que ratones transgénicos que poseían el

genoma del virus papiloma de bovino l (BPV-l) desarrollaron tumores de piel.

Entre los 4 y 9 meses los ratones comenzaron a mostrar anormalidades en la derrnis.

Inicialmente se detectaron dos formas de hiperplasia, la fibromatosis moderada y

luego la agresiva. Un aumento en el espesor total de la piel, en la densidad de

fibroblastos y en la neovascularización correlacionaron con una fibromatosis

agresiva. Luego, se observó la formación de tumores protuberantes (fibrosarcomas)

que consistian en paquetes densos de fibroblastos. En este modelo de ratones BPV-l

se han estudiado los diversos cambios ocurridos en el desarrollo de los

fibrosarcomas. Se determinó que cuando se produce la activación del genoma de

BPV se pasa de una piel normal a una fibromatosis moderada, luego se genera la

transición a una fibromatosis agresiva en la cual están involucrados varios cambios:

un aumento en la expresión de las oncoproteínas E5 y E6, un aumento en la

expresión de los factores de transcripción Jun B y c-Jun, un cambio en la liberación

de bFGF y la consecuente neovascularización, la pérdida de la diploidía y se

observan mutaciones en la p53. En el próximo paso se evoluciona de una

fibromatosis agresiva a un fibrosarcoma y se detectan aumentos aún mayores de Jun

B y c-Jun, también la actividad de pegado al DNA de API se ve aumentada y se

detectan anomalías en los cromosomas 8 y 14(Christofori & Hanahan, 1994).
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Tabla 8.2. Protocolos con distintos inhibidores de la angiogénesis diseñados para atacar los distintos pasos de
la carcinogénesis en los ratones RlPl -Tag2

AGM-¡470 (TNP470)

Pequeña molécula inhibidora de la
proliferación de las células endoteliales, se
cree que actúa ¡nhibiendo la enzima
intracelular metionilaminopeptidasa 2.

BB-94 (Batimastat)

lnhibidor de metaloproteinasas con amplio
espectro, las cuales intervienen en la
remodelación de la matriz extracelular y de
las membranas basales de los capilares
durante la angiogénesis.

Angiostatina
Fragmento interno del Plasminógeno
producido por clivaje

Endostatina
Fragmento del extremo COOH-terrninal del
colágeno XVlll que compone las paredes de
los vasos sanguíneos

Evaluación de las drogas en los distintos pasos

Hiperplasia
Pre-angiogénica/

Displasia

l
Displasia angiogénica

Tumor pequeño

Tumor grande/
Carcinoma invasivo

PREVENCION I

INTERVENCION I4
REGRES [ON I

MUERTE
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Ratones transgénicos para el estudio dela biología vascular

Se ha generado un modelo de ratón transgénico para el estudio de la

expresión de la proteína Del l en el desarrollo vascular embrionario. El ratón

transgénico poseía el transgen SPARC-lacZ y fue evaluada su expresión en células

específicas y a lo largo del desarrollo mediante la expresión de X-gal. Se encontró

que la expresión de Dell conducía a la pérdida de la integridad vascular y a la

remodelación de los vasos. Del l se demostró que es un nuevo ligando de la

integrina avl33 y podría funcionar regulando la morfogénesis vascular o la

remodelación en el desarrollo embrionario (Hidai et aL, 1998).

En otro modelo se ha sobrexpresado la angiopoietina l (Ang l) en ratones

transgénicos y se encontró que incrementaba la vascularización. Los ratones

sobrexpresaban la proteína en la piel, el cDNA de la Angl se puso bajo el promotor

y los enhancers del gen de la keratina 14 que direcciona la expresión hacia la piel.

La sobrexpresión mostró un aumento dramático en el número, medida y

ramificaciones de los vasos sanguíneos, este último parámetro hace pensar que la

Angl estaría involucrada en la formación de las ramificaciones y la generación de

brotes vasculares (Suri et aL, 1998).

En un modelo de transplante de médula ósea se ha estudiado la contribución

de la vasculogénesis postnatal en los tejidos isquémicos. Se han generado ratones

que expresaban constitutivamente el gen LacZ por los promotores de células

endoteliales Flk-l y Tie-2. El Flk-l es esencial para la diferenciación de los

angioblastos y el desarrollo de los vasos sanguíneos en la embriogénesis y la

neovascularización postnatal. El receptor Tie2 participa en el desarrollo y la

maduración de los vasos sanguíneos. La utilización de esos promotores específicos

de células endoteliales permitieron identificar como células azules (por la expresión

de la [3galactosida y el X-gal) a aquellas que se han incorporado a los focos de

neovascularización. Este estudio ha generado ideas para el desarrollo de una terapia
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angiogénica para el desarrollo de arterias colaterales en modelos animales con una

isquemia periférica o de miocardio (Isner & Asahara, 1999).

Finalmente, la generación de ratones deficientes en genes relacionados con la

biología vascular ayudan también a esclarecer las fiJnciones de los mismos. Los

embriones de ratones deficientes en el receptor VEGFR-3 poseen fallas en el

desarrollo cardiovascular. La vasculogénesis y la angiogénesis ocurren, pero las

grandes venas se organizan en forma anormal con lúmenes defectuosos, esto

conduce a la acumulación de fluido en la cavidad pericárdica y las consecuentes

fallas cardiovasculares (Dumont et aL, 1998).

La proteína endoglina es una proteína que une al TGF-B que se expresa en la

superficie de las células endoteliales. Mutaciones del gen de esta proteína en

humanos causan la enfermedad hereditaria telangiectasia (HHTl) caracterizada por

malformaciones vasculares. Se encontró que los ratones deficientes en el gen de la

endoglina poseen un pobre desarrollo del músculo liso vascular y se detiene la

remodelación endotelial. Esta proteína desempeñaría un rol fundamental en la

angiogénesis y en los mecanismos patogénicos de la enfermedad HHTl (Li et aL,

1999)

Ensayos de transgenia con TIMP-1

Como se analizó antes, el TIMP-l interviene en el balance de la remodelación

de la matriz extracelular y ha sido analizado como un posible supresor de las

metástasis tumorales. Para estudiar la importancia de la expresión de TMP-l en el

tumor y en el huésped durante la invasión tumoral, se transfectaron tres pares de

células co-isogénicas y tumorigénicas con los alelos salvajes o mutados del THVIP-l.

Luego estas células fueron utilizadas para estudiar las metástasis experimentales en

ratones transgénicos deficientes para el único gen de TIMP-l ligado al cromosoma

X y en ratones controles. Se enconüó que de acuerdo al tumor, el TlMP-l puede
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suprimir o potenciar las metástasis. Para todas las células tumorigénicas testeadas en

el ensayo de metástasis experimentales no existían diferencias entre los ratones

deficientes en TIMP-l y los controles. Algunas de las posibilidades analizadas de

acuerdo al aumento observado en la invasión tumoral por la pérdida de la expresión

de TIMP-l serían: diferencias en el porcentaje de crecimiento de las células y/o

tumores, un aumento compensatorio de la expresión de inhibidores de MMPs,

alteraciones en la síntesis de MMPs, otras proteinasas de la matriz extracelular,

moléculas de adhesión, diferencias en la vascularización de los tumores o su

inmunogenicidad. Ninguna de estas opciones explican por complejo la paradoja y

los resultados son encontrados, dado que el TIMP-l se postuló como una molécula

multifirncional, es necesario dilucidar que rol desempeña e] mismo en cada unos de

los procesos biológicos involucrados en la tumorigénesis (Soloway et al., 1996).

Se ha utilizado también un modelo de ratones deficientes en TIMP-l para

estudiar las funciones del TIMP-l in vivo. Se encontró que estos ratones son hiper

resistentes a las infecciones de la córnea con Pseudomonas aeruginosa por un

mecanismo dependiente del complemento (Osiewicz et al., 1999; Wang & Soloway,

1999)

Se ha reportado que la expresión hepática de TIMP-l altera la susceptibilidad

del higado al oncogen Tag del SV40 para la tumorigénesis en modelos de ratones

doble híbridos. Para identificar los procesos celulares por los cuales el TIMP-l

inhibe la hepatocarcinogénesis se analizó la proliferación de los hepatocitos, la

apoptosis, las características estromales del hígado y la vascularización tumoral. Los

resultados indicaron que el TIMP-l inhibe la hepatocarcinogénesis inducida por

Tag, mediante modificaciones en la proliferación hepatocelular y la vascularización

tumoral, sin tener efecto sobre la apoptosis de los hepatocitos y la composición

estromal. Es el primer modelo in vivo que demostró que la modulación genética del

TlMP-l inhibe la proliferación celular y la angiogénesis durante la

hepatocarcinogénesis (Martin et aL, l999a). En estudios posteriores los mismos

autores demostraron, utilizando el modelo de tumor hepático en los dobles



123

transgénicos, que el TlMP-l inhibía la hiperplasia hepática por reducir la actividad

del mitógeno IGF-II. El TIMP-l afectaría a nivel postranscripcional a la proteína de

unión del IGF, la IGFBP-3. Por lo tanto la señal del IGF-II en la proliferación

neoplásica es bloqueada por la expresión transgénica del TIMP-l (Martin et aL,

l999b)

Además, Krüger y colaboradores han demostrado utilizando ratones

transgénicos para TIMP-l que la sobrexpresión del inhibidor en un tejido

predeterminaba el desarrollo y la progresión del linfoma T (Krüger et al., 1997) y

que la expresión ectópica eficiente en cerebro y otros órganos reducía

significativamente las metástasis en cerebro (Krüger et aL, 1998).

Recientemente, se ha generado un modelo de ratones transgénicos que

expresan el gen humano del TIMP-l bajo la dirección del promotor de la albúmina

de ratón para determinar el rol de los niveles elevados de TIMP-l en el desarrollo

tumoral (Buck et aL, 1999). Utilizando este modelo, en el presente trabajo se

analizará el desarrollo tumoral y angiogénesis de melanomas experimentales.

Desde los años 1980, cuando comenzó el desarrollo de los animales

transgénicos hasta ahora se ha avanzado notablemente en los distintos aspectos de la

biología vascular y tumoral. Como hemos visto, algunos modelos que se han

generado para el estudio de procesos biológicos, ahora están siendo empleados para

la evaluación de drogas novedosas que ayudarían ala obtención de terapias efectivas

para aumentar la sobrevida de los pacientes.



PARTE II

ACCION DEL ANTIESTROGENO

NAFOXIDINA SOBRE LA ANGIOGENESIS

IN VITRO
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'f' Introducción

Se sabe que previamente al desarrollo de la angiogénesis tumoral se produce

un desbalance entre las moléculas pro-angiogénicas y las anti-angiogénicas que

regulan normalmente la vascularización en el organismo adulto. Este “cambio

angiogénico” es el resultado de un cambio en las contribuciones relativas de

moléculas que aportan las células endoteliales, estromales, tumorales, la sangre y la

matriz extracelular.

En las últimas décadas, desde que se demostró que los tumores producían

sustancias angiogénicas difusibles y se propuso que el crecimiento del tumor y de las

metástasis eran dependientes de la angiogénesis, numerosos laboratorios han

investigado cómo la acción recíproca entre el microambiente y los mecanismos

genéticos influencia la angiogénesis y el crecimiento tumoral (Carmeliet & Jaín et

al., 2000). La idea de este nuevo enfoque es bloquear la angiogénesis y así poder

tener una estrategia para detener el desarrollo tumoral. Si bien se ha avanzado

bastante en el tema aún no se han descubierto todas las moléculas y los mecanismos

involucrados, pero seguramente el esclarecimiento de este complejo proceso ayudará

al desarrollo de efectivas estrategias terapéuticas.

Por otra parte, la relación entre los estrógenos y el cáncer es actualmente un

tema de controversia. Se han propuesto nuevos roles que desempeñar-¡an las

hormonas esteroides y en particular el l7B-esuadiol. Los estrógenos, como es

sabido, son estimuladores potentes de la proliferación celular y sus efectos podrían

promover el desarrollo de algunos tipos de tumores. En la actualidad también se cree

que los bioproductos derivados del metabolismo de los estrógenos en el organismo

poseen la capacidad de unirse al DNA y serían los responsables de la iniciación de

los daños genéticos (Service, 1998).
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Se ha demostrado que el l7B-estradiol es capaz de modular el

comportamiento de las células endoteliales de los órganos reproductores y del resto

de los órganos. El estradiol promover-ía la angiogénesis, crucial para el desarrollo

tumoral y las enfermedades vasculares (Morales et aL, 1995).

En base a los nuevos hallazgos está en discusión la aplicación masiva de las

terapias hormonales. Si bien los protocolos clínicos ya están estandarizados y no son

iguales en el caso de mujeres pre-menopáusicas que en el de post-menopáusicas,

continuamente se están investigando compuestos nuevos que produzcan menos

efectos colaterales. Es así que se han generado nuevos agentes hormonales del grupo

de los antiestrógenos esteroideos y no esteroideos, de las antiprogestinas e inclusive

de inhibidores de la enzima aromatasa (Buzdar & Hortobagyi et aL, 1998).

Inicialmente se ha reportado que los antiestrógenos no esteroideos eran

capaces de formar complejos con los receptores de estrógeno (ER) citoplasmáticos,

y particularmente la nafoxidina podría modular las diferentes fases de la respuesta

hormonal en el útero de acuerdo a los múltiples sitios aceptores que poseía la droga

en la célula (Gardener et aL, 1978). En base a esos estudios se han comparado las

eficiencias y selectividades de unión al receptor de estrógenos que poseían tanto el

tamoxifeno como la nafoxidina y algunos de sus derivados (Simpson et aL, 1987). Si

bien, la mayoría de los antiestrógenos tienen alta afinidad por el receptor de

esuógeno, se sabe que existin’an otras moléculas que serían capaces de unirse a la

nafoxidina o al tamoxifeno y generar respuestas estroge'nicas o no estrogénicas

(Uziely et aL, 1993; Fried] & Craig Jordan, 1994). Por este motivo se los denomina

agonistas parciales y antagonistas (Watson et al., 1981).

Hace unos años, Gagliardi & Collins (1993) intentaban esclarecer si el efecto

antitumoral de los antiestrógenos era únicamente debido al bloqueo del receptor de

estrógeno, y demostraron que los antiestrógenos no esteroideos: clomifeno,

nafoxidina y tamoxifeno, y antiestrógenos esteroideos ICI 164,384 e ICI 182, 780

inhibían la angiogénesis in vivo en manera dosis-dependiente en el ensayo de
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membrana corioalantoidea de pollo. La actividad angiostática de los compuestos no

era alterada por la presencia de l7B-estradiol. En un trabajo posterior, los autores

demostraron que esos antiestrógenos eran capaces de inhibir el crecimiento

endotelial inducido por los factores bFGF y VEGF, nuevamente la inhibición del

crecimiento endotelial no fue alterada por la presencia de una concentración de hasta

30uM de l7B-estradiol. Los resultados indicarían que la acción antiangiogénica de

los antiesuógenos no ocurre vía el receptor de estrógenos.

Existen varios trabajos que relacionan a los estrógenos con la biología

vascular, pero hasta el momento no se han descubierto cual sería la acción de los

antiestrógenos sobre las funciones endoteliales.

Si bien originalmente la nafoxidina resultó ser un antiestrógeno tan potente y

activo como el tamoxifeno en los ensayos clínicos en pacientes con cáncer de mama,

sus mecanismos de acción y particularmente sus propiedades antiangiogénicas han

sido poco explorados. Considerando esto, analizamos el efecto del antiestrógeno

nafoxidina sobre la proliferación de las células endoteliales, su efecto sobre la

adhesión, el spreading y la secreción de proteasas. Además, se analizó cómo

afectaba la droga la migración y la invasión de las células endoteliales. Asimismo, se

estudió la capacidad antiangiogénica de la nafoxidina en ensayos de angiogénesis in

vitro que sirven para evaluar los últimos pasos de la vascularización y la formación

de túbulos endoteliales.

'f' Materiales y métodos

Cultivo de células endoteliales

Las células endoteliales humanas de vena umbilical (HUVEC) se compraron

a la empresa Clonetics Corp. (San Diego, CA, USA). Las células se mantuvieron en
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cultivos en monocapas con medio basal endotelial suplementado con 2% v/v de

suero fetal bovino (SFB), 0,1% rhEGF, 0,1% rhVEGF, 0,1% hFGF-B, 0,1% R3­

IGF-l, 0,1% ácido ascórbico, 0,1% heparina, 0.1% hidrocortisona, 0.1%

gentamicina y 0.1% anfotericina B (EGM-2). Las células stocks se crecieron en

frascos de plástico de 25 cm2 o 75 cm2(Coming Glass Works, Corning, NY, USA) a

37°C en una atmósfera humidificada con 5% C02 en aire. Los cultivos stocks fueron

repicados rutinariamente una vez por semana o cada quince días por tripsinización

con 0,025% tripsina y 0,01% EDTA (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) en

buffer fosfato salino (PBS), siguiendo los procedimientos corrientes. En todo

momento las células cultivadas se mostraron libres de infección por Mycoplasma.

Para los experimentos se utilizaron HUVEC provenientes de pasajes bajos (2 a ll),

en medio basal endotelial suplementado con 0.1% rhEGF, 0.4% extracto de cerebro

bovino, 0.1% hidrocortisona, 0.1% gentamjcina, 0.1% anfotericina B suplementado

en presencia o ausencia de 2% v/v de suero fetal bovino (EGM). Todos los reactivos

utilizados para los medios de cultivo fueron de Clonetics Corp.

Reactivos

El antiestrógeno parcial nafoxidina (clorhidrato) se compró a Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA). Para los experimentos, la droga fue disuelta en EGM

incluyendo 0,5% de dimetilsulfóxido (DMSO) de Dorwil (BA, Argentina), en todos

los casos el control 0uM de nafoxidina se refiere al control con el vehículo

dimetilsulfóxido solo.

Ensayos de crecimiento in vitro

Se determinó la concentración que produjo el 50% de inhibición en el

crecimiento (ICso). Para ello se sembraron las células endoteliales en placas de 96
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pocillos con medio de crecimiento y SFB. Cuando fue alcanzada la densidad

deseada, las monocapas recibieron un lavado de PBS y las células en crecimiento se

volvieron a incubar en presencia del DMSO control (OuM de nafoxidína) o en

presencia de nafoxidina (l-25uM) durante 24 o 48 horas, con o sin SFB.

Transcurridas las 24 o 48 horas, se retiraron los medios y las monocapas se fijaron

con 10% formaldehído durante 40 min. Luego se eliminó el formol y se colocaron

50 ul de 0.5% de azul de toluidina (Anedra, BA, Argentina) y las células se dejaron

coloreando durante 60 minutos. Luego las monocapas recibieron un lavado con PBS

y se resuspendieron en 200 ul de 1% de SDS (Sigma Chemical Co.). El crecimiento

celular se estimó por la medición de las absorbancias a 595 nm en un lector de

microplacas y se expresó como porcentaje respecto de las células controles.

Ensayos de adhesión

La adhesión al plástico de las células HUVEC en presencia o ausencia del

antiestrógeno nafoxidina se cuantificó mediante un método color-¡métrico

(Palmantier et aI., 1996). Las placas de 96 pocillos se sembraron con 8.5 103células

por pocillo en medio EGM en presencia o ausencia de nafoxidina (l y 2.5],1M).

Luego, las placas se incubaron en la estufa de cultivo a 37°C durante 15, 60 y 90

minutos para analizar la cinética de adhesión. Pasados los tiempos de incubación se

removieron por aspiración las células no adheridas. Las células adherentes se

incubaron con 0.5% de cristal violeta disuelto en 20% de metano] - agua destilada

(Sigma). Luego de 40 minutos se quitó el colorante, se realizó un lavado con PBS y

las células coloreadas se solubilizaron en 1% de SDS. La absorbancia se determinó a

595 nm en un microplate reader (De Lorenzo et aL, in press). En cada caso los

resultados se expresaron como porcentajes de adhesión respecto del control.

Inicialmente, la capacidad de adhesión se cuantificó también mediante el conteo de

las células adherentes en un microscopio de contraste de fase (Nikon, Japón)
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(Alonso et aI., l998c). Luego, se sembraron las placas de 24 pocillos con 5.104

células por pocillo en medio EGM en presencia o ausencia de nafoxidina (l-2.5

pM). Las células fueron incubadas a 37°C durante 15, 60 y 90 minutos. Pasados los

correspondientes tiempos de incubación se realizó la remoción de las células no

adheridas mediante un lavado con PBS. Se contaron las células adheridas en

distintos campos, utilizando una retícula cuadriculada cuya área total es de 0.36 mm2

a lOOXy cada uno de los datos obtenidos se llevó a cantidad de células/mm2 para

obtener la relación entre la superficie de los pocillos y la cantidad de células.

Ensayos de spreading o extensión sobre sustrato

Se estudió la capacidad que poseían las células endoteliales de extenderse

(spreading) sobre plástico sin matrices, en presencia o ausencia de nafoxidina. Las

suspensiones celulares se prepararon en medio EGM y se dejaron recuperar a

temperatura ambiente. Luego se sembraron placas de 24 pocillos con 2.104 células

por pocillo y se dejaron durante 90 minutos a 37°C para permitir la adhesión celular.

Después se realizó un lavado con PBS para eliminar las células no adherentes. Las

células adherentes se incubaron durante 30 min. en medio EGM en presencia o

ausencia de nafoxidina a 37°C. A los 30 minutos de agregada la droga, se retiraron

los medios y se contaron cuatro campos elegidos al azar de cada pocillo en un

microscopio invertido de contraste de fase con una magnificación de 200X (Nikon).

Para determinar el porcentaje de células en extensión se siguieron los criterios

descriptos por Aguirre Ghiso et al. (1997).

Preparación de medios condicionados

Para el estudio del perfil proteolítico secretado por las monocapas de HUVEC

se analizaron los medios condicionados. Las células endoteliales se crecieron con
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medio EGM en multiplacas (Corning) hasta alcanzar monocapas de baja densidad

(30-50% de confluencia) o monocapas semiconfluentes (70-90% de confluencia).

Luego, los cultivos se lavaron con PBS para eliminar las trazas de suero y se

continuó la incubación en EGM libre de suero por 24 horas, en presencia de las

concentraciones apropiadas de nafoxidina o del control con el vehículo DMSO solo

(0].1Mde nafoxidina). Los medios condicionados fueron recogidos individualmente y

centrifugados a 600g a 4°C durante 10 minutos para eliminar los restos celulares.

Las muestras se concentraron mediante centrifugación a 5500 rpm a 4°C durante 90

minutos en tubos plásticos con filtros de punto de corte 10000 (MSI, Westboro, MA,

USA), luego fueron almacenadas a -20°C y descongeladas en el momento de ser

usadas. Las monocapas remanentes se utilizaron para medir la cantidad de proteína

celular mediante un método colorimétIico adaptado de un procedimiento descripto

previamente (Lowry et aL, 1951).

Zimograflas directas

La actividad proteolítica secretada por las monocapas endoteliales se

determinó mediante corridas electroforéticas realizadas en presencia de dodecil

sulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones de no reducción según el

procedimiento de Laemmli (Laemmli, 1970) utilizando geles de poliacrilamida al

7.5% (gel de separación) y 4% (gel de siembra) copolimerizados con 0,1% gelatina

(Sigma Chemical Co.). Brevemente, los geles se lavaron con 2% Triton X-100 e

incubaron durante 72 horas en buffer 0.25 M Tris-HCI, lM NaCl, 25 mM CaClz (pH

7.4), o en el mismo buffer conteniendo 15 mM EDTA para detectar la actividad

proteolítica independiente de metales. Tras la tinción con Coomassie blue, las

bandas de degradación de la gelatina se identificaron como áreas translúcidas en el

fondo oscuro del gel (Alonso et aL, 1998d).
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Los pesos moleculares de los activadores del plasminógeno contenidos en los

medios condicionados por las células endoteliales se determinaron utilizando una

modificación que consistió en agregar al gel, antes de que polimerice, 5 mg/ml de

leche descremada (caseína) y 12 ug de plasminógeno purificado (Chromogenix,

Mólndal, Sweden) como sustratos. Luego de la corrida, los geles se lavaron

extensamente con una solución acuosa con 2% de Triton X-lOO para desplazar el

SDS y recuperar la actividad enzimática. Los geles se incubaron a 37 °C en buffer

20 mM Tris (pH 8.3) con 15 mM EDTA durante 24 horas (Alonso et aI., 1999).

Pasado el tiempo de incubación, se tiñeron con Coomasie Blue y en estas

condiciones, la presencia de las proteasas fue revelada como bandas claras de

degadación sobre el fondo oscuro de caseína no degradada.

Zímografias reversas

Para la identificación de los inhibidores de los activadores del plasminógeno

se procedió de la misma manera descripta anteriormente pero durante el tiempo de

incubación al buffer se le agregó uroquinasa humana (Serono, BA, Argentina) en

una concentración lUI/ ml. de gel. En este caso la proteasa exógena indujo la

degradación de toda la caseína del gel, y se pudieron visualizar como zonas oscuras

los sitios donde los inhibidores proteásicos impidieron la degradación.

Caseinólisis radial

La actividad caseinolítica secretada a los medios condicionados por células

endoteliales se cuantificó mediante un ensayo de caseinólisis radial, utilizando

placas de agarosa-caseína ricas en plasminógeno (Saksela, 1981). Para preparar las

placas se mezcló una solución de 1M Tris-HC] (pH 8) de caseína (33 mg/ml,

concentración final) con plasminógeno (Zg/ml, concentración final) con un volumen
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igual de una solución 2,5% de agarosa. Una vez solidificada la agarosa, se realizaron

excavaciones de 3,5 mm de diámetro y se sembraron las muestras y la curva

standard de uPA humana. Las placas se incubaron durante 20 horas a 37 °C. Tras la

incubación se midieron los diámetros de las zonas de lisis y la actividad caseinolítica

se refirió a una curva standard de uroquinasa humana (0.2 a 50 UI/ml) y fue

normalizada al contenido de proteína celular de cada cultivo. Para analizar la

actividad caseinolítica asociada a la presencia del activador del plasminógeno tPA,

se agregó en las placas lmM amiloride (Sigma), un inhibidor específico del uPA en

sistemas libres de células.

Para separar los complejos de proteasas e inhibidores presentes en las

muestras, se realizaron los correspondientes tratamientos con IN HCl durante 4

horas a 4°C (Pereyra-Alfonso et aL, 1988). En todos los casos, se realizaron placas

de agarosa-caseína sin plasminógeno para descartar la presencia de proteasas

inespecificas, independientes de la conversión del plasminógeno en plasmina

(Alonso et al., 1997).

Western BIot

Las proteínas presentes en los medios condicionados de células endoteliales

se separaron en una electroforesis SDS-PAGE con 7.5 o 10% gel de separación y

4% gel concentrador (Laemmli, 1970). Luego de la corrida, las proteínas presentes

en el gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules,

CA, USA) por eleclrotransferencia. En todos los casos, las membranas se lavaron 2

veces con PBS, conteniendo 0.5% de Triton X-lOOy luego se bloquearon durante l

hora con una solución de 5% de leche en polvo descremada en PBS, conteniendo

0.5% Triton X-lOO. Tras nuevos lavados, las membranas se incubaron toda la noche

a 4 °C en agitación en presencia del correspondiente anticuerpo primario diluido en

PBS con 0.5% Triton X-lOO. Los anticuerpos utilizados fueron: un anticuerpo



134

antipeptídico policlonal obtenido en conejo dirigido contra TIMP-l humano (5

pg/ml) o un anticuerpo monoclonal comercial dirigido contra l‘vflVEP-Zhumana (2.5

¡tg/ml) (Oncogen Science, Cambridge, MA, USA). Pasado el tiempo de incubación,

las membranas se lavaron varias veces y se incubaron durante 90 minutos con un

segundo anticuerpo biotinilado anti IgG de conejo obtenido en cabra o con un

segundo anticuerpo biotinilado anti IgG de ratón obtenido en caballo. Las bandas

proteicas de TIMP-l o MMP-2 se visualizaron utilizando el kit comercial ABC de

inmunoperoxidasa (Vector Lab., Burlingame, CA, USA).

Análisis densítométrico

Las bandas de actividad proteolítica de los zirnogramas y las bandas de

antígeno de los Western blots se cuantificaron con el densitómetro Molecular

Analyst TM,modelo GS-700 y con su software Imagen Analysis Software for model

Gs-700 Molecular Analyst T“ , (Bio-Rad).

Ensayos de migración

El efecto de la nafoxidina sobre la migración de las células endoteliales se

testeó utilizando insertos con filtros para placas de 24 pocillos (Nalge Nunc Int.,

Naperville, IL, USA), diseñados especialmente para evaluar la quimiotaxis celular.

Los filtros eran membranas de policarbonato de lO mm de diámetro y poros de 8pm.

Las suspensiones celulares en medio EGM se dejaron recuperando a temperatura

ambiente. En cada cámara inferior se agregaron 50pg de fibronectina en medio

EGM libre de suero como quimioatractante. En cada cámara superior se sembraron

1.105 células por filtro (Bonfil et aL, 1992) en presencia o ausencia de nafoxidina

(0-2.SpM), luego los insertos fueron ensamblados cada uno con su respectiva

cámara inferior. Tras 24 horas de incubación los filtros se fijaron con formol y se
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eliminaron las células de la superficie superior del filtro con un hisopo de algodón.

Para su mejor conteo las células se tiñeron con hematoxilina y se montaron las

membranas sobre un portaobjetos. Los valores de migración se obtuvieron contando

diez campos elegidos al azar en cada una de las superficies inferiores de los filtros

utilizando un microscopio a 400X de magnificación (Nikon). Los resultados se

expresaron como porcentajes de migración respecto del control.

Ensayos de invasión

La capacidad de las células endoteliales de invadir una membrana basal

artificial en presencia o ausencia de nafoxidina se testeó utilizando los insertos

descriptos anteriormente. Se siguió el protocolo de migración pero en este ensayo

los filtros se recubrieron con la membrana basal reconstituída Matrigel1M(Becton

Dickinson, Bedford, MA, USA). Se agregaron 20pg de Mati-¡gelTMen cada filtro y

los insertos se incubaron durante l hora en el mismo flujo laminar antes de sembrar

las células (Alonso et aL, l998e). Luego se procedió como se detalló anteriormente

y tras 24 horas de incubación, los filtros se montaron en portaobjetos. Los valores de

invasión se obtuvieron contando diez campos elegidos al azar en cada una de las

superficies inferiores de los filtros utilizando un microscopio a 400X de

magnificación (Nikon). Los resultados se expresaron como porcentajes de invasión

respecto del control.

Ensayos de angiogénesís in vitro

La capacidad de las células endoteliales de formar una red tubular se evaluó

utilizando una membrana basal artificial, Matt-¡gelTM(Becton Dickinson, Bedford,

MA, USA). Las placas de 24 pocillos se recubrieron con el MatrigelTM(150 ul por

pocillo) y se dejó gelificar a 37°C durante 30 minutos. Luego, se sembraron 2.5. lO4
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células en cada pocillo y se incubaron en presencia o ausencia de nafoxidina (0­

SpM) durante 20 horas en la estufa de cultivo. La formación de cordones

endoteliales fue fotografiada a una magnificación de 40X en un microscopio

invertido de campo claro (Nikon).

Análisis estadisticas

En todos los ensayos los resultados fueron analizados mediante el programa

GraphPad InStat tm. Copyright © 1990-1993 GaphPad Sofiware. V2.04a, 92228.

'3' Resultados

Análisis de la proliferación de las células H UVECen presencia de nafoxidina

Las células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC) crecidas en

las condiciones recomendadas poseían un tiempo de duplicación poblacional de

aproximadamente 21.3 horas. Antes de comenzar a estudiar los efectos del

antiestrógeno nafoxidina sobre las células endoteliales, se decidió realizar varios

experimentos para obtener la concentración inhibitoria 50% (ICso)de la droga. En la

Figura 9.1 se pueden observar los resultados obtenidos al exponer las células

HUVEC en crecimiento a nafoxidina, en presencia o ausencia de SFB. En todos los

casos, se calcularon los porcentajes de inhibición para cada dosis y, utilizando un

sistema de regresión lineal, se calculó la ICso. Se encontró que la nafoxidina poseía

una ICsode 4.5 i 0.5 pM (media i- SD) en ausencia de suero, luego de la exposición

durante 24 horas.

Sin embargo, en las condiciones de cultivo utilizadas, la nafoxidina no

desplegó efectos citotóxicos cuando las células fiJeron tratadas con concentraciones
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de hasta lOuM. Además, en estas dosis la nafoxidina no resultó citotóxica cuando

trataron monocapas endoteliales semiconfluentes parcialmente quiescentes durante

24 horas.
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Nafoxidina (una)

* p< 0.05 and “p<0.01

Figura 9.1. Efecto de la nafoxidina sobre el crecimiento de células endoteliales en ausencia de suero (barras
gris claro) o en presencia de suero (barras gris oscuro). La inhibición fue dosis dependiente. Los valores son
representativos de dos experimentos independientes (media :I: SEM, n18). * p< 0.05 y **p<0.01 versus
control, ANOVA (Dunnett test)

Efecto dela nafoxidina sobre la adhesión a plástico de las células endoteliales

La cinética de adhesión a plástico de las células endoteliales se evaluó a

distintos tiempos (15, 60 y 90 minutos) mediante el método de conteo de las células

adherentes y el método colorimétrico. La tasa de adhesión de las ce’lulasendoteliales

fue dependiente del tiempo y analizando la cinética de adhesión, se decidió realizar

los estudios de adhesión a los 90 minutos de incubación en presencia o ausencia de

la nafoxidina.
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Después de 90 minutos de incubación en presencia de 2% v/v SFB, el

tratamiento con nafoxidina disminuyó significativamente la adhesión de las células

HUVEC a plástico (Figura 9.2).

Para analizar el efecto que ejercía el suero sobre la adhesión de las células

endoteliales al plástico se decidió incubar las células durante 90 minutos en medio

sin suero en presencia o ausencia de nafoxidina. Se encontró que en presencia de

‘ nafoxidina 2.5pM, la adhesión de las células endoteliales a plástico también

disminuía significativamente (datos no mostrados).

Adhesióncelular

(“lorespectodelcontrol)

Nafoxldlna (uM)

Figura 9.2. Efecto de la nafoxidina sobre la adhesión a plástico de células HUVEC. Los resultados se
expresaron como % de adhesión respecto del control con el vehículo DMSO solo (OuM de nafoxidina). La
figura muestra los valores (media :t SEM) representativos de cinco experimentos independientes con al
menos 12 determinaciones. * p<0.001 versus control, ANOVA (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test)

Acción de la nafoxidina sobre la extensión de células endoteliales sobre plástico

Para estudiar como afectaba el antiestrógeno nafoxidina a la extensión de las

células endoteliales sobre plástico se cuantificaron en varios campos los porcentajes

de células en extensión respecto de las células totales de cada campo. La

cuantificación se realizó siguiendo el siguiente criterio: las células redondeadas y

refiingentes que resistieron el lavado con PBS se incluyeron en el grupo de células

de no-extendidas. Las células que poseían una base más extendida y opalescente o
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lamelas, espículas o filopodios se incluyeron en el grupo de células en extensión

(Tawil et aL, 1996).

La capacidad de extenderse sobre plástico que poseían las células endoteliales

durante 30 minutos de tratamiento se analizó en ausencia de suero, para evitar el

efecto de enmascaramiento que podría ejercer el suero sobre la extensión celular.

Por otra parte, se analizaron los correspondientes controles con el medio de cultivo

solo o con suero y no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de

células en extensión. Cuando las células se incubaron con el antiestrógeno se obtuvo

un descenso en el porcentaje de células en extensión sobre el plástico, siendo

significativa la disminución observada con la dosis 2.5uM de nafoxidina (Figura

9.3). En base a este resultado, sería posible que el antiestrógeno nafoxidina estuviera

afectando alguna de las señales que regulan la organización del citoesqueleto para

. que las células endoteliales puedan extenderse correctamente sobre el sustrato.

"loCélulasenextenslón

Nafoxldlna (nM)

Figura 9.3. Efecto de la nafoxidina en la capacidad de extensión sobre plástico de las células HUVEC. Los
resultados se expresaron como % de células en extensión respecto de las células totales. La figura muestra
los valores (media i SEM) representativos de tres experimentos independientes con al menos 4
determinaciones. * p<0.01, ANOVA (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test)
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Caracterización del efecto dela nafoxidina sobre la secreción deproteasas
Secrecio'nde melaloproteinasas y sus inhibidores

Las monocapas de células endoteliales fueron expuestas a concentraciones

crecientes de nafoxidina (O-SHM)en medios sin suero durante 24 horas, luego los

medios condicionados fueron recolectados y se analizaron, en geles copolimerizados

con gelatina, las actividades gelatinolíticas presentes en dichos medios

condicionados. Las células HUVEC tratadas con nafoxidina secretaron una actividad

gelatinolítica de 72 kDa, identificada como la forma latente de la IVflVIP-Zo

Gelatinasa A, y una doble banda de aproximadamente 62 kDa. Se observó un

incremento dosis-dependiente en esta actividad gelatinolítica de 62 kDa, que

coincidió con la forma activa de la MMP-2 (Figura 9.4).

Se corroboró que toda las actividades gelatinolíticas eran debidas a la acción

de metaloproteinasas, ya que no se encontraron actividades en los geles controles, en

presencia de EDTA. Además, se obtuvieron medios condicionados de monocapas de

baja densidad (30-50% de confluencia) de células endoteliales y se logró el mismo

incremento dosis-dependiente en la forma activa de la MMP-2 (dato no mostrado).

Utilizando un anticuerpo anti-MMP-2 humana se detectaron por Western blot los

productos inmunorreactivos pertenecientes a la forma latente de 72 kDa y a la forma

activa de 62 kDa. de la MMP-2, ambas presentes en los medios condicionados por

células HUVEC (Figura 9.5.A). El análisis densitométrico confirmó el incremento

dosis-dependiente en la forma activa de la MMP-2 (Figura 9.5.B).

El análisis por Western blot, utilizando un anticuerpo anti- TIMP-l humano,

de los medios condicionados por monocapas de células endoteliales tratadas durante

24 horas con nafoxidina (O-lOpM) demostró que la nafoxidina indujo un incremento

dosis-dependiente en una banda inmunorreactiva de 66kDa, correspondiente a un

dímero de TIMP-l (Figura 9.6.A). Este incremento fue cuantificado mediante un

análisis densitométrico (Figura 9.6.B).
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-62 kDa

Figura 9.4. Zimografia directa en geles copolimerizados con gelatina. Análisis de los medios condicionados
por monocapas de células endotelíales tratadas con dosis crecientes de nafoxidina. Las actividades
gelatinólíticas de pesos moleculares de aproximadamente 72 y 62 kDa corresponden a la forma latente y
activa de la MMP-2, respectivamente. Calle 0, OuM. Calle l, lpM. Calle 2, 2.5pM. Calle 3, 5pM
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62kDaMMP-2Ag.

(unidadesarbitrarias)

Figura 9.5.A. Western blot del antígeno MMP-Z presente en los medios condicionados de células
endoteliales tratadas con nafoxidina. Las células fueron tratadas con las siguientes dosis de nafoxidina: Calle
0, OpM. Calle l, lpM. Calle 2, 2.5pM. Calle 3, 5pM. La MMP-2 se pudo identificar como dos bandas
inmunorreactivas de aproximadamente 72 y 62 kDa. B. Análisis densitométrico de la forma activa de MMP­
2 presente en los medios condicionedos por células HUVEC tratadas con nafoxidina: Calle O, OpM. Calle 1,
111M.Calle 2, 2.5pM. Calle 3, 5|.1M
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66kDaTIMP-1Ag.

(unidadesarbitrarias)

o 1 2 3

Calles

Figura 9.6.A. Western blot. B. Análisis densitométrico de la forma de 66 kDa de TIMP-l humano presente
en los medios condicionados por células endoteliaies tratadas con nafoxidina. Las células fileron tratadas con
las siguientes dosis de nafoxidina: Calle 0, 0uM. Calle 1, 2.5pM. Calle 2, SpM. Calle 3, lOpM
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Secreción de activadores delplasmínógeno y sus inhibidores

Los medios condicionados de células HUVEC tratadas con nafoxidina se

ensayaron en geles copolímerizados con caseína y plasmínógeno. Se analizaron las

actividades degradativas obtenidas por la activación específica del plasmínógeno y

se encontró que las monocapas endoteliales secretaron las serinoproteasas tPA (66

kDa) y uPA (55 kDa) (Figura 9.7).

Por otra parte, las zimografïas reversas mostraron la presencia de una gran

banda de inhibición de la activación del plasmínógeno que corresponde al inhibidor

de los activadores del plasmínógeno PAI-l (52 kDa) (Figura 9.8). En todos los

casos, el tratamiento con concentraciones crecientes del antiestrógeno nafoxidina (0­

SpM) no modificó los niveles de producción de los activadores del plasmínógeno

uPA, tPA y del inhibidor PAI-l.

Se intentaron cuantificar, mediante caseinólisis radial en presencia o ausencia

de amiloride, las actividades específicas correspondientes al uPA y tPA identificadas

en los medios condicionados de células endoteliales tratadas con nafoxidina (0­

SuM). Pasadas las 48 horas de incubación sólo se evidenciaron halos de degadación

de caseína en las curvas standard. Se obtuvo el mismo resultado cuando las muestras

fueron sometidas previamente a un tratamiento ácido para intentar deshacer

complejos formados entre las serinoproteasas y sus inhibidores.

Ante estos resultados y, comparando con la correspondiente curva standard,

se pudo concluir que las actividades caseinolíticas netas presentes en los medios

condicionados de células tratadas con nafoxidina eran inferiores a 0.195 UI de

uroquinasa humana.
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-55 kDa

Figura 9.7. Zimografia directa en geles copolimerizados con caseína y plasminógeno. Efecto de ia
nafoxidina sobre la secreción de los activadores del plasminógeno. Calle 0, OpM. Calle l, lpM. Calle 2,
2.5pM. Calle 3, SpM

-52kDa

Figura 9.8. Zímografia reversa en geles copolimerizados con caseina y plasminógeno. Efecto de la
nafoxidina sobre la secreción de los inhibidores del tipo PAI. Calle 0, OHM.Calle 1, l uM. Calle 2, 2.5p.M.
Calle 3, 5pM
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Disminución de la migración de células endoteliales mediante la acción de la
nafoxidina

Uno de los pasos críticos del proceso de formación de los nuevos vasos

sanguíneos es la migración de las células endoteliales. Para evaluar el efecto de la

nafoxidina sobre la motilidad de las células endoteliales, se realizaron los ensayos de

quimiotaxis celular utilizando fibronectina como quimioatractante. Las células se

incubaron durante 24 horas para permitirles que migren por los poros de la

membrana en respuesta a la existencia de fibronectina en la cámara inferior. Al

finalizar cada experimento se contabilizaron las células que habían atravesado la

membrana y no se encontraron diferencias significativas entre el control con medio y

el control (0uM de nafoxidina). La presencia de la nafoxidina disminuyó

significativamente la migración de las células HUVEC con respecto al control

(Figura 9.9). Además, esa disminución fue dependiente de la dosis del antiestrógeno

utilizada, siendo más significativa con nafoxidina 2.5uM. Estos resultados

reforzarían los resultados obtenidos anteriormente sobre la adhesión y la extensión

sobre plástico de las células endoteliales tratadas con la droga.
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Figura 9.9. Acción de la nafoxidina en la migración de las células endoteliales. Los resultados se expresaron
como % de migración respecto del control (OuM). Los valores representan la media i SEM de
determinaciones por duplicado, y son representativos de dos sets de experimentos. *p<0.05 y ** p<0.01
versus control, ANOVA (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test)
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Capacidad invasiva de las células endoteliales en presencia del antiestrógeno
nafoxidina

Se evaluó el efecto de la nafoxidina en la capacidad de las células

endoteliales de invadir filtros (8pm de poro) recubiertos con Matrigel en respuesta a

la existencia del quimioatractante fibronectina en la cámara inferior. Los resultados

demostraron que el tratamiento con 2.5uM de nafoxidina disminuyó

significativamente la capacidad de invadir de las células endoteliales. En este ensayo

de invasión de Matrigel se ven involucrados los diversos procesos anteriormente

estudiados como la adhesión de las células endoteliales y la degradación proteolítica

de la membrana artificial, así como también la extensión sobre sustrato, la migración

y la digestión de diversos componentes de la matriz.

Invaslón

(%respectodelcontrol)

Nafoxldína (uM)

Figura 9.10. Efecto de la nafoxidina sobre la invasión de la membrana artificial Matrigel por células
endoteliales. Los resultados se expresaron como % de invasión respecto del control (OuM). Los valores
representan la medía i SEM de hasta tres determinaciones y son representativos de dos sets de
experimentos. *p<0.001 versus control, ANOVA (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test)

Actividad antiangioge'nica de la nafoxidina in vitro

Las propiedades antiangiogénicas de la nafoxidina se evaluaron en el ensayo

de angiogénesis in vitro, sembrando las células endoteliales sobre MatrigelTM.

Después de 20 horas. de incubación en ausencia de nafoxidina, las células
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endoteliales formaron los característicos túbulos endoteliales sobre la membrana de

MatrigelTM. En presencia de concentraciones crecientes del antiestrógeno

nafoxidina, la cantidad de cordones endoteliales se vio disminuida hasta lograr la

inhibición total de la formación de los túbulos endoteliales (Figura 9.11).

Figura 9.11. Ensayo de angiogénesis in vitro. Formación de cordones endoteliales sobre el sustrato
MatrigelTMen presencia de nafoxídina: (A) OpM, (B) luM, (C) 2.5p.M y (D) 5nM. La inhibición de la
formación de túbulos endoteliales fije fotografiada a una magnificación de 40X



149

'I' Discusión

Si bien inicialmente fue demostrado que la actividad antitumoral de los

antiestrógenos era debida a la interacción competitiva con el receptor de estrógenos,

en la actualidad existen numerosos trabajos que reportan que los antiestrógenos

poseen otros efectos independientes de esta vía. La controversia surgió cuando se

reportó que concentraciones micromolares de tamoxifeno inhibían el crecimiento de

líneas celulares humanas de cáncer de mama negativas para receptor de estrógeno

(Green et aL, 1981). Además, los ensayos clínicos han demostrado que alrededor de

un 30% de las pacientes con cáncer de mama con receptor de estrógenos negativo

respondieron a la terapia con tamoxifeno (Hawkins et aL, 1980; Furr & Jordan,

1984).

Gagliardi & Collins (1993) fueron los primeros en demostrar que los

antiestrógenos poseían una acción angiostática mediante una vía distinta al receptor

de estrógenos. Claramente, los antiestrógenos parciales, a concentraciones

micromolares, serían citostáticos por mecanismos no relacionados a la acción

antagonista de estrógenos e independiente del receptor de estrógenos, además la

inhibición de la proliferación celular bajo estas circunstancias no fue reversible por

el receptor de estrógenos (Sutherland et aL, 1986). Para estudiar el efecto de los

antiestrógenos sobre el crecimiento endotelial los autores utilizaron las

concentraciones 2.5, 5 y 10 uM de clomifeno, nafoxidina y tamoxifeno y ICI 182,

780. Cabe destacar que los resultados que obtuvieron son de relevancia clínica dado

que las concentraciones utilizadas están en el rango de la concentración de

tamoxifeno alcanzada en las proximidades del tumor en pacientes que reciben 40 mg

de tamoxifeno por día.

Normalmente, las células endoteliales se mantienen en estado quiescente.

Como hemos visto en el organismo adulto, exceptuando los cambios cíclicos del

aparato reproductor femenino, ocurre neovascularización solamente en caso de
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existir una cicatriz o en condiciones patológicas como el crecimiento de los tumores

sólidos. Generalmente, el inicio de la formación de vasos sanguíneos involucra una

serie de pasos, comenzando con la degradación enzimática de la membrana basal

asociada. Las células endoteliales migran en el espacio estromal, proliferan y se

alinean (Ausprunk & Follanan, 1977; Furcht, 1986). Una vez que las células se

alinean y forman los loops vasculares, se desarrollan los tubos capilares, formándose

uniones estrechas entre las células y depositándose la nueva membrana basal

(Folkrnan, 1985).

Si bien originalmente la nafoxidina resultó ser un antiestrógeno tan potente y

activo como el tamoxifeno en los ensayos clínicos en pacientes con cáncer de mama,

sus mecanismos de acción y particularmente sus propiedades antiangiogénicas han

sido poco explorados. En el presente trabajo se han estudiado los efectos de la

nafoxidina sobre, la secreción de proteasas, la adhesión, la extensión sobre sustrato,

la migración, la invasión y la diferenciación de las células endoteliales HUVEC.

Las células endoteliales producen una gran variedad de proteasas que son

secretadas, o bien a la sangre para intervenir en la fibrinólisis, como es el caso del

tPA; o bien a la matriz subendotelial, como las MMPs y el uPA, para intervenir en

otros fenómenos como la migración endotelial. Para balancear el efecto de las

proteasas, las células endoteliales secretan sus correspondientes inhibidores, por

ejemplo TlMP-l y PAI-l. El TIMP-l es uno de los inhibidores naturales con

propiedades antiangiogénicas. Además, las MIVH’Shan sido relacionadas con la

degradación proteolítica de la membrana basal subendotelial durante las etapas

iniciales del proceso de angiogénesis. En el presente trabajo, hemos demostrado que

la nafoxidina indujo un incremento dosis-dependiente en la activación de la MMP-2.

Por otra parte, la nafoxidina también indujo un aumento dosis-dependiente en la

secreción de un dímero de 66 kDa del TlMP-l.

Anteriormente, se ha reportado que el agregado de TIMP-l de 66 kDa no

poseía actividad anti-MMP, pero era capaz como la forma monomérica de 29 kDa de
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inhibir la formación de capilares en el ensayo de angiogénesis in vitro sobre

Matrigel (Thorgeirsson et aL, 1996).

Los resultados acerca de la regulación hormonal y el efecto de los

antiestrógenos sobre la secreción de MMPs y los TIMPs son variados. Este es el

primer trabajo en el cual se ha estudiado el efecto de un antiestrógeno nafoxidina,

sobre la secreción de proteasas en las células endoteliales y su relación con los

diversos pasos de la angiogénesis. Hasta el momento se focalizó en la correlación

ente la secreción de las proteasas y la capacidad invasiva de las células de cáncer de

mama tratadas con antiestrógenos (Abbas Abidi et aL, 1997). En numerosos trabajos

también se ha estudiado el control hormonal de los TIMPs. En fibroblastos

cervicales de útero, por ejemplo, el tratamiento con hormonas aumentó la

producción de TIIVIP(Sato et aI., 1991). En los folículos preovulatorios de rata, la

actividad inhibitoria del TIMP-l se vio estimulada por LH, pero cuando se

realizaron tratamientos con tarnoxifeno se observó que el efecto inhibitorio no se

veía afectado por la presencia del antiestrógeno (Mann et al., 1993).

En algunos estudios se ha encontrado que el TIMP-l estaba regulado

coordinadamente con las MMPs y en otros recíprocamente. El TGF-Bl regula

negativamente a las MIVIPsy aumenta la expresión de TIMP-l. Se ha reportado que

péptidos del TGF-B inhibían la neovascularización mediante la reducción de la

mitosis en las células endoteliales (Schultz & Grant, 1991) y que el TGF-B se

encontraba aumentado cuando se trataban con tarnoxifeno a las células humanas de

cáncer de mama receptor de estrógenos negativas (Knabbe et aL, 1991). Además, los

niveles de TGF-B l se encontraron aumentados en tumores de mama de pacientes

tratados con tarnoxifeno (Butta et aL, 1992). En las células HUVEC la nafoxidina

estaría regulando coordinadamente la secreción de NflVIP-Zy TMP-l.

Se cree que el efecto antiangiogénico del TIMP-l involucraría diferentes

mecanismos. Mediante la inhibición de las MNfl’s, el TIMP-l podría inhibir la

liberación de los factores angiogénicos de la matriz o evitar la degradación de la
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matriz extracelular. Anteriormente, se ha reportado que la acción anti-MMP del

TIMP-l no era un requisito indispensable para la inhibición de la angiogénesis

producida por el TIMP-l in vitro. Numerosos autores propusieron que el TIMP-l

tendría un efecto directo sobre las células endoteliales. De acuerdo con nuestros

resultados, el incremento en la secreción del TIMP-l inducido por la nafoxidina en

las células endoteliales podría ser el responsable de la capacidad antiangiogénica de

dicho antiestrógeno, al menos parcialmente.

La expresión de las MMPs es regulada negativamente por varios de los

miembros de la familia de los receptores de hormonas esteroideas. Se creía que el

fenómeno se debía a la interacción de los receptores de esteroides con el factor de

transcripción AP-l, pero se descubrió que AP-l no era el único blanco de la

regulación negativa de la expresión de las l‘vflVIPsmediada por estos receptores. El

receptor de andrógenos, por ejemplo, regula negativamente la expresión de la MIva­

l en células humanas de próstata, no a través del AP-l sino mediante factores de

transcripción de la familia de los Ets que también son necesarios para la regulación

positiva ( Schneikert et al., 1996).

Otro sistema proteásico es el de los activadores del plasminógeno sintetizados

por las células endoteliales, el tPA y el uPA, los cuales regulan los procesos de

fibrinólisis y protéolisis local (Collen & Lijnen, 1992). La fibrinólísis es regulada

por la producción y liberación de tPA y el uPA, está involucrada en la proteólisis

local de la matriz extracelular necesaria para la formación de los brotes capilares y el

desarrollo de nuevas estucturas vasculares (van Hinsbergh, 1992). La plasmina

generada por el uPA y el tPA es muy importante en la migración celular, además el

tPA secretado por las células endoteliales controla el depósito de fibrina inicialmente

(Kwaan, 1992). El tPA y el inhibidor PAI-l son secretados simultáneamente por las

células endoteliales como formas activas. Sin embargo, dependiendo del estímulo

que induzca su liberación la relación entre el tPA y el PAI-l varía bastante. Por

ejemplo, la trombina influencia en la liberación del tPA y el PAI-l (Bertina et aL,
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1992). La trombina modular-ía la expresión de ciertas moléculas como el vWF y P­

selectina, modificando la estructura de la célula endotelial y las interacciones

celulares (Coughlin, 2000).

En el actual trabajo demostramos que las células endoteliales secretaron las

serinoproteasas tPA y uPA y el inhibidor PAI-l, pero las distintas dosis de la

nafoxídina no alteraron sus niveles de secreción.

Conjuntarnente con la regulación de la secreción de proteasas e inhibidores,

para la neovascularización, las células endoteliales expresan moléculas de adhesión

como las integrinas para controlar los procesos de adhesión, extensión sobre

sustrato, migración, invasión y finalmente la formación de los nuevos capilares

(Juliano & Haskill, 1993).

El uPA participa en la regulación de la proteólisis local junto con el sistema

de MMPs/TIMPS y, además, el uPA unido al receptor altera, mediante la interacción

con las integrinas, la adhesión y la migración celular (Ossowski & Aguirre Ghiso,

2000).

El gen de ETSI codifica para un factor de transcripción y controla

propiedades de las células endoteliales que se relacionan con su capacidad de

migración sobre membranas basales. Además de que miembros de esta familia de

factores de transcripción regulaban la expresión de las MMPs, se ha demostrado que

ETSI regula directamente la expresión del gen de uPA en HUVEC. Por otra parte, el

VEGF estimula la expresión del gen de ETSl y la migración endotelial. Cuando se

trataron las células HUVEC con oligonucleótidos antisentido contra ETSI se inhibió

la migración estimulada por VEGF (Chen et aL, 1997). Si bien se ha encontrado

cierta correlación entre la expresión de uPA y las hormonas esteroides para la

formación de las estructuras capilares (Lansink et al., 1998), aún no se ha

comprobado esta regulación está mediada como en las MMPs por la interacción de

receptores hormonales.
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Las células endoteliales se ven influenciadas por la expresión de las

moléculas de adhesión como las integrinas [31. La unión a las integrinas, la

organización del citoesqueleto y los cambios en la estructura celular están

íntimamente involucrados en el proceso de adhesión a la matriz extracelular o a las

células adyacentes y regulan la extensión celular, la migración, la diferenciación y la

angiogénesis (Short et al., 1998). En el proceso de adhesión intervienen tres

complejos multiprotéicos: la molécula de adhesión y su receptor, las proteínas de la

matriz extracelular y las proteínas de la placa citoplasmática periférica a la

membrana. El ensamblado de los focos de adhesión está regulado por eventos en la

matriz extracelular y eventos de señalización intracelular. La célula genera contactos

focales con la matriz extracelular y con esos sitios de coordinación entre la adhesión

y la migración, está asociado el fenómeno de extensión sobre sustrato que depende

del citoesqueleto de actina y del desarrollo de fuerzas a lo largo de la superficie

basal de la célula (Gumbiner, 1996; Mitchison & Cramer, 1996).

Nuestros resultados demuestran que la nafoxidina actúa modulando

negativamente todas las funciones importantes para la locomoción de las células

endoteliales. El tratamiento con nafoxidina disminuyó significativamente la adhesión

de las células endoteliales a plástico. Tras 30 minutos de tratamiento se obtuvo un

descenso en el porcentaje de células extendidas sobre el sustrato, siendo significativa

la disminución observada con 2.5].1Mde nafoxidina. La nafoxidina produjo una

disminución dosis-dependiente de la migración endotelial y, por último, la

concentración nafoxidina 2.5].1M disminuyó significativamente la capacidad de

invadir de las células.

Existen numerosas moléculas involucradas en la regulación de los diversos

pasos del proceso de locomoción. En los últimos años se han estudiado los diversos

roles de la familia de GTPasas encargadas de regular la estructura del citoesqueleto

de actina. La Cdc 42 regula la formación de los filopodios, la Rae regula el

ondularniento de la membrana y la Rho aumenta la contracción celular, los contactos
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focales y las fibras de stress de actina (Nobes & Hall, 1995; Li et al., 1999).

Asociadas a estas proteínas se encuentran los intermediarios que ayudan a coordinar

el proceso, entre ellos: las tirosinas quinasas, los niveles intracelulares de calcio y el

metabolismo de los fosfatidil inositoles (Lauffenburger & Horwitz, 1996).

Durante el proceso de angiogénesis, los pasos tempranos se caracterizan por

la proteólisis de la membrana basal que involucra a las serino y metaloproteinasas.

En los pasos tardíos de la angiogénesis se produce el depósito de la nueva membrana

basal y la inducción de la quiescencia en la células endoteliales (Kraling et aL,

1999). Es importante enfatizar que el ensayo de formación de túbulos endoteliales

no es un modelo completo de angiogénesis. Hemos demostrado que la nafoxidina

inhibió la angiogénesis in vitro utilizando un modelo que focaliza en las últimas

etapas de la angiogénesis. La nafoxidina podría estar produciendo un incremento

dosis dependiente en la secreción del TIMP-l, el cual tiene actividad

antiangiogénica en las etapas tardías de la formación de los túbulos

independientemente de su actividad antiproteásica.

Finalmente, si bien el efecto angiostático de la nafoxidina podría no estar

mediado exclusivamente por la vía clásica del receptor de estrógenos, resulta

interesante mencionar los ensayos de Morales et al. (1995) quienes encontraron que

el estradiol aumentaba directamente la angiogénesis al favorecer la adhesión, la

migración, la proliferación y la diferenciación.

En el próximo capítulo se estudiarán los mecanismos antiangiogénicos in

vitro desencadenados por nafoxidina y TIMP-l. Además, se identificarán las vías de

señalización involucradas y se valorará el efecto del TIMP-l sobre el crecimiento,

adhesión e invasión de células endoteliales.



PARTE III

MECANISMOS ANTIANGIOGENICOS

IN VITRO
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'3' Introducción

Además de los efectos de los estrógenos sobre la transcripción, mediados por

el receptor de estrógenos (ER), y de los efectos antiestrogénicos de los trifeniletilen

derivados, resultantes de la competición a nivel del receptor de esuógenos, tanto los

estrógenos como los antiesuógenos afectan procesos celulares a través de otros

mecanismos.

Los antiestrógenos generalmente se considera que actúan compitiendo con los

estrógenos por el pegado al receptor de estrógenos. Los complejos de antiestrógenos

y ER pierden, parcial o totalmente, la capacidad de inducir los procesos

transcripcionales inducidos por los estrógenos. Pero, últimamente, se han

comenzado a investigar los efectos no-genómicos de los estrógenos y los

antiestrógenos. Si bien el impacto de estos efectos no ha sido dilucidado, cabe

destacar que se han estudiado efectos de los antiestrógenos no relacionados con el

ER que se producen a nivel de los sistemas de transducción de la membrana

plasmática y que pueden producir cambios en muchas enzimas claves.

Una característica de los efectos de los antiestrógenos que no involucran las

interacciones con ER (a los cuales se pegan con constantes de disociación del rango

nM), es que estos fenómenos se observan solamente a altas concentraciones, en el

orden de los lO-lOOpM. Se ha estudiado que las características anfifilicas de los

antiestrógenos permitirían su interacción con las membranas plasmáticas, donde la

mayoría originaria sus efectos (Weiss & Gurpide, 1988).

Inicialmente se ha reportado que los antiestrógenos a concentraciones

micromolares afectaban a los sistemas colinérgicos, histaminérgicos y

dopaminérgicos, la acción de la calmodulina y afectaban la actividad de la PKC. El

tamoxifeno, por ejemplo, se ha demostrado que es un antagonista de la calmodulina,

el principal receptor celular de Ca2+y regulador de los procesos dependientes de
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Ca", los antiestrógenos inhibirían la activación mediada por la calmodulina de la

fosfodiesterasa dependiente de CAMP. Se ha postulado que el tamoxifeno actuaría

como un inhibidor competitivo de la calmodulina en la activación de la

fosfodiesterasa (Lam, 1984). Un trabajo posterior demostró que la inhibición de la

asociación entre el ER y la calmodulina dada por algunos antiestrógenos no estaría

relacionada al antagonismo de la calmodulina o a su afinidad de pegado por el ER

(Rowlands et aL, 1997).

Se ha demostrado que los efectos no-genómicos del estradiol afectaban las

concentraciones de calcio ([Caz‘]i) (Picotto et aL, 1999), los niveles de CAMP, la

actividad de las proteínas quinasas activadas por mitógenos, la actividad de las

fosfolipasas C y A2y la actividad de la PKC en diferentes tejidos. Recientemente, se

ha encontrado un nuevo receptor funcional de estrógenos en las membranas de

esperma humano que involucraría principalmente dos caminos de señales de

transducción que reafirmarían la acción rápida no-genómica del estradiol: el

aumento en la ([Cazïi) y la fosforilación en tirosinas de algunas proteínas (Baldi et

aL, 2000). Por otro lado, se ha reportado una acción funcional de los antiestrógenos

y los estrógenos en la regulación de un canal de cloro de la membrana plasmática en

fibroblastos NIH3T3. Se conoce que el tamoxifeno actúa como un potente

bloqueante de los canales de cloro activados por volumen en células epiteliales,

mediante una interacción directa con la proteína del canal (Valverde et aL, 1993). La

regulación por antiestrógenos del canal de larga conductancia de los fibroblastos se

debería al pegado de los antiestrógenos a un sitio en la membrana plasmática distinta

al canal (Hardy & Valverde, 1994). Los compuestos moduladores de los canales

regulados por volumen, entre ellos el tamoxifeno, se ha demostrado que inhiben la

capacidad de las células microvasculares endoteliales de formar los túbulos sobre

Matrigel y que son potentes inhibidores de la angiogénesis (Manolopoulos et aL,

2000).
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Los primeros resultados de la acción de los antiestrógenos fueron obtenidos a

partir de los estudios de los efectos de estas drogas sobre los tejidos de los ovarios

(Forsberg, 1985) y el útero (Quarmby et aL, 1988). En los últimos años se ha

comenzado a estudiar también los efectos de los antiestrógenos en otros tejidos no

relacionados con la reproducción (Sato et aL, 1996).

Se han evaluado los efectos de los antiestrógenos sobre el crecimiento celular

en células de cáncer de mama. Se demostró, por ejemplo, que la sobrexpresión

constitutiva de ciclina D1 en células de cáncer de mama humano interfería en los

efectos tempranos de los antiestrógenos sobre el ciclo celular y no prevenía sus

acciones citostáticas (Pacilio et aL, 1998).

Algunos de los resultados más interesantes son los que involucran la acción

de los estrógenos y antiestrógenos en la comunicación celular. Las uniones gap

contienen canales que conectan células vecinas, estos canales no son específicos y

permiten el pasaje por difusión pasiva de moléculas pequeñas como el cAMP,

pequeñas moléculas informacionales pueden difundir por las uniones gap (Kumar &

Gilula, 1996). Se demostró que, algunos antiestrógenos como la nafoxidina, eran

capaces de modular la formación y la intemalización de las uniones gap en útero

(Burghardt et aL, 1984; Burghardt et aL, 1987) y en cultivos de cardiomiocitos de

ratas (Verrecchia & Herve, 1997).

Como hemos visto anteriormente, las células endoteliales humanas de vena

umbilical (HUVEC) expresan receptores de estrógenos, estudiando los nuevos

efectos reportados de los estrógenos y antiestrógenos sobre el endotelio, se ha

demostrado que los estrógenos aumentan la selectividad a cationes en los cultivos de

HUVEC, modulan la comunicación a través de las uniones estrechas y estos efectos

estarían relacionados con los repentinos cambios en los niveles de iones a través de

las paredes capilares (Cho et aL, 1998).

Respecto a las uniones gap, dado que las células HUVEC expresan las

proteínas conexinas que conforman dichas uniones, Cx 43, Cx40 y Cx37 (Van Rijen
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et al., 1997), y que en algunos procesos su expresión puede ser modulada por TNF­

a (Van Rijen et al., 1998) y por IL-la (Hu & Xie, 1994), sería posible esperar que

los antiestrógenos estuvieran afectando también este tipo de uniones que permiten la

comunicación eléctrica y metabólica entre las células endoteliales.

Por otra parte, numerosos trabajos relacionan a los estrógenos y

antiestrógenos con la liberación del óxido nítrico (ON) (Caulin-Glaser et aL, 1997)

mediada por el sistema del receptor de estrógenos (Hayashi et al., 1995).

Recientemente se ha demostrado que el antiestrógeno raloxifeno induce la

producción del ON mediante un mecanismo que no involucra un aumento de la

transcripción de la óxido nítrico sintetasa endotelial (Simoncini et aL, 2000), sino

que el raloxifeno activaría a dicha enzima y en esa activación rápida estaría

involucrada la proteína de stress térmico Hsp90 (Russell et aL, 2000).

Además, se ha reportado que el gen del VEGF posee un elemento de

respuesta a los estrógenos y se demostró que los estrógenos regular-¡anla expresión

del VEGF uterino mediante la vía clásica del receptor de estrógenos (Hyder et aL,

2000). Este hallazgo, junto a que los estrógenos promueven la angiogénesis, nos

llevó a investigar mecanismos celulares involucrados en la inhibición de la

angiogénesis por nafoxidina.

Estudiamos vías de señalización que podrían estar involucradas en el proceso

antiangiogénico desencadenado por nafoxidina. Se analizó el efecto de algunas

drogas de señalización celular sobre la morfología y el crecimiento celular, la

capacidad de adhesión, la actividad proteásica secretada por las células tratadas y la

capacidad de formar túbulos endoteliales sobre Matrigel. Dado que el TIMP-l es un

factor antiangiogénico per se, se intentó evaluar también la participación del TIMP-l

en el efecto antiangiogénico de nafoxidina.
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'f' Materiales y métodos

Cultivo de células endoteliales

Los cultivos primarios de células endoteliales de vena umbilical humana

(HUVEC) fiJeron provistos por Clonetics Corp. y se mantuvieron como se detalló

anteriormente. En los experimentos se utilizaron también células provenientes de

pasajes 2 a ll. Las células cultivadas se mostraron libres de infección por

Mycoplasma.

Generación del TIMP-I humano recombinante

El TlMP-l se produjo en un sistema de baculovirus utilizando virus

recombinantes generados por Gomez et al. (1994).

Se cultivaron monocapas de células Sf 9 (Spodopteraflugíperda) con medio

de cultivo [PL-41 suplementado con 2.6 g/l de caldo triptosa fosfato (Gibco) y con

5% SFB (Gen S.A.) en estufa no gaseada a 27°C hasta alcanzar un 80-90% de

confluencia. Luego las células fueron infectadas con virus recombinantes (stock

viral: 2 x 10 8partículas virales/ml) a una multiplicidad de infección de 5 UFP/célula

(unidades formadoras de placas) y se dejaron incubando durante l hora a

temperatura ambiente en agitación. Transcurrida la hora se agregó en cada fi'asco

más medio de cultivo. Las células y los medios condicionados se recolectaron a las

20, 24, 48, 72 y 96 horas post-infección. Las células controles no fueron infectadas

con virus y se recolectaron a las 96 horas post-infección.

En cada día se recolectaron los medios condicionados, se alicuotaron y

guardaron a 4°C. Además, se resuspendieron las células por métodos mecánicos y se

centrifugaron en tubos plásticos de 1.5 ml. Se midieron los volúmenes de los pellets
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celulares y se agregó en cada tubo una parte de 4X buffer de siembra (0.5M Tris pH

6.8, 30% glicerol, 1.25 mgml de azul de bromofenol y 2% SDS) para lisar los

pellets. Tras homogeneizar bien las muestras fueron congeladas. Antes de alicuotar

los medios condicionados y los pellets se agregó en cada tubo una solución 2 pg/ml

de aprotinina (Sigma) en medio de cultivo.

Se selecciónó una única secuencia de 15 aminoácidos a partir de la secuencia

publicada del TIMP-l y se encargó la síntesis del péptido para ser utilizado como

antígeno para la producción del anticuerpo antípeptídico policlonal de conejo contra

TIMP-l humano (Multiple Peptide Systems, San Diego, CA, USA).

Las proteínas presentes en los medios condicionados y los lisados de células

Sf9 fueron analizadas por Westem blot como se describió anteriormente. Una vez

que se caracterizó la producción de las preparaciones del inhibidor TlMP-l

recombinante humano (rhTIMP-l), se purificó mediante una columna de agarosa

unida al anticuerpo anti-TIMP-l humano (Multiple Peptide Systems).

Reactivos

Las drogas y las concentraciones utilizadas para estudiar caminos de

transducción de señales involucrados en el efecto del antiestrógeno nafoxidina

fueron las siguientes: 0.3-0.5% v/v n-butanol (Merck, Darrnstadt, Germany); 10 pM

verapamilo (Sigma); 50 nM A23187 (Calbiochem Corp, La Jolla, CA, USA.); 12.5­

lOOnM PMA (phorbol-lZ-myristate-l3-acetate, Sigma); lOOnM

bisindolylrnaleimida I (Calbiochem); lO ¡4M DL- propranolol (Sigma); Sng/ml La­

ácido fosfatídico (Sigma); SOnM ortovanadato de sodio (Sigma); lOOuM 3-isobutyl­

l-methylxanthine (IBMX, Sigma); lOOpMN 6,2’-o-dibutyryladenosine 3’, 5’-cyclic

monophosphate (dbcAMP, Sigma). Las drogas utilizadas fueron provistas

gentilmente por los Dres. J.A. Aguirre Ghiso, M.G. Kazanietz y D.A. Golombek. El
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TIMP-l recombinante humano utilizado como control fue comprado a Calbiochem

Corp.

El n-butanol inhibe la actividad de la PLD debido a la síntesis de

fosfatídilbutanol, que resulta en el bloqueo de la disponibilidad de ácido fosfatídico

(AF) y de la producción de diacilglicerol (DAG). El veraparnílo es un bloqueante de

los canales de Ca”, principalmente de los canales voltaje dependientes tipo L. El

A23 187 es un ionóforo de Ca2+que forma complejos estables con iones divalentes y

sirve para aumentar los niveles de Ca2+intracelulares. PMA es un activador de las

PKC tanto in vivo como in vitro. La bisindolyhnaleimida I actúa como inhibidor

competitivo en el sitio de pegado del ATP de la PKC y muestra alta selectividad por

las distintas isoformas de PKC. El DL-propranolol bloquea al AF y limita su

disponibilidad para otras reacciones. Por otra parte, el La- ácido fosfatídico es el

sustrato para las ácido fosfatídico fosfohidrolasas para generar el DAG. Además, el

ortovanadato de sodio es un inhibidor de las proteínas tirosinas fosfatasas. Mientras

que el IBMX es un inhibidor de fosfodiesterasas de CAMPy cGMP, y es antagonista

del receptor de adenosina. El dbcAMP es un derivado liposoluble del CAMP capaz

de permear la membrana celular y ejercer acciones intracelulares.

Preparación de medios condicionados

La actividad gelatinolítica secretada por las monocapas de HUVEC se

investigó en los medios condicionados. Las células endoteliales se crecieron con

medio EGM conteniendo 2% SFB en multiplacas hasta alcanzar la confluencia

adecuada. Luego, los cultivos se lavaron con PBS para eliminar las trazas de suero y

se continuó la incubación en EGM libre de suero por 24 horas en presencia de los

cotratamientos adecuados que serán señalados en cada ensayo.



Estudios de Ia morfología celular

Para examinar los efectos de los cotratamientos con nafoxidina sobre la

morfología celular, las monocapas de HUVEC fireron incubadas durante 24 horas en

medio sin suero y en presencia de los diversos compuestos. Tras la incubación, las

monocapas fueron fotografiadas en microscopios de campo claro o de constrate de

fase (Olympus y Nikon, Tokyo, Japan).

Ensayos de viabilidady crecimiento in vitro I

Se determinó el efecto que tenían sobre la proliferación algunos de los

cotratamientos con nafoxidina y drogas para estudiar señales intracelulares. Para ello

se utilizó el método colorimétrico de azul de toluidina descripto en el capítulo

anterior. Se incubaron las células durante 24horas en medio sin SFB, en presencia

del control con el vehículo DMSO solo (0uM de nafoxidina) o en presencia de

nafoxidina (1-25 pM) con los diversos cotratamientos. El crecimiento celular se

estimó midiendo las absorbancias a 595 nm en un lector de microplacas y se

graficaron las absorbancias obtenidas para cada tratamiento.

Ensayos de adhesión I

La adhesión al plástico de las células HUVEC en presencia de los distintios

cotratamientos con el antiestrógeno nafoxidina se cuantiflcó mediante el método

colorímétrico de cristal violeta, anteriormente descripto. La adhesión a plástico se

estudió a los 90 minutos de incubación con las diversas drogas.
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Zimografi'as directas

La actividad gelatinolítica secretada por las monocapas de HUVEC en

presencia de los diversos compuestos se determinó mediante corn'das

electroforéticas realizadas en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en

condiciones de no reducción según el procedimiento descripto en el capítulo

anterior.

Western Blot

Las proteínas presentes en los medios condicionados fueron separadas por

SDS-PAGE con 10% (gel de separación) y 4% (gel de siembra), electrotransferidas a

una membrana de nitrocelulosa y luego reveladas de la misma manera que se detalló

anteriormente. El anticuerpo primario utilizado fue el anticuerpo antipeptídico

policlonal obtenido en conejo dirigido contra TIMP-l humano (5 ¡ig/ml).

Ensayos de angiogénesis in vitro

La capacidad de las células endoteliales de formar una red tubular se evaluó

utilizando la membrana basal artificial Matrigelm. Las células fiJeron incubadas

durante 20 horas en la estufa de cultivo en presencia de los distintos cotratamientos

realizados con nafoxidina. Para la evaluación del efecto del TIMP-l, las células

fueron incubadas en medio de cultivo en presencia de DMSO con 30ug/ml de IgG

control de ratón o nafoxidina (l-2.5uM) con 3011ng de anticuerpo monoclonal

anti-TIMP-l humano (Oncogen Science). En cada ensayo los resultados fueron

fotografiados. En el caso de algunos cotratamientos se cuantificó la cantidad de
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ramificaciones de endoteliales existentes (A: lOOX) mediante una adaptación del

procedimiento utilizado por Pollman et al. (1999).

Ensayos de viabilidady crecimiento in vitro II

Utilizando otro método para evaluar el crecimiento y la viabilidad celular, las

células HUVEC fueron cultivadas por triplicado en placas de 6 pocillos. Después de

24 horas de crecimiento las células fiJeron tratadas en ausencia o presencia de

distintas dosis de rhTIMP-l (3, 30 y 300 nM). A las 24 horas, las células se

removieron utilizando 0,05% tripsina en PBS y resuspendidas en medio de cultivo.

La viabilidad se evaluó mediante tinción con azul tripán en un hemocitómetro.

Complementariamente, las células se cultivaron por triplicado en placas de 96

pocillos. Pasadas las primeras 24 horas las células fueron expuestas a distintas dosis

de rhTIMP-l (3, 30 y 300 nM). Luego de 24 horas las monocapas celulares se

lavaron con PBS y fiJeron pulseadas durante l hora con medio conteniendo 0.1

uCi/ml de timidina (3H) por pocillo. El medio se removió, las células se

tripsinizaron, y los pellets celulares se resuSpendieron en ácido tricloroacético

helado (TCA) en una concentración final de 7,5%(w/v). Los pellets se dejaron

incubando en hielo durante lhora. Los precipitados de TCA se centrifugaron 10

minutos a 12000 rpm y se disolvieron en 1M hidróxido de amonio. Luego se agregó

el fluido de centelleo y se contaron las muestras en un contador de centelleo líquido.

Ensayos de adhesión II

La capacidad que poseían las células endoteliales tratadas con rthMP-l

(3nM) para adherirse a plástico y a Mati-¡gelTM(0,5 ml/well) fue estudiada por un

método distinto al descripto anteriormente. Las células fueron marcadas durante 3

horas con 0.25 mCi de Cr“ en medio EGM, luego lavadas y diluidas en medio de
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adhesión (12 mM Hepes y 1% de albúmina bovina). Los tiempos de incubación a

37°C variaron en cada experimento: 0, 60 y 120 minutos. En cada caso, el ensayo de

adhesión se terminó mediante la remoción de las células no adherentes con lavados

extensivos. Las células adherentes se solubilizaron con el agegado de NaOH (IN) y

la radioactividad se determinó usando un contador de centelleo líquido. Las muestras

se realizaron por triplicado para cada tiempo y se calculó el porcentaje de adhesión.

Ensayos de invasión

Para analizar la capacidad de invadir la membrana basal reconstituida,

Mati-¡gelTMque poseían las células endoteliales tratadas con rhTIMP-l se utilizaron

los reservorios Transwells (Costar). Los filtros de policarbonato de 8 um de

diámetro fiJeron recubiertos con 12,5 ug de Matl'igelTMmás 50 ul de EGM. Se

dejaron secar durante una hora los filtros y se colocaron los insertos en las placas de

24 pocillos. En la cámara inferior se colocó medio de cultivo conteniendo 12,5 pg de

fibronectina y 50 ngml de bFGF como quimioatractantes. En la cámara superior se

colocaron 500 pl de EGM conteniendo 2,5 x 105células por filtro. Las cámaras se

incubaron durante 4 horas a 37°C para dejar adherir a las células, luego se realizaron

los tratamientos por triplicado y las células se dejaron incubando durante 72 horas

en presencia o ausencia de rhTIMP-l (3nM). Transcurrido ese tiempo se limpió la

cara superior suavemente con un hisopo, se sacó el inserto y el medio del

compartimiento inferior y se agregó formol 10% durante 30 minutos. Luego los

filtros fueron teñidos con hematoxilina y eosina, se montaron en un portaobjetos

para su análisis mediante microscopía óptica. Para contar el número de células por

campos se utilizó una grilla en uno de los oculares del microscopio como patrón.
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Análisis estadísticos. En todos los ensayos los resultados fiJeron analizados

mediante el programa GraphPad InStat tm. Copyright © 1990-1993 GaphPad

Software. V2.04a, 92228.

'o”Resultados

A) Modulación del comportamiento de HUVEC mediante cotratamientos con

nafoxidina y distintas drogas de señalización intracelular

Efectos sobre Ia morfología celular

En cultivos de 24 horas sin suero, no se observaron diferencias morfológicas

entre el medio EGM puro y los tratamientos con el vehículo DMSO solo (ouM) o

nafoxidina (l-2.5uM). Las HUVEC mantuvieron su característico crecimiento en

empedrado (Figura 10.1).

Para examinar los efectos sobre la morfología celular, se realizaron

cotratamientos de las células HUVEC con distintas drogas para estudiar la

señalización celular con el agregado del control con el vehículo DMSO solo (OuM

nafoxidina) ó 2.5pM de nafoxidina durante 24 horas. Se analizaron todas las drogas

anteriormente mencionadas. En general, salvo los cotratamientos con PMA y con

propranolol, las células tratadas crecieron formando monocapas en empedrado,

observándose algunas células despegadas cuando el cotratamiento se efectuaba a una

dosis de 2.5].1Mde nafoxidina. A pesar de ello, la morfología endotelial no se vió

alterada.
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Figura 10.1. Crecimiento característico de las células HUVEC en presencia de nafoxidina. Las células en
cultivo fueron fotografiadas a una magnificación de 40X en un microscopio invertido de campo claro
(Olympus, Tokyo, Japan). A: medio de cultivo EGM puro, B: control con el vehículo DMSO solo y C:
nafoxidina 2.5pM
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Con el cotratamiento con propranolol lOpM, se observó que las células

crecían algo más alargadas y formando remolinos incipientes; este efecto se hacía

más notorio a medida que aumentaban las concentraciones de nafoxidina (datos no

mostrados).

El efecto más evidente fue el del activador de PKC, PMA. Dado que se ha

reportado que algunos antiestrógenos inhiben la PKC, se realizaron los estudios en

un rango amplio de concentraciones de PMA (12.5-100nM). Fue muy notable la

observación del aspecto “spindle” o fusíforme que causó el PMA en las células

endoteliales en tan sólo 24 horas de tratamiento, tanto con medio EGM puro como

con el agregado del vehículo DMSO. Aún en presencia del inhibidor de PKC

bisindolylmaleimida a una dosis de lOOnM se mantuvo esta morfología (Figura

10.2).

Cuando se compararon los efectos sobre las células que tenían los

colratamientos con PMA 50 ó lOOnMmás nafoxidina 2.5pM se pudo observar que

la nafoxidina disminuyó el aspecto fusiforme de las células. Las células mostraron

estar más extendidas sobre el plástico y sus citoplasmas eran más grandes, con un

aspecto más cercano al característico de HUVEC (Figura 10.3). Estas observaciones

sugieren fuertemente la inhibición de vías dependientes de PKC en la acción de

nafoxidina sobre células endoteliales.

Cuando se realizaron los cotratarnientos con PMA (12.5-25nM), si bien las

células crecieron arremolinadas, la morfología fusiforme fue menos evidente que

con las concentraciones altas de PMA. Al observar las células al microscopio se

podía distinguir que con nafoxidina (l-2.5uM) las células presentaban forma de

empedrado, con citoplasmas más grandes y en relieve, con una cierta retracción del

citoesqueleto en los extremos de algunas células. Por otra parte, si bien no se

observaron células despegadas, cabe destacar que en el cotratamiento con nafoxidina

2.5uM más PMA 25nM se observó cierta granulosidad celular (Figura 10.4. A-H).
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Figura 10.2. Efecto del PMA y la bisindolylmaleimida sobre células HUVEC en cultivo. Las células fueron
teñidas con 1% azul de metileno y fotografiadas a una magnificación de lOOXen un microscopio invertido de
campo claro (Olympus, Tokyo, Japan). A: control con el vehículo DMSO solo, B: PMA lOOnM, C:
bisindolylmaleimida lOOnM, D: bisindolylmaleimida lOOnM+ PMA lOOnM
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Figura 10.3. Efecto de la nafoxidina sobre el aspecto fibroblastoide de las células endoteliales tratadas con
PMA (SO-lOOnM).Las células fueron teñidas con 1% azul de metíleno y fotografiadas a una magnificación de
lOOXen un microscopio invertido de campo claro (Nikon, Tokyo, Japan). A: control con el vehículo DMSO
solo + PMA SOnM, B: nafoxidina 2.5uM + PMA SOnM, C: control con el vehículo DMSO solo + PMA
lOOnM,D: nafoxidina 2.5pM + PMA lOOnM
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