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RESUMEN. La terapia antiangiogénica se basa en estrategias moleculares que intentan
bloquear la neovascularizacion tumoral y asi detener la progresion de la masa neoplasica.
Las células endoteliales suelen responder al estimulo estrogénico. La angiogénesis implica la
proliferacion del endotelio junto a la remodelacion de la matriz extracelular, donde
participan, las metaloproteinasas (MMPs) y sus inhibidores (TIMPs). En el presente trabajo
se investigaron los posibles mecanismos antiangiogénicos del potente antiestrogeno
nafoxidina y el intrincado papel del TIMP-1 en la vascularizacion y progresion tumoral. Se
encontré que el tratamiento in vitro de células endoteliales humanas de vena umbilical
(HUVEC) con dosis no citotoxicas de nafoxidina disminuye de manera dosis-dependiente la
proliferacion. Nafoxidina redujo también la adhesion, la capacidad de extensién sobre el
sustrato y la migracion de las células endoteliales, e indujo un aumento en la activacion de la
MMP-2 y en la secrecion de TIMP-1. Ademas, inhibi6 significativamente la invasion y la
formacion de cordones endoteliales sobre Matrigel. La accion antiangiogénica de nafoxidina
podria asociarse a acciones indirectas, mediadas a través del aumento del TIMP-1, como
también a efectos directos del antiestrogeno sobre las células HUVEC. Los cotratamientos
in vitro con nafoxidina y el éster de forbol PMA indicaron que la accién antiangiogénica
podria estar relacionada con la inhibicion de vias de sefializacion intracelular dependientes de
la proteina quinasa C. El cotratamiento con el inhibidor de fosfodiesterasas IBMX y el
derivado de cAMP dbcAMP sugirieron la participacion de multiples vias de sefiales en la
accion antiangiogénica de nafoxidina. Otros ensayos in vitro con el inhibidor de fosfolipasa
D n-butanol, el ionésforo A23187 y el bloqueante de canales de calcio verapamilo indicaron
la importancia de estas vias de sefiales en la formacion de capilares endoteliales. Finalmente,
se exploraron in vivo los efectos de nafoxidina y TIMP-1, empleando un modelo singénico
de carcinoma mamario en ratones BALB/c y un melanoma murino inoculado en hidridos
C57BL/6j-CBA transgénicos que sobrexpresan TIMP-1 humano en higado y lo vuelcan a Ia
circulacion. Los datos obtenidos en animales ratifican la complejidad de los mecanismos
regulatorios que operan in vivo durante la vascularizacion tumoral y diseminacion
metastasica. Este trabajo aporta elementos utiles para el futuro disefio de ensayos clinicos
con nuevos agentes antiangiogénicos para el tratamiento del cancer.

PALABRAS CLAVE. Angiogénesis, metastasis, TIMP-1, antiestrogenos, sefializacién



ABSTRACT. Antiangiogenic therapies use molecular strategies to block tumor
neovascularization and arrest neoplasic progression. Endothelial cells respond to estrogenic
stimulation. Angiogenesis involves endothelial cell proliferation and extracellular matrix
remodeling, in which take part metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TIMPs). In
this present study it was investigated the potential antiangiogenic mechanisms of the
antiestrogen nafoxidine and the intrincate role of TIMP-1 in vascularization and tumor
progression. It was found that teatment in vitro with non citotoxic doses on human umbilical
vein 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 TIMP-1 secretion. Invasion and endothelial tube
formation on Matrigel were inhibited. Antiangiogenic effect of nafoxidine could be associate
with indirect actions, mediated by TIMP-1 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 IBMX and cAMP
derivative dbcAMP suggested the involvement of multiple signalling pathways. Other in
vitro assays with phospholipase D inhibitor n-butanol, ionosphore A23187 and L-type Ca*
channels blocker verapamil indicated that their pathways are important in endothelial tube
formation. Finally, it was investigated the in vivo effects of nafoxidine and TIMP-1, using a
murine mammary carcinoma in BALB/c mice and a murine melanoma inoculated in hybrid
C57BL/6j-CBA transgenic mice that overexpress human TIMP-1 in liver and overturn it at
circulation. The results in animals ratify the complexity of regulating mechanisms that act in
vivo during tumor vascularization and metastatic dissemination. The present study supplies
useful elements to future clinic trials designs with new antiangiogenic agents for cancer

treatment.

KEY WORDS. Angiogenesis, metastasis, TIMP-1, antiestrogens, cell signalling



OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la accion del antiestrégeno nafoxidina sobre la
angiogénesis in vitro en el modelo de células endoteliales humanas de
vena umbilical (HUVEC). Estudiar el efecto de la droga sobre la
proliferacion de las células endoteliales, los procesos de adhesion y
spreading y la protéolisis endotelial. Ademas, evaluar como afecta la
nafoxidina la migracion e invasién celular y valorar la capacidad
antiangiogénica de la nafoxidina en ensayos de angiogénesis in vitro que

evaluan la formacion de tibulos endoteliales.

e Caracterizar mecanismos antiangiogénicos in vitro desencadenados
por el antiestrégeno nafoxidina y el inhibidor proteisico TIMP-1.
Identificar vias de sefializacion involucradas en el proceso. Valorar el
efecto del TIMP-1 sobre el crecimiento, adhesion e invasion de células

endoteliales.

e Estudiar la modulacién de la angiogénesis in vivo. Probar el efecto
de la nafoxidina 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
neovascularizacion del melanoma B16 en ratones transgénicos que

sobrexpresan TIMP-1 humano circulante.



PARTE I

INTRODUCCION




Capitulo I:

Angiogénesis normal y patologica




La analogia descripta por Leonardo da Vinci en el afio 1508 entre la
botanica y la biologia vascular se encuentra en su obra “Anatomia del hombre: el
sistema cardiovascular”. Fue uno de los primeros en describir en detalle el
sistema cardiovascular y proponia que los vasos sanguineos se desarrollaban
como un arbol a partir de una semilla (el corazon) mediante el brote de raices (la
malla capilar del higado) y un tronco con ramas grandes (la aorta y las arterias).
La analogia es valida, aunque los brotes del arbol vascular se conforman en
realidad durante el desarrollo embrionario, incluso antes de que el corazon
comience a latir (Risau, 1997).

También los estudios de Malphigi realizados sobre la separacion de la
sangre de los tejidos aportd la idea de la existencia de una red de vasos
sanguineos. En 1628, William Harvey describié por primera vez la circulacion
sanguinea. En los 1800s von Reckingausen establecié que las venas no eran
meramente finos tuneles rodeados por tejidos sino que estaban rellenos por
células. Starling en 1896 propuso la ley de intercambio capilar y con eso se
solidifico la idea que el endotelio es una barrera fisica selectiva pero estética.

El endotelio fue considerado durante mucho tiempo un elemento casi
inerte, encargado de una funcién meramente estructural revistiendo la superficie
interna del arbol vascular. Los experimentos de microscopia electronica de la
pared de las venas realizados por Palade en 1953 y los estudios fisioldgicos de
Gowan en 1959 describiendo la interaccion entre los leucocitos y el endotelio
llevaron junto a numerosos trabajos a la idea actual que el endotelio es un 6rgano
dinamico, heterogéneo y diseminado con funciones vitales secretorias, sintéticas,
metabdlicas e inmunolodgicas. Se comprobd que las células endoteliales eran muy
dinamicas y que poseian la capacidad de adaptarse respondiendo a los
requerimientos del microambiente tisular (Cines er al., 1998). En los ultimos
afios, los avances en materia de biologia vascular han revolucionado Ila
concepcion de la patogenia de muchas enfermedades, incluyendo al cancer, y esta

revolucion comienza a insinuarse en la practica médica.



La formaciéon de nuevas estructuras vasculares a partir de un lecho
vascular existente -conocida como angiogénesis- es un proceso complejo que
comprende la proliferacion de las células endoteliales, la digestion proteolitica de
las matrices tisulares, la migracion de las células endoteliales y la diferenciacion
en capilares funcionales. En condiciones normales, ocurre solamente durante el
desarrollo embrionario, el ciclo reproductivo femenino, la inflamacién crénica y
la reparacion de heridas. Normalmente, la angiogénesis esta altamente regulada,
se activa por periodos cortos (dias) y luego se inhibe completamente. En
condiciones patologicas, como en el crecimiento maligno, la aterosclerosis y la
retinopatia diabética se observa una angiogénesis persistente debida al desbalance
entre las sefiales regulatorias positivas y negativas que controlan el proceso
(Malonne et al., 1999).

Existen al menos dos procesos para el desarrollo de arbol vascular. En la
vasculogénesis una red primaria vascular es establecida durante la embriogénesis
por la diferenciacion 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 embrién como en el aduito,
proyectan brotes capilares para producir nuevos vasos. Los capilares sanguineos
consisten en células endoteliales y pericitos. Estos dos tipos celulares tienen la
informacion genética para formar tibulos, ramas y la mayoria de las redes
capilares. Generalmente, los capilares no aumentan de tamafio ni nimero, porque
las células endoteliales que recubren los delgados tubos no se dividen.
Ocasionalmente, durante la menstruacién o cuando un tejido es dafiado, los vasos
comienzan a crecer rapidamente. El proceso de angiogénesis o
neovascularizacion es tipicamente de vida corta y se termina después de una o
dos semanas. El recambio de células endoteliales dura miles de dias, mientras
que durante el proceso de proliferacion rapida el recambio es de 5 dias (Folkman
& Shing, 1992).

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

C——M contacto entre
! | ECyP
pericitos (P)

rodeando al endotelio 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 estimulos (Figura 1.2).




proyecciones celulares

Figura 1.2. Inicio del proceso de brotacién vascular

El continuo crecimiento capilar en forma de brotes depende de varios
procesos: el estimulo 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 division de las células endoteliales
para proveer la cantidad necesaria de células, éstas se ubican al costado del frente
de brotacion. En la cercania de la linea de brotacion 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
EC migrando g)
divisién
degradacion de deles BC
la membrana bas

Figura 1.3. Crecimiento capilar a partir del frente de brotacion
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Las células endoteliales recubren los vasos sanguineos en todos los
organos y regulan el flujo de los nutrientes, de diversas moléculas biolégicamente
activas y de las mismas células sanguineas. El endotelio desempefia un rol
importante en la regulacion del flujo sanguineo. En parte, esto resulta de la
capacidad de las células endoteliales quiescentes de generar una superficie
antitrombotica activa que facilita el transito del plasma y de los constituyentes
celulares a través de la vasculatura. Perturbaciones, como las que ocurren en los
sitios de inflamacion interrumpen estas actividades e inducen a las células
endoteliales a crear un microambiente protrombético y antifibrinolitico. El
endotelio cumple un rol fundamental en el proceso de coagulacion, regulando la
homeostasia y la trombosis. Los factores almacenados y secretados por las
células endoteliales afectan la funcidon de las plaquetas, también se producen
factores que influencian en el estado fibrinolitico de la vasculatura y sustancias
vasomotoras.

El flujo sanguineo es también regulado, en parte, por la secreciéon e
incorporaciéon de sustancias vasoactivas del endotelio que actian de manera
paracrina para la constriccion y dilatacion especifica de lechos vasculares en

respuesta a estimulos como una endotoxina.

La angiogénesis en el embrion y en la vida adulta

En el embrion en desarrollo, los vasos sanguineos primitivos y los
primeros plexos vasculares se generan en ¢l mesodermo, 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 aparicion de las primeras células
hematopoyéticas. Otro factor de crecimiento, el VEGF (vascular endothelial
growth factor), es uno de los mas 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
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saco vitelino y en el propio embriéon. 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 formacion de vasos sanguineos puede seguir dos
mecanismos celulares diferentes, por gemacion (formaciéon de pequeiios brotes
que se ramifican) o por fision (segmentacion transcapilar de vasos preexistentes).
La gemacion de vasos sanguineos es caracteristica de la angiogénesis mas
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 adaptacion. La
remodelacion y maduracion del arbol 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 ttiles. Ademas,
el TGF-B (transforming growth factor-f§) es muy importante para un apropiado
desarrollo del sistema vascular embrionario y para su mantenimiento durante la
vida adulta. La pérdida de la expresion de TGF-B es responsable de la aparicion
de telangiectasias, una malformacion asociada a ciertos defectos en la
maduracion y remodelacion vasculares. Otro factor de crecimiento, el PDGF
(platelet-derived growth factor), se relaciona también con la maduracién y la

respuesta adaptativa del arbol vascular.

Tablal.l. Principales factores de crecimiento que estimulan la angiogénesis

Nombre del factor Sigla
Factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF
Factor de crecimiento fibroblastico basico bFGF
Factor de crecimiento derivado de plaquetas PDGF
Factor de crecimiento transformador beta TGF-B
Factor de crecimiento hepatocitario HGF

Factor de crecimiento epidérmico EGF
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El 4rbol vascular no se comporta como una estructura estatica en el
organismo adulto, ain en condiciones normales. Varios procesos fisioldgicos
involucran una activa remodelacion vascular controlada, como ocurre en el ciclo
sexual femenino. Otros procesos adaptativos se desarrollan en paralelo con la
angiogénesis, como es el caso de la cicatrizacion de heridas. Si bien los
mecanismos intimos no estan 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 proteinas
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

sanguineos.

cancer

complicaciones

artritis reumatoidea del SIDA

Excesiva

ceguera psoriasis
ANGIOGENESIS
golpes infertilidad
enfermedades b Al
cardfacas tilceras

Figura 1.4. Procesos fisiologicos en los cuales existe una angiogénesis anormal
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Invasion tumoral y neoangiogénesis

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 investigacion en cancer e involucra un profundo
significado de gran relevancia clinica. Las células neoplasicas 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, asentandose
finalmente en un sitio distante para dar origen a un foco metastasico. Todo este
fendmeno se inicia cuando las células cancerosas infiltran los tejidos adyacentes
y luego penetran en las cavidades corporales o en la circulacion.

Durante las fases mas tempranas del proceso de invasion y metastasis se
produce la neoangiogénesis, que implica el desarrollo y organizacion de nuevas
estructuras vasculares sobre la masa tumoral primaria y posibilita la nutricion y el
crecimiento de las células malignas. Luego las células cancerosas se adhieren a
las paredes de los nuevos vasos sanguineos y la liberacion de enzimas con accién
proteolitica facilita la destruccion de las matrices tisulares y el acceso a la
corriente circulatoria. Las células tumorales son entonces transportadas
pasivamente hacia los sitios secundarios de implantaciéon, donde se detienen,
extravasan y comienzan otra vez su proliferacion. La naturaleza secuencial del
proceso -donde un primer evento genera otro y éste, a su vez, otros mas- origind
la idea de un fenémeno “en cascada”.

La interaccion 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 fenémeno de importancia decisiva en el proceso de
invasion y metastasis. El potencial invasivo y metastisico de un cancer se
relaciona muy estrechamente con la habilidad de las células tumorales de
producir y/o concentrar en su entorno grandes cantidades de enzimas liticas, que
acarrean la remodelacion de las matrices intersticiales y permiten la migracion
celular. La invasion tumoral primaria es considerada la etapa inicial del proceso

metastasico, corresponde a la migracién de las células tumorales desde el lugar



de origen hasta alcanzar los vasos. La invasion secundaria, en cambio, alude a la
extravasacion de las células tumorales y la formacion del nicleo metastasico. En
ambas circunstancias, la invasion 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
difusion de los nutrientes. Durante esta etapa los tumores son habitualmente de
tamafio muy pequefio y la poblacion celular es limitada. La expansién posterior
de la poblacion tumoral depende de la aparicion de vasos sanguineos que
permitan la llegada de la circulacién. De tal forma que la fase vascular es seguida
por un rapido crecimiento y, eventualmente, por el desarrollo de metastasis a
distancia. Se considera que el proceso de neovascularizacién tumoral es producto
de un equilibrio entre la elaboracion de varios polipéptidos con accién
angiogénica por parte de células normales y tumorales (Folkman, 1995a y b).
Ademas, la matriz proteica extracelular perteneciente al estroma tumoral puede
contribuir a este fendmeno mediante el secuestro de polipéptidos angiogénicos o
actuando como un sustrato favorable para el anclaje de las células endoteliales en
crecimiento. Esta vision 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, explicaria con bastante fidelidad los atributos
biol6gicos mas caracteristicos del fendmeno de neovascularizaciéon (Alonso et al.,
1998a).

Al igual que muchas células normales embrionarias o adultas, las células
endoteliales realizan fenémenos activos de remodelacion de las matrices tisulares
para crear nuevos vasos sanguineos. Esta remodelacion suele acompafiar a
aquella que efectuan las propias células cancerosas durante la invasion tumoral
primaria e intravasacion. Los nuevos capilares en proliferacion tienen membranas
basales fragmentadas y son porosos, lo que permite la penetracion de las células

tumorales con mas facilidad que en los vasos maduros. El comportamiento
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quimiotactico invasor de las células endoteliales en las asas capilares resulta
facilitado por la liberacion 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
deposito de fibrina dentro y alrededor de la masa neoplasica en crecimiento. En
este sentido, se conoce que la fibrina puede actuar como un sustrato mas para la
adhesion celular, sirviendo como una matriz provisoria que sustenta y estimula la

migracion y proliferacion de las células endoteliales (Alonso et al., 1998b).

Angiogénesis en otras enfermedades

Factores angiogénicos similares a los involucrados en la angiogénesis
tumoral actian en las enfermedades pro-angiogénicas no neoplasicas, aunque su
regulacion puede ser distinta. En estas enfermedades el recambio vascular puede
ser mas lento. El potencial tiempo de duplicacion de los capilares del endotelio es
del rango de miles de dias y en el caso del cancer llega a ser de 2 a 13 dias.

Entre las enfermedades pro-angiogénicas se encuentran: la psoriasis, las
ulceras duodenales peptidicas y gastricas, la aterosclerosis, la artritis
reumatoidea, la formacion de vasos sanguineos colaterales, enfermedades en el
desarrollo, el angiofibroma, la retinopatia diabética, los hemangiomas infantiles y
el tracoma.

En todas estas enfermedades, los tratamientos apuntan a salvar el
desbalance ocurrido en la regulacion de la angiogénesis y asi poder obtener
terapias alternativas.

El estudio de los diversos mecanismos de regulacion del sistema vascular
en el organismo favorecera a esclarecer la formacion de nueva vasculatura. El
desarrollo de la nueva vasculatura en el embrion sirve como un paradigma para
concentrar las nuevas estrategias de la terapéutica vascular para enfermedades

pro-angiogénicas neopldsicas y no neoplasicas.



Capitulo II:
Mecanismos celulares y moleculares implicados

en la angiogénesis
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La diferenciacion del endotelio y 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, fibrinolisis y coagulacién, intercambio sanguineo de los tejidos,
regulacion de la vasotonicidad, vascularizacion de los tejidos normales y
neoplasicos y activacion y migracion de las células de la sangre durante los
procesos fisioldgicos y patologicos.

El sistema vascular se forma mediante los procesos de vasculogénesis y
angiogénesis. Los mismos estan regulados por diversos mecanismos que
involucran un gran nimero de moléculas que actian positiva 0 negativamente
tanto sobre la comunicacion entre la vasculatura creciente y el parénquima
vecino, como sobre la interaccion entre las células y la pared vascular.

Para estudiar las bases determinantes del fenotipo endotelial y su
modulacion en respuesta a las diferentes sefiales, es necesario comprender que la
recepcion, la transduccion y el procesamiento de una sefial dependen del estado
que la célula endotelial blanco tenga en el organo o tejido al que pertenece

(Risau, 1995).

e QOrigen del endotelio vascular

En el embrién, el primer sistema en desarrollarse es el cardiovascular. En
la gastrulacién el epitelio embrionario se invagina por la linea primitiva. Las
células del mesodermo son inducidas y migran fuera a través de las membranas
extraembrionarias y del propio embrién.

El tejido vascular y el hematopoyético en los comienzos de la formacion
de las islas sanguineas en el embrién 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 sanguineas se desarrollaran. 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 atun no ha adquirido los marcadores caracteristicos y no ha formado un
lumen. Se han identificado angioblastos también en el adulto. En la
vasculogénesis, los angioblastos se asocian para formar los tubulos sanguineos
tempranos. Luego, la fusién de las islas sanguineas y la formacién 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 endodermo es el estimulo inicial para la formacion de los angioblastos.
En el embrién, los primeros angioblastos llegan desde la placa mesodermal
lateral y el creciente cardiaco, algunas células migran al cerebro en formacion y
otras se ensamblan en el endocardio del tabulo temprano del corazén (Srivastava
et al., 2000). Otros angioblastos forman un plexo de células endoteliales en la
base del tubulo primitivo del corazén que se ensamblan en las venas vitelinas. La
vasculatura de las visceras estd 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 codomiz y pollo sirvieron para elaborar la
hipétesis que el endodermo induce vasculogénesis y que tanto el endodermo
como el ectodermo sostienen la angiogénesis. Los tejidos vascularizados por
vasculogénesis son generalmente de origen endodermal, como ser: pulmén,
pancreas, bazo, el tubulo del corazdén y la aorta dorsal. Los tejidos de origen
mesodermal y ectodermal como los rifiones y el cerebro serian vascularizados
originalmente por angiogénesis. Existe una controversia sobre la vascularizacion
de la retina, dado que es una extension del cerebro, se esperaria 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
proteinas Id1 e Id3 en la neurogénesis, la angiogénesis y la vascularizacion de
tumores xenografos. Las proteinas Id pertenecen a una familia de cuatro proteinas
relacionadas, que estan implicadas en el control de la diferenciacion y la
progresion del ciclo celular en diversos organismos, desde las moscas hasta el
hombre. Estas proteinas desarrollan este control directamente evitando, mediante
interacciones fisicas la adecuada interaccion entre los factores de transcripcion y
el DNA. Los principales blancos de las proteinas Id son los factores de
transcripcion de la forma hélice basica-loop-hélice (bHLH) que regulan la
expresion de genes especifica de tipo celular y la expresion de genes regulatorios
del ciclo celular. La angiogénesis producida en el embrién, particularmente en el
cerebro, y la angiogénesis tumoral involucran sefiales via receptores especificos
que podrian involucrar a las proteinas bHLH. Por otra parte, encontraron que las
proteinas Id1 e Id3 estan expresadas en las células endoteliales del cerebro y que
las Id1, Id2 e Id3 estan en las células endoteliales del resto del embrion en el
desarrollo. Los autores demostraron que las proteinas Id1 e Id3 son requeridas
para mantener el tiempo de diferenciacion neuronal y la correcta angiogénesis en
el neuroectodermo durante el desarrollo del embrién de ratén. Si se reduce el
dosaje de proteinas Id se producen serios defectos angiogénicos en el ratén adulto

que bloquean la vascularizacion, crecimiento y metastasis de tumores xendgrafos.

e Maduracion de los endotelios

Tras el inicio de la circulacidon, los plexos capilares primarios se
remodelan muchas veces hasta que se forme un sistema vascular maduro con
venas de diferentes didmetros y funciones. La proliferacion de las células
endoteliales es elevada durante el desarrollo embrionario y postnatal, y va
cesando hasta ser muy lenta en el adulto. La direccion del flujo sanguineo 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 relacion a la diferenciacion del musculo liso y la formacion de la lamina
elastica interna.

El endotelio de las venas largas difiere en varios aspectos del endotelio
microvascular. Entre otros, en la formacion de una monocapa empedrada
caracteristica tanto in vitro como in vivo, en el control de la vasoconstriccion y la
vasodilatacion, la presion sanguinea y otros parametros fisioldgicos. En contraste
con el endotelio microvascular, el endotelio de venas largas no se encuentra
involucrado en los procesos de neovascularizacion o el intercambio de oxigeno y
nutrientes entre la sangre y los tejidos. Las células del musculo liso de las venas
largas y los pericitos 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 B de
la superficie de las células precursoras del musculo liso y se inicia la migracién
de estas células hacia el endotelio durante el proceso de angiogénesis. Una vez
que las células precursoras son reclutadas, se induce la diferenciacion mediante la
via del TGF-B. Luego, las células endoteliales forman el lumen y las células del
musculo liso diferenciadas migran rodeando los vasos para establecer la
vasculatura madura mediante los receptores de la esfingosina-1-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 pequeiias.

Existen evidencias que las células endoteliales son flexibles con respecto a
su capacidad proliferativa y al potencial de diferenciacion. Durante la
maduracion del sistema vascular de un organismo, la regresion involucra la
muerte inducida y programada de las células endoteliales y se considera que la
apoptosis es otro programa de diferenciacion del endotelio.

En un adulto normal, el endotelio metabdlicamente activo, se considera
que estd quiescente porque el recambio de esas células es muy lento. Se
denomina que estd activado cuando es proliferativo y expresa ciertas moléculas
de adhesion que lo hacen adhesivo para las células sanguineas (Frenette et al.,

1996). En estas dos condiciones las células endoteliales quiescentes necesitan de
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seflales externas. Se ha demostrado que la expresion del VEGF y de sus
receptores correlacionaba con la proliferacion de las células endoteliales.
Morfolégicamente el endotelio microvascular en un organismo adulto
puede ser dividido en diferentes fenotipos: continuo, fenestrado y discontinuo. El
endotelio fenestrado y el linfitico pueden ser incluidos en el endotelio
discontinuo. Las diferentes caracteristicas de cada uno correlacionan con las
permeabilidades vasculares y reflejan los diversos caminos para la diferenciacion

de las células endoteliales.

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

Regulacion vascular: factores moleculares que intervienen

Los mecanismos que controlan normalmente en forma precisa el proceso
de angiogénesis mantienen el fino balance entre las sefiales 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 de permeabilidad vascular (VPF)
e VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
Factores de crecimiento fibroblastico (FGF)

e FGF-1 (acidico, aFGF), FGF-2 (basico, bFGF), FGF-3 (int-2), FGF-4 (FGF del sarcoma
de Kaposi, kFGF, hst), FGF-5, FGF-6, FGF-7 (factor de crecimiento de queratinocitos,
KGF), FGF-8 (factor de crecimiento inducido por andrégenos, AIGF), FGF-9 (factor
activador de la glia, GAF)
Factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a)

Factor de crecimiento transformador- B (TGF-3)
Factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
Factor de crecimiento hepatocitario (HGF)
Interleuquina- 8
e Otras proteinas y péptidos

Factor de crecimiento transformador- o (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

e  Otros factores

Lactato, Fragmento de hialurén, Prostaglandinas El y E2, hormona leptina (Sierra-
Honigmann ez al., 1998)

Tabla 2.2. Factores antiangiogénicos naturales

Inhibidores tisulares de las metalloproteinasas de matriz
e TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3

Angiostatina y Endostatina

Interferon a,By y

Interleuquina- 1 y Interleuquina- 12

Proteina relacionada a la proliferina, Fragmento de 16 kDa de la prolactina, Proteina
relacionada a la proliferina placentaria
Trombospondina- 1

2- metoxiestradiol, Acido retinoico
Factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a) a altas concentraciones

Receptor soluble del bFGF
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Para poder analizar la regulacion 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 estan los factores
que actian directamente sobre las células endoteliales y estimulan su mitosis o su
locomocién, y por otro lado existen factores que actian indirectamente,
movilizando a otras células (por ejemplo, macréfagos) para que liberen factores
de crecimiento endotelial (Folkman & Klagsbrun, 1987)

Es necesario estudiar las principales caracteristicas de los factores mas
comprometidos en la regulacion 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. Ademds, conociendo las bases de la
biologia vascular se pueden analizar posibles blancos moleculares para combatir
a las enfermedades angiogénicas neoplasicas, como el cancer, u otras no

neoplasicas.
Factor de crecimiento fibroblastico tipo basico (bFGF)

A pesar que muchos trabajos reportaron al bFGF como un potente
estimulador de la angiogénesis en varios ensayos in vitro € 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 liberacion de acido araquidonico y la formacion de eicosanoides
(Dethlefsen et al., 1994). Algunos autores han reportado que el bFGF podria
estar involucrado en los procesos de induccion que permiten que las células
mesodérmicas ventrales del embrion se conviertan en hemangioblastos. Se ha
observado que ratones deficientes en bFGF no manifiestan anormalidades en el
desarrollo, pero aun 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 peptidicos que actian 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 especificos del endotelio vascular incluye los cinco miembros de la
familia de los VEGF, los cuatro de la familia de los angiopoietinas y al menos
uno de la gran familia de las ephrins (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)

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 mitégeno y quimoatractante para las células
endoteliales, sus receptores se encuentran principalmente expresados en el
endotelio y poseen la actividad de tirosina quinasa; ademads, en su mecanismo de

induccién de la angiogénesis estan involucrada la familia de las Src quinasas




(Eliceiri et al., 1999). El VEGF es secretado por las células mesenquimaéticas y
estromales, y el par receptor-ligando muestra un coordinado patron de expresion
durante el desarrollo. En la mayoria de los 6rganos en desarrollo, la vasculatura
naciente se tifie positivamente para los receptores de VEGF, mientras que las
cél‘ulas 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 mitégeno especifico
para las células del endotelio vascular derivadas de las venas pequefias y grandes,
y se demostr6 que era angiogénico mediante varios ensayos de angiogénesis in
vivo. El estudio del cDNA revel6 que este factor tiene una homologia 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 proteina
relacionada al VEGF (VRP), y el factor de crecimiento de la placenta. Estos
cuatro genes relacionados al VEGF generan dimeros glicosilados que son
secretados después de ser clivado su péptido sefial. Ellos contienen ocho residuos
de cisteinas que estan 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 ademas se los ha
encontrado en células que no poseen un origen endotelial como: las células
endoteliales de la retina y las del foliculo dérmico del pelo. También se ha
encontrado la distribucion del VEGF y de sus sitios de pegado durante el
crecimiento ciclico del cuerpo luteo, lo cual sugiere que estarian regulados por
los niveles hormonales (Ortéga N. et al., 1999).

Se han identificado dos receptores tirosina-quinasa para el VEGF. El fms-
like-tyrosine kinase Flt-1, o también VEGFRI y el region de dominio quinasa
KDR, o también llamado VEGFR2, o su quinasa 1 homoéloga de higado fetal
murino Flk-1. Todos estos receptores pegan con alta afinidad el VEGF, poseen
siete dominios similares a inmunoglobulinas en el dominio extracelular, una

unica region transmembrana y una secuencia consenso tirosina quinasa que es
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interrumpida por la insercion del dominio quinasa (Merenmies et al., 1997). Otro
miembro de la familia de receptores es el Flt-4 o VEGFR3, cuya expresion esta
restringida en adultos a las células endoteliales linfaticas, lo cual indica que
desempeiiaria un rol importante en la linfoangiogénesis. Se ha identificado a la
Neuropilina-1 como un receptor de VEGF. Esta proteina modularia la interaccion
del VEGF con el VEGFR2, la actividad mitogénica del VEGF y seria una guia
para las células endoteliales (Soker et al., 1998; Roush, 1998).

Es interesante destacar que en el afio 1996 se ha demostrado la existencia
de una forma natural soluble del receptor VEGFR1 (sVEGFR-1). Este receptor
no es generado por protéolisis en la superficie celular, sino que es una variante de
splicing alternativo que posee solamente la parte C- terminal del VEGFRI. La
primera purificacion de esta molécula se ha obtenido de medios condicionados de
HUVEC y se encontrd que se pegaba a la heparina unida a sefarosa y al VEGF
con alta afinidad. El sVEGFR-1 purificado es capaz de formar heterodimeros con
VEGFR2 recombinante, en presencia o ausencia de VEGF. Se lo ha identificado
también en ratdn y, si bien no se conoce aun el rol fisioldgico de este receptor, se
cree que la conservacion del patron de splicing durante la evolucion hizo que el
sVEGFR-1 incluyera inicamente el C-terminal porque seria la parte responsable
de la actividad biol6gica (Homing & Weich, 1999).

Se ha demostrado que el mismo VEGF seria el principal factor secretado
por las células tumorales capaz de aumentar la expresion de los receptores Flt-1

(VEGFRI1) y la variante soluble en las células endoteliales (Barleon et al., 1997).

Familia de receptores Tie y ephrins

Los receptores Tie comprenden la segunda clase de receptores tirosina
quinasa, ademas de los de VEGF, que son especificos del endotelio vascular. El
mRNA del tie-1 se ha detectado en los angioblastos del mesénquima de la cabeza
en embriones de raton de ocho semanas y media, en las células endoteliales de la
aorta dorsal y en las islas sanguineas del saco. Su expresion en el endotelio

vascular continda durante la embriogénesis y en el adulto la expresion se limita a
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los capilares de los tabiques del pulmén. Estudios realizados en animales
deficiente en Tie-1 sugieren que el Tie-1 es importante para la diferenciacion de
las células endoteliales y el establecimiento de la integridad de las venas. Los
embriones sin Tie-1 mueren perinatalmente debido a dificultades en la
respiracion y al desarrollo de hemorragias internas y edemas.

El receptor Tie-2 (también llamado Tek) es el segundo miembro de la
familia. Se detect6 primero en la vasculatura del embrion de raton 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 sanguineas
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 corazon adulto.

Los ligandos para Tie-2 se denominan angiopoietinas. La angiopoietina —1
es un ligando activador que promueve la fosforilacion del receptor en tirosina.
Existe también un ligando inhibitorio, angiopoietina-2, que aparentemente
antagoniza la accion de la angiopoietina-1. La angiopoietina-1 es la primera en
expresarse, entre la semana nueve y la once, prominentemente en el miocardio
del corazén rodeando al endocardio. Mas tarde en el desarrollo el transcripto se
encuentra ampliamente diseminado en el embrion, 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-B2 y su receptor EphB4 demostraron que los ratones sufrian
defectos fatales en los procesos tempranos de remodelaciéon angiogénica
(Yancopoulos et al., 1998). Por otra parte, se ha encontrado que los brotes
angiogénicos en adultos y en los tumores involucraban una re- expresion de la

ephrin- B2 como marcador arterial (Yancopoulos ef al., 2000).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
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La familia del factor PDGF consiste en homodimeros (PDGF-AA o BB) y
heterodimeros (PDGF-AB) compuestos del ensamblaje de las dos cadenas A y B.
Se forman dimeros de los subtipos 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 aa
pueden pegar las tres isoformas de PDGF (AA, AB, BB), el heterodimérico af
puede pegar AB o BB, y el otro receptor dimérico B puede pegar solo el PDGF-
BB.

El PDGF cumpliria dos funciones en la formacién de las venas: el reclutamiento
paracrino de las células murales precursoras de las venas y la estimulacion
autocrina de las células endoteliales.

Se han realizado experimentos utilizando modelos in vitro de desarrollo de vasos
y se encontrdo que el PDGF-BB secretado por las células endoteliales puede
aglutinar y estimular la proliferacion de las células de musculo liso y otras células
mesenquimaticas. Todos los resultados sugieren que una vez que las células
mesenquimaticas son reclutadas para formar las venas, la expresion del PDGF
deberia ser suprimida para que las células puedan diferenciarse en células

murales.

Factor de crecimiento transformador- (TGF-f)

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 betaglicano) que es un
proteoglicano de 300 kDa con un corazén proteico de 120 kDa. El TGF-B
interviene en el crecimiento vascular y en su funcionamiento, en la inhibicion del
crecimiento de las células endoteliales, de las del muasculo liso, en su migracién y
en la alteracién de la acumulacién de matriz extracelular depositada por las
células endoteliales. Este factor regula la expresion de integrinas y la matriz de

soporte, con lo cual se observé que embriones con alteraciones en la expresion de
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este factor sufrian defectos en el desarrollo incluyendo contactos incompletos
entre las células endoteliales y las del mesotelio, dando estructuras capilares
distendidas. Los efectos estimuladores del TGF-P en la angiogénesis in vivo son
controvertidos porque en determinadas circunstancias es un potente inhibidor de

la proliferacion de las células endoteliales (Sankar et al., 1996).

Factores del sistema hemostdtico

El factor tisular (TF), un receptor de alta afinidad y cofactor para el factor
VII/VIla, es el principal iniciador de la coagulacion asociado a células. La
ausencia de TF lleva a la muerte del embrion entre las 9 semanas y media y las
diez semanas y media. El fenotipo de los embriones nulos para TF manifesto
similitudes a las observadas en los animales deficientes de Tie-
2receptor/angiopoietina-1, se observé una pérdida notable de la remodelacién
vascular. Un rol posible para el TF seria la regulacion del crecimiento vascular.

El factor V de la coagulacion ha sido implicado en la vasculogénesis. El
50 % de ratones deficientes en factor V mueren en el atero 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 generacion de trombina dependiente del factor V y la accion del
receptor de trombina serian 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 o del HGF genera los
fragmentos antiangiogénicos NKI1, NK2 y NK4 que suprime la migracién
endotelial inducida por el HGF y elimina la angiogénesis inducida por el HGF en
cornea de ratas.

El factor de plaquetas 4 (PF4) se pega a los glicosaminoglicanos tipo
heparina de las células endoteliales y bloquean su disposicion inhibiendo la

angiogénesis.
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Por otra parte, la regulacion de la activacion del plasmin6geno es critica
para la formacion de un coagulo estable seguida de la digestion controlada de la
fibrina. Limitando la generacién de la plasmina dentro del codgulo, el PAI-I
derivado de las plaquetas suprime la angiogénesis. Ademas, la a2- antiplasmina y
la a2- macroglobulina pueden regular negativamente la angiogénesis.

Existen numerosas moléculas dentro de la cascada de coagulacion que
poseen actividad antiangiogénica, entre otras el dominio 5 de alto peso molecular
del kininégeno (HMWK), los fragmentos 1 y 2 de la protrombina y la
antitrombina AT-III (Browder et al., 2000).

Trombospondina - 1

La trombospondina (TSP) pertenece a una familia de cinco proteinas
relacionadas y es una glicoproteina 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 ain motivo de controversias, se ha
demostrado que estimula la adhesion de las células endoteliales y la migracion in
vivo, y también se ha reportado que en otras circunstancias la TSP y su fragmento
de 140 kDa inhiben la proliferacion y la migracion inducida por el bFGF en las
células endoteliales mediante la interaccion directa entre la TSP y el bFGF

(Taraboletti et al., 1997).

La integrina o, b3

La integrina a, B3 es un receptor para una amplia variedad de ligandos de
la matriz extracelular incluyendo la vitronectina, la fibronectina, el fibrindgeno,

la trombospondina, el colageno proteolisado y la osteopontina.



33

Las células endoteliales activadas o proliferativas expresan altos niveles de
la integrina o, B3 y la funcién de la misma seria la formacion y mantencion de las
nuevas venas formadas. Se ha observado que los cambios en la interaccion
celular debidos al bloqueo de dicha integrina, conducen a la apoptosis y a la
eliminacion de la angiogénesis. Las fallas en la ligacion de la integrina o, B3 con
los componentes de la matriz extracelular influencian en la adhesion, migracion y
por ultimo en la sobrevida celular (Isner & Asahara, 1998). Existen varios
protocolos preclinicos y clinicos que; utilizando anticuerpos, péptidos o
compuestos organicos, apuntan a evaluar nuevas terapias que inhiban la
interaccion de la integrina con los ligandos naturales y asi inhiban la angiogénesis

(Elicieri & Cheresh, 1999).

Angiostatina, endostatina y péptidos guia

En ocasiones, la remocion quirirgica de un tumor primario es seguida por
un rapido desarrollo de metastasis que hasta ese momento eran inadvertidas. Se
ha demostrado que ciertos tumores experimentales elaboran un inhibidor
endégeno de la angiogénesis, denominado angiostatina. Liberado al torrente
circulatorio, este factor inhibe a distancia la vascularizacion de las
micrometastasis y, por lo tanto, su crecimiento. La extirpacion del tumor produce
una caida brusca en los niveles circulantes de angiostatina, que permitiria el
crecimiento rapido de las metastasis. Este planteo supone la existencia de
fenébmenos de regulacion de tipo hormonal entre la masa neopléasica primaria y
los focos metastasicos distantes (Alonso ef al., 1998a).

Folkman y colaboradores aportaron evidencias que indican que las
metastasis pueden permanecer en un estado de quiescencia como consecuencia de
un balance entre la proliferacion y la apoptosis tumoral, regulado delicadamente
por la angiogénesis. La desaparicion de los mecanismos endogenos de inhibicion
de la angiogénesis mediados por la angiostatina gatillaria el crecimiento de las

metastasis al disminuir la proporcién de células cancerosas que ingresan en
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apoptosis. El mismo grupo demostré 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
polipeptidico de 38 kDa escindido del plasmindgeno que puede ser el producto
de la accion de la elastasa de los macrofagos. La endostatina es un fragmento
terminal del colageno de tipo XVIII que pesa 20 kDa, este coligeno es un
componente de las paredes de los vasos sanguineos que participa en el desarrollo
embrionario. La endostatina se ha demostrado que inhibe la proliferacion
inducida por VEGF de las células endoteliales y posee actividad antitumoral
(Keshet & Ben-Sasson, 1999).

Considerando que las células endoteliales de los vasos sanguineos
intratumorales expresan proteinas que raramente se encuentran en las estructuras
vasculares normales, se estin 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 integracion de estos péptidos a la
estructura de agentes quimioterapicos como la doxorubicina, aument6 la eficacia
contra neoplasias mamarias y redujo la toxicidad sistémica. Se cree que, de esta
manera, seria 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 clinicos que
evaluen la toxicidad al ser aplicados en seres humanos y confirmen su utilidad en

pacientes con cancer.
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Regulacion de la angiogénesis en algunas enfermedades

La formacion de vasos colaterales en isquemias de los miembros o en el
miocardio, podria deberse a la sobreproduccion de VEGF. En las anormalidades
en la vascularizacion ocular se ha encontrado un incremento de la expresion del
VEGEF en la retina.

La aterosclerosis es una enfermedad progresiva en la cual se produce
acumulacion de lipidos y elementos fibrosos en las arterias largas, se caracteriza
por el reclutamiento de monocitos y linfocitos en la pared de los vasos
sanguineos. Uno de los eventos que disparan este proceso es la acumulacién de
LDL oxidado que estimula a las células endoteliales a secretar numerosas
moléculas pro- inflamatorias, moléculas de adhesion y factores de crecimiento
como el factor estimulador de colonias de macréfagos (Lusis, 2000).

La psoriasis es una enfermedad angiogénica inflamatoria. También se
encontrd una sobrexpresion del VEGF y de sus receptores. En cambio, los
queratinocitos psoridticos sintetizan grandes cantidades de IL-8 y decrece la
expresion de la trombospondina-1. La IL-8 atrae a los neutrdfilos 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 proteina G que induce la
transformacién y la tumorigénesis celular e induce el cambio a un fenotipo
angiogénico mediado por el VEGF. Este receptor es homdlogo al receptor
humano de la citoquina angiogénica interleuquina 8 y se ha reportado que
estimula la transcripcién controlada por los promotores que contienen sitios AP-
1, 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 expresion 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 utilizacion de inhibidores
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del TNF- a en ensayos clinicos y preclinicos se ha demostrado que esta molécula
es importante en la inflamacion sinovial en la artritis reumatoidea. Ademas, se ha
reportado que el VEGF esta altamente expresado en el linaje inicial sinovial y es
producido por los sinoviocitos expuestos a hipoxia y a la interleuquina 1. 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).



Capitulo III:

Los estrogenos en la biologia vascular
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Los estrégenos: quimica y funciones

Existen numerosos compuestos esteroideos como estradiol, etinilestradiol
o mestranol y no esteroideos, como el dietilestibestrol, que poseen actividad
estrogénica. Los estrogenos mas potentes que se encuentran naturalmente en el
ser humano son el 17 B-estradiol, seguido por la estrona y el estriol. Cada una de
estas moléculas es un esteroide de 18 dtomos de carbono que contiene un anillo
fendlico A (un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el carbono 3) y un
grupo B-hidroxilo o cetona en la posicion 17 del anillo D. El anillo fendlico A es
la principal caracteristica estructural responsable de la fijacién especifica y de
alta afinidad por los receptores de estrogenos. En general, mientras que las
sustituciones alquilicas sobre el anillo A alteran la unién, las sustituciones en los
anillos C o D pueden ser toleradas (Murad & Kuret, 1991).

A algunos estrogenos naturales se los ha alterado quimicamente para
hacerlos efectivos por boca y para protegerlos de la inactivacion en el higado.
Uno de los estrogenos mas potentes conocidos, el etinilestradiol, es un ejemplo
de este tipo en el cual los elementos del acetileno estian unidos al C17. Este
estrogeno y alguno de sus derivados se utilizan para la regulacion 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 (fitoestrogenos). Muchos de
estos compuestos policiclicos contienen un anillo fenélico que es similar al anillo
A de los esteroides. Uno de los primeros estrogenos no esteroideos que fueron
sintetizados fue el dietilestilbestrol. Analizando su conformacién trans, se
observa la evidente semejanza esrtructural entre el dietilestilbestrol y el estradiol.

Los esteroides estrgenos son formados finalmente a partir de la
androstenediona o de la testosterona como precursores inmediatos. Se produce la

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

sustratos.

Estr6genos de accién larga
R oM dictilestilbestrol
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Figura 3.1. Estructuras de los estrégenos de larga y corta accién. (Modificado de Clark et al. 1998)

Los ovarios son la fuente principal de estrogenos en las mujeres
premenopdusicas. El estradiol es el mas 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 acciéon de las
gonadotrofinas que elevan las concentraciones intracelulares de adenosina 3°, 5° -
monofosfato (cCAMP). El estradiol secretado es oxidado en forma reversible a
estrona y ambos estrogenos pueden ser convertidos en estriol. Estas
transformaciones y la interconversion entre estrona y estradiol se producen en el
higado.

En los hombres y en las mujeres posmenopausicas, la principal fuente de
estrogenos es el tejido adiposo y la contribucién de este tejido a la reserva de
estrogenos es regulada en parte por la disponibilidad de los precursores
androgénicos

Los estrogenos son los responsables de algunas de las modificaciones que

tienen las niflas 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 proliferacion de la mucosa vaginal, el
aumento de la secreciéon de las glandulas del cuello uterino y la turgencia
mamaria y luego una baja actividad estrogénica al final del ciclo induce la
menstruacion. Es interesante destacar que la secrecion de las hormonas foliculo
estimulante (FSH) y luteinizante (LH), tanto en la mujer como en el hombre, se
encuentran reguladas por los niveles de estrogenos. Cuando dejan de funcionar o
se extirpan los ovarios o los testiculos existe una superproduccién de FSH y LH
que son excretadas por orina.

Si bien ain no se han esclarecido por completo los efectos de los
estrogenos sobre los diversos tejidos del organismo, tanto los estrégenos como
sus receptores ERa y ERP cumplen un rol importante en las funciones
intraovaricas. Estos receptores no estin igualmente comprometidos en las
funciones de los ovarios. El ERa predomina en los componentes del estroma y la
teca, mientras que el ERP esta localizado en las células de la granulosa en los
foliculos maduros. Couse et al. (1999) han desarrollado ratones homocigotas con
la disrupcién de los dos genes de los receptores de estrogenos, denominados
oBERKO, para dilucidar las sefiales generadas por los estrogenos en el desarrollo
y funcionamiento del tracto reproductivo.

El estudio del fenotipo oBERKO indic6 que se requieren ambos
receptores para las funciones del ovario y para que el oocito sobreviva en el
adulto. La pérdida de ambos receptores resulté en una reversion sexual postnatal.
El estado degenerativo y la ausencia completa de oocitos en los foliculos
rediferenciados de los ovarios de los aPERKO coinciden con trabajos previos
que describian la reversion sexual en los ovarios de los mamiferos.

La reversion sexual ovérica obtenida en los ratones aBERKO podria ser
debida a la pérdida de factores de sobrevida para oocito y células de la granulosa,

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

en la diferenciacion testicular, como el factor de transcripcion GATA-1 (Couse et

al., 1999).



41

La angiogénesis en los aparatos reproductores

La angiogénesis tiene un rol importante en el control fisiologico del
desarrollo y funcionamiento reproductivo, interviene en la foliculogénesis, la
formacién del cuerpo luteo, el desarrollo del endometrio, la implantacion y la
placentacion, la diferenciacion testicular y el desarrollo fetal y embrionario
(Findlay, 1986).

Los 6rganos reproductivos femeninos (ovario, ttero, placenta) contienen
uno de los pocos tejidos del adulto que exhiben crecimiento periddico y
regresion. 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 rapido
crecimiento y la regresiéon de los mismos estan igualmente acompafiados por un
incremento en el flujo sanguineo. Cuando los ovarios, el utero y la placenta estan
completamente funcionales reciben el mayor flujo sanguineo de todo el
organismo. Ademas, las células endoteliales vasculares de estos tejidos exhiben
indices mitoticos iguales o mayores que los de las células endoteliales de un
tumor. Dado que los tejidos del aparato reproductor femenino son tan dinamicos,
constituyen un buen modelo para estudiar la regulaciéon de la angiogénesis
durante el proceso de crecimiento, diferenciacion y regresion en los tejidos
adultos normales (Reynolds et al., 1992).

La angiogénesis en los aparatos reproductores esta bajo el control de las
hormonas esteroides, particularmente del 17p estradiol en las hembras. Esto
implica que sea de sumo interés examinar el control hormonal de la sintesis,
secrecion y accion 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 ayudara a esclarecer

cual es el rol de la angiogénesis como factor de control en la reproduccion.
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« Vascularizacion ovarica. Desarrollo de los foliculos y el cuerpo liteo

La regulacion del crecimiento y el desarrollo de los foliculos ovaricos, asi
como la secrecion de estrogenos han sido temas de notable interés para llegar a
comprender los problemas de fertilidad. Dado que los ovarios son la principal
fuente de estrogenos en las mujeres premenopdusicas se ha intentado dilucidar
cual es el aporte de los mismos en los procesos de vascularizacién que ocurren en
los ovarios. Después de la ovulacion, las células remanentes de los foliculos rotos
forman una glandula endodcrina transiente conocida como cuerpo luteo. La
regulacion de la funciones del cuerpo luteo 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 ovaricos y el crecimiento capilar
son eventos de primordial importancia en el crecimiento y la seleccién de los
foliculos y en el subsequente desarrollo y funcion del cuerpo liteo.

El pequefio foliculo preantral no posee vasculatura especial aparte de la
propia que yace entre los vasos del estroma. Apenas aparece el antro, el foliculo
adquiere una vaina vascular en la capa de la teca que cuando se establece forma
dos redes concéntricas de vasos sanguineos en la teca interna y externa
respectivamente. Por otra parte, las arteriolas y vénulas de la red externa envian
pequeiias 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 l1a granulosa. Los capilares de los foliculos grandes estdn conformados por una
unica capa de células endoteliales. Antes de la ovulacién, 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 expansion del
plexo capilar interno de la teca interna, coincide con un periodo de ripido
crecimiento y diferenciacion del foliculo. Se produce una elevada division celular
en la membrana de la granulosa y en la teca, un crecimiento del antro folicular y

diferenciacion 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 estrogenos y péptidos (Findlay, 1986).

Tanto las células de la granulosa como las de la teca de los foliculos del
ovario son fuentes de gran actividad angiogénica, la cual parece estar bajo el
control de las gonadotrofinas. 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 estaria involucrado en el desarrollo de la angiogénesis
del cuerpo luteo y en el proceso de fertilizaciéon o implantacion (Phillips et al.,
1990). Basiandose en numerosas observaciones, se podria resumir que la
produccién de factores angiogénicos de las células de la granulosa ayudaria a
mantener la vasculatura y la viabilidad del foliculo preovulatorio. La produccion
de factores angiogénicos de las células de la teca pareceria ser independiente del
estado de desarrollo preovulatorio y del estado folicular.

Cabe destacar que el desarrollo vascular de los foliculos se acentia ain
mas después de la ovulacion, conjuntamente con el desarrollo del cuerpo luteo.
Aproximadamente el 50% de las células del cuerpo liteo maduro son células
endoteliales, y la mayoria de las células del parénquima son esteroideogénicas y
se encuentran adyacentes a uno o mas capilares. El cuerpo liteo maduro recibe la
mayor cantidad del flujo sanguineo ovérico que se correlaciona con el alto nivel
de secrecion de progesterona. Estos datos surgen de estudios realizados en
primates donde se analiz6 la relacion entre la proliferacion de las células de la
microvasculatura del cuerpo lateo y la secrecion hormonal a lo largo del ciclo
menstrual. Se ha encontrado que los niveles de proliferacion celular dentro del
cuerpo liteo varia con el tiempo de vida del mismo en el ciclo menstrual, las
.células endoteliales componen la mayor proporcion de las células proliferativas y
las células esteroideogénicamente activas no estin proliferando (Christenson &
Stouffer, 1996).

Se ha asociado el inadecuado funcionamiento del cuerpo liteo con una
disminucion en la vascularizacion luteal y se cree que un reducido flujo

sanguineo ovarico desarrollaria un rol principal en la regresion luteal.



o Vascularizacion endometrial y el ciclo menstrual

El endometrio es una mucosa y constituye la capa mas interna del utero.
En los primates, el crecimiento de la vasculatura endometrial comienza durante la
fase proliferativa (folicular) y contintia durante la fase secretoria (luteal) del ciclo
menstrual.

El endometrio de las hembras primates estd compuesto por una abundante
microvasculatura con inherente capacidad angiogénica que se ve amplificada
durante la gestacion. La vasculatura endometrial humana tiene la unica propiedad
de generar la angiogénesis benigna durante el ciclo menstrual bajo la influencia
de los esteroides ovaricos como el estradiol y la progesterona.

El endometrio estd 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 estan afectadas por los estimulos hormonales. Las arterias
espiraladas son extremadamente sensibles al ambiente endocrino y sufren
fluctuaciones en su morfologia 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 menstruacién es precedida
por un periodo de rapida regresion del tejido endometrial resultando en un
aumento en el enrollamiento de las arterias espiraladas. Antes de la menstruacion
se observé que existen dos cambios vasculares: unos dias antes se produce la
vasodilatacion y unas horas antes del sangrado se produce la vasoconstriccion de
las arteriolas espiraladas.

Por otra parte, se han estudiado tanto la cinética de proliferacién celular en
el endometrio (Ferenczy et al., 1979) como en el endotelio durante el ciclo
menstrual normal para analizar la accion reguladora de los estrégenos en este
proceso. El indice proliferativo del endotelio endometrial ciclando es de 5% y es
mayor al 0.2-1% observado en otros tejidos. Se ha encontrado un incremento en
la sintesis de DNA en las células endoteliales asociado con la proliferacién

capilar endometrial. Como las células endoteliales poseen receptores para
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estradiol, se ha pensado que un primer estimulo de la neovascularizacién
mediado por estradiol estaria relacionado con una accién mitogénica del esteroide
sobre el endotelio vascular. Otra hipdtesis se basa en que las células musculares
de las paredes de las arterias uterinas humanas y de conejo poseen receptores
para estrogeno y progesterona, con lo cual las hormonas esteroides regularian el
flujo sanguineo del utero 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 secrecién de esteroides ovaricos que
estimulan al epitelio y al estroma endometrial para la produccion de reguladores
angiogénicos que actian 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, TNF-a, TGF-B, la pleiotropina, la midkina
(MK) y el factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas/timidina
fosforilasa (PDECGF/TP). Solamente las expresiones de VEGF, MK, TGF-p y
PDECGF/TP mostraron dependencia a las hormonas ovéricas. Particularmente, la
expresion de PDECGEF/TP no solo se vio modulada por las hormonas esteroides,
sino también por la accidén de ciertas citoquinas inflamatorias como el TNF-a, el
TGF-B y el interferon y. Pero el perfil de induccion 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 desarrollaria
un papel primordial en la angiogénesis en el aparato reproductor femenino.
Ademas de ser un factor mitégenico para las células endoteliales, el VEGF
incrementa la permeabilidad vascular y modula la expresién de varias enzimas

proteoliticas involucradas en la angiogénesis, como los activadores del



plasmindgeno y la colagenasa intersticial. El VEGF estaria mediando el aumento
inducido por estrogenos en la permeabilidad vascular uterina y en el crecimiento
de los vasos sanguineos (Cullinan-Bove & Koss, 1993; Shweiki et al. 1993;
Shifren et al. 1996). Las funciones que posee el VEGF hacen que sea una
molécula muy estudiada para lograr entender la regulacién 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 trombospondina-1, un inhibidor de la
angiogénesis, se expresa en el endometrio durante la fase secretoria, coincidiendo
con la supresion de la angiogénesis, y es secretada por las células estromales del
endometrio en respuesta a una induccién por progesterona. Esta trombospondina
secretada inhibe directamente la migracion de las células endoteliales (Iruela-

Arispe et al. 1996).

o Vascularizacion testicular

La mayoria de la vasculatura testicular estd determinada desde el
nacimiento en las ratas y no guarda relacién con los tibulos seminiferos. A los 15
0 20 dias de vida, cuando comienza la actividad hormonal intragonadal, la
microvasculatura se organiza en dos redes capilares diferentes: una confinada al
tejido intersticial entre los tibulos seminiferos y la otra conectando las matrices
intertubulares y yaciendo en contacto con las paredes de los tibulos. Se han
realizado numerosos estudios acerca de la relacion entre los niveles hormonales
plasmaticos de FSH, LH y de testosterona y se ha concluido que la organizacién
de la microvasculatura testicular esta bajo el control endocrino. Adn no se sabe si
existiria una interaccion directa con las hormonas esteroideas o si existiria una
diferenciacion inducida por las hormonas en los tejidos intersticial y tubular que

producirian los factores angiogénicos en el testiculo (Findlay, 1986).
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Angiogénesis y fertilidad

El planeamiento de estrategias que apunten a controlar la angiogénesis en
las génadas y el endometrio serian de sumo interés para desarrollar métodos de
regulacion de la fertilidad y tratamiento de la infertilidad. En la actualidad
existen numerosos laboratorios que estin desarrollando protocolos
antiangiogénicos para diversas enfermedades, y asi poder atacar las enfermedades
que involucran defectos en la biologia vascular del individuo, como el cancer.
Klauber et al. (1997) han explorado la actividad antiangiogénica del AGM-1470
(O-chloracetylcarbamoy! fumagillol, o también 1lamado TNP-470), el cual esta
en fases I y II en los protocolos clinicos contra el cidncer. Han utilizado este
compuesto altamente selectivo, potente y no toxico para estudiar los efectos de la
inhibicién de la angiogénesis en el ciclo reproductivo femenino en ratones. Los
autores han encontrado que la administracion del AGM-1470 en ratonas prefiadas
resultd en fallas en el crecimiento embrionario debido a su interferencia en la
decidualizacidn, la formacion de la placenta, el desarrollo del saco embrionario,
la maduraci6n ciclica endometrial y el crecimiento del cuerpo lateo, los cuales
son todos dependientes de la angiogénesis. En hembras no prefiadas que estaban
ciclando, el tratamiento créonico con AGM-1470 inhibi6 la maduraciéon
endometrial y del cuerpo liteo. Resumiendo, €l AGM-1470 ha tenido un efecto
inhibitorio sobre la angiogénesis endometrial, estromal, 1a proliferacién glandular

y la formacion de la placenta (Klauber et al., 1997).

Enfermedades cardiovasculares: rol de los estrdgenos

Los estrogenos causan modificaciones en los lipidos de la circulacion: las
concentraciones de colesterol asociado con lipoproteinas 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 plasmaético total o en el LDL puede aumentar el riesgo de contraer
una enfermedad arteriocoronaria (CAD). Se cree que el efecto de la deficiencia
de estrogenos en la CAD es parcialmente mediado por un incremento en el
colesterol HDL. Se gener6 un modelo de ovejas ovarectomizadas y
ovarectomizadas suplementadas con estrogenos para determinar los efectos de la
deficiencia de estrogenos y la terapia de sustitucion. Se encontré que la
influencia hormonal sobre la vasculatura es independiente del metabolismo de los
lipidos (Thorndike & Turner, 1998). Estas alteraciones pueden disminuir el
riesgo de enfermedad coronaria y contribuir a una menor incidencia de infarto de
miocardio en las mujeres premenopausicas. El uso de estrogenos en las mujeres
posmenopausicas también fue asociado a una menor incidencia de enfermedad
coronaria.

Por otra parte, como ya dijimos, los estrogenos protegen a la mujer
premenopausica de las enfermedades cardiovasculares. Se ha encontrado que los
estrégenos aumentan las actividades de las células endoteliales en la cicatrizacion
vascular. Las arterias coronarias humanas y las células endoteliales humanas de
vena umbilical expresan receptores para estrogenos. Clasicamente, los receptores
de estrogenos funcionan como factores de transcripcion, pero ain no se sabe
cuales son las vias intracelulares desencadenadas por la accion de los estrégenos
en las células endoteliales. Se ha estudiado el potencial rol de las quinasas ERK 1
y ERK2 como mediadores de la accién de los estrogenos y se encontr6 que el
bFGF produciria una estimulacion autdcrina de la actividad de dichas quinasas
endoteliales y esta estimulacién estaria involucrada en el efecto protector de los
estrogenos en la biologia cardiovascular (Kim-Schulze et al. 1998).

El efecto protector de los estrégenos sobre la pared vascular no estd
todavia esclarecido. Los estrogenos afectan el metabolismo del colesterol y su
deposicién, inhibiendo la formacion de la placa aterosclerética. La magnitud de
los cambios lipidicos no es tan grande como para que sean los unicos
responsables del efecto protector. En modelos animales los estudios de los
estrogenos han demostrado que producen inhibicion de la agregacion plaquetaria,

aumento en la producciéon de prostaciclina en el muisculo liso arterial y



disminucion en la proliferacion de las células del musculo liso arterial inducida
por lipoproteinas. Glaser-Caulin ha estudiado la activacion endotelial mediada
por citoquinas y la adhesion leucocitaria. Dado que los estrogenos intervienen en
la regulacion genémica, los autores estudiaron el efecto del 17p-estradiol (E2) en
la activacion transcripcional de las moléculas de adhesion de las células
endoteliales mediada por citoquinas. Se ha encontrado que E2 inhibi6 la
induccion de E-selectina y eliminé la hiperinducciéon mediada por IL-1 de la

molécula [ICAM-1 (Glaser- Caulin et al., 1996).

Efectos genomicos y no-genomicos del estradiol

Hasta hace unos afios se sabia que el mecanismo de accion del estradiol,
era via el camino clasico de los receptores de esteroides; en particular, estradiol
se unia a su receptor nuclear y mediante interacciones moleculares se activaban
en las células blanco la transcripcion de genes que poseian secuencias
respondedoras a la hormona. Los receptores de hormonas esteroides estan
compuestos por un dominio de uniéon al DNA, sefiales de localizacién nuclear,
dominio de unién al ligando y varios dominios de transactivacién (Beato &
Sanchez-Pacheco, 1996). En los ultimos afios se han reportado numerosos
trabajos que describen que el estradiol posee, ademds de estos efectos
estimulatorios que aumentan directamente la transcripcion, efectos rapidos no-
genémicos en los cuales el camino de sefiales del receptor de estrégenos
interacciona con otros caminos de sefializacion intracelular. Recientemente, se ha
reportado que el 17B-estradiol en presencia del receptor a de estrogenos induce
la fosforilacion del receptor IGF-1 y de la ERK1/2, con lo cual se demostr6 la
interaccion entre los caminos de sefiales del receptor de estrogenos y de un
receptor tirosina quinasa (Kahlert et al., 2000).

Los efectos no-gendémicos de los estrégenos son rapidos, duran segundos o

minutos e intervienen en distintas respuestas celulares. Se ha descripto que este
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tipo de respuestas estdn involucradas en la homeostasia del calcio, en la
acumulacién del cAMP y la formacion y liberacion del 6xido nitrico las células’
endoteliales (Chen et al., 1999; Page Haynes et al. 2000).

Existen multiples evidencias que demuestran que los estrogenos tienen
efectos sobre las células endoteliales y modulan la angiogénesis; pero los
mecanismos de accion mediante los cuales los estrogenos ejercen dichos efectos,
bajo circunstancias fisiologicas o patologicas, no han sido dilucidado por
completo.

La mayoria de las células endoteliales poseen receptores de estrogenos
funcionales; particularmente, se ha demostrado que las células endoteliales
humanas de vena umbilical (HUVEC) expresan receptor de estrogeno y eso
indicaria que poseen constitutivamente la capacidad de ser reguladas por la via
clasica de la induccion de la transcripcidn de sus genes mediante los estrégenos
(Venkov et al., 1996; Kim-Sculze et al., 1996). Por otra parte, se ha demostrado
que existe un efecto directo del estrogeno, mediado por su receptor, que inhibe la
apoptosis inducida por citoquinas en las células endoteliales HUVEC
(Spyridopoulos et al., 1997).

Ademas, se ha descripto que en las células endoteliales existe una
comunicacion cruzada entre las vias de sefializacion de los receptores de
estrogenos y las de los factores de crecimiento. Se ha demostrado que los factores
de crecimiento también estimulan la expresion de genes mediada por el receptor
o de estrogenos en células vasculares, pero no seria por la via de las MAP
quinasas (Karas ef al., 1998). Para incrementar ain mas la controversia acerca de
los mecanismos de accion de los estrégenos, se ha descubierto recientemente que
las células HUVEC presentan en su membrana sitios de unién al estradiol y
serian los responsables de las respuestas intracelulares rapidas del estradiol sobre

el endotelio (Strong Russell et al., 2000).
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Antiestrogenos

Como hemos visto, la accion bioldgica de los estrogenos y sus efectos
tanto genémicos como no-genomicos, son el resultado de un balance entre
diversos factores como la produccion de hormonas, el metabolismo y la unién a
las proteinas plasmaticas. En los 6rganos blanco, las respuestas se encuentran
condicionadas por la interaccion de los estrégenos con sus receptores, regulados
por la presencia 0 no de hormona. Los efectos de la interaccion entre los
estrogenos y otras hormonas pueden ser sinérgicos o antagonicos. Una nueva era
comenz6 en el conocimiento de la acciéon de los estrogenos, cuando se
sintetizaron sustancias noesteroideas con propiedades estrogénicas y
antiestrogénicas con una estructura basica con di o trifeniletileno (Pasqualini et
al., 1988). Si bien se los ha llamado antiestrogenos, cabe destacar que estos
compuestos poseen la accién mixta de agonista/antagonista de estrogenos o
antagonistas parciales

En 1958 se describieron las propiedades biologicas del primer
antiestrogeno noesteroide MER25. Luego se caracteriz6 otro miembro de esta
nueva clase de drogas, el MRL41 o clomifeno. Durante los afios sesenta una gran
variedad de estos compuestos fue sintetizada con potenciales aplicaciones en la
ginecologia para estudiar la endocrinologia reproductiva. Los antiestrégenos se
ha dividido en tres grupos: (1) antagonistas de corta accién, como el estriol; (2)
antagonistas de larga accién, como el tamoxifeno y el clomifeno; y (3)
antagonistas fisiologicos, como la progesterona, los andrégenos y los
glucocorticoides. A su vez, los antiestrogenos de larga accion se dividen en
agonistas/antagonistas o antagonistas parciales como la nafoxidina, el tamoxifeno

y el clomifeno; y antagonistas puros como el ICI-164384 (Clark et al., 1998).
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Figuara 3.2. Antiestrégenos tipo trifeniletileno. (Modificado de Clark et al. 1998)

Han sido testeados muchos antiestrogenos en protocolos clinicos, algunos
fueron utilizados en casos de infertilidad (MER-25, clomifeno, nafoxidina) y
otros fueron utilizados en el tratamiento del cincer de mama (nafoxidina y
tamoxifeno). El tamoxifeno fue quizas el mas estudiado porque demostr6 tener
mejor eficacia y baja cantidad de efectos colaterales. Los primeros efectos en ser
estudiados fueron los relacionados con la regulacién del ciclo menstrual. La
administracion de tamoxifeno causa un incremento en la esteroideogénesis y, en
mujeres subfértiles, induce la ovulacion (Jordan & Murphy, 1990).

Los mecanismos de accion de los antiestrogenos no han sido aun
esclarecidos. Algunos autores han postulado que los antiestrogenos harian que el
receptor de estrogenos se pegue al DNA pero que provocarian una ineficaz
induccién de la transcripcion. El antiestrogeno nafoxidina induciria los mismos
cambios en la estructura de la cromatina que el estrogeno, 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 antiestrogenos 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 estrogeno. Uno de los mecanismos de
accion postulados para estos antiestrogenos agonistas parciales seria a nivel
conformacional, modulando la interaccion nuclear de los coactivadores de la
transcripcion, los correpresores y los complejos formados entre el receptor y
ligando (McDonnell, 1999).

Para otros autores, la accién de los antiestrogenos estaria dada por una
mezcla entre el antagonismo del efecto mitogénico del estradiol a nivel del
receptor y la suma de otras actividades como la inhibicién de enzimas
relacionadas con la modulacién del crecimiento. La busqueda de mecanismos de
accion alternativos de los antiestrogenos se vio estimulada por el hallazgo que
con concentraciones micromolares de tamoxifeno se inhibia el crecimiento in
vitro de las células de cancer mamario humano. Este efecto no pudo ser revertido
por competencia con enormes cantidades de estradiol. Esto sugeria que los
niveles farmacoldgicos de estos compuestos estarian actuando no a nivel del
receptor convencional de estrogenos. A partir de ahi se hicieron estudios de las
proteinas de la membrana plasmatica que pudieran actuar con sitios de unioén de
los antiestrogenos.

El tamoxifeno inhibe la actividad de la proteina quinasa C (PKC), no por
una interaccion directa con el sitio activo de la enzima, sino por la modulacién de
las sefiales de segundos mensajeros del metabolismo de los fosfolipidos de la
membrana (Cabot et al., 1995; Hoh et al., 1990).

Otra enzima inhibida por los antiestrogenos es la fosfodiesterasa de cAMP
dependiente de calmodulina, pero el tamoxifeno interfiere con la accion de la
calmodulina mas que con la fosfodiesterasa. Ademas el tamoxifeno modularia la
secrecion de los reguladores del crecimiento epitelial de las células de cancer
mamario como el TGFB y el IGF-1. El esclarecimiento de los mecanismos de
accion de los antiestrogenos como el tamoxifeno y la nafoxidina ayudaria al

tratamiento y la quimioprevencion del cancer de mama (Colletta et al., 1994).
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En los ultimos afios se ha estudiado la relacion de los antiestrogenos y la
angiogénesis. Se ha demostrado que algunos ligandos de los sitios de union de los
antiestrogenos poseen propiedades antiproliferativas sobre las células
endoteliales de aorta bovina (Gamier et al., 1993).

Por otra parte se ha reportado que el 2-metoxiestradiol, un metabolito
endégeno del estrogeno, 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
modificaria la actividad proteolitica de las células y seria en parte responsable del
efecto antiangiogénico del compuesto. Ademas, el 2-metoxiestradiol inhibe la
migracion de las células endoteliales y la formacion de los tubulos sanguineos in
vitro, y cuando es inyectado en ratones inhibe el crecimiento de algunos tumores
solidos con una disminucion en la densidad vascular (Fotsis et al., 1994; Klauber
etal., 1997).

Como hemos visto, los antiestrogenos como el tamoxifeno poseen una
mezcla de actividades agonistas/antagonistas y sus efectos son especificos de
tejido y de genes. Algunas de estas drogas se han demostrado que poseen una
accion agonista en el Utero y una accién antagonista en el tejido mamario y por
eso son utilizadas en el tratamiento del cancer de mama. Actualmente, estas
drogas se han demostrado que son inhibidores de la angiogénesis. Se ha
demostrado que los antagonistas parciales de estrogenos: clomifeno, tamoxifeno
y nafoxidina y los antagonistas puros de estrogenos ICI 164,384 y ICI 182,780
inhiben la angiogénesis en forma dosis dependiente en el modelo de membrana
coriolantoidea de embrion de pollo. La actividad angiostatica no se vio alterada
en presencia de exceso de estrogenos sugiriendo que esta actividad no estaria
relacionada con la inhibicién del receptor de estrogenos (Gagliardi & Collins,
1993). La accion de los antiestrogenos inhibio el crecimiento de las células
endoteliales estimuladas por los factores bFGF y VEGF. Esta inhibicion no fue

alterada por la presencia de 30 pM de 17(B-estradiol. Estos resultados indicaron
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que la actividad antiangiogénica de los antiestrogenos no ocurriria via el receptor
de estrogenos (Gagliardi et al., 1996).

En contraposicion a la capacidad antiangiogénica descripta para los
antiestrogenos, se ha demostrado que en el utero predominaria la actividad
agonista de los antiestrogenos, dado que la nafoxidina, el clomifeno y el
tamoxifeno aumentaron los niveles de VEGF y de otros genes regulados por
estrogenos como el c-fos en utero de ratas (Hyder et al.,, 1996; Hyder et al.,
1997).

Recientemente Hyder et al. (2000) han encontrado elementos
respondedores a estrogenos en el gen que codifica para el VEGF, con lo cual el
estradiol estaria regulando la transcripcion del VEGF en los tejidos blancos.

Finalmente, la identificacion de los factores angiogénicos y
antiangiogénicos, asi como el conocimiento de cuales son los genes involucrados
en el desarrollo vascular en cada uno de los tejidos permitira el desarrollo de
estrategias efectivas para inhibir o reducir el crecimiento de vasos sanguineos
segln sea la patologia. El esclarecimiento de cual es el papel de los estrgenos en
la biologia vascular hara posible la adecuada utilizacion de los antiestrogenos en
los diversos tejidos y ayudara al tratamiento de enfermedades como el céncer

donde la angiogénesis desempeiia un rol fundamental en el crecimiento tumoral.



Capitulo IV:

Vascularizacion tumoral
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Neovascularizacion: un evento esencial para el crecimiento tumoral

El oxigeno 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 maxima de 100 um de un capilar sanguineo. Durante la
organogénesis esta cercania esta asegurada por el crecimiento coordinado de los
vasos sanguineos y del parénquima. Una vez que un tejido se ha formado, el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos -—angiogénesis— es transitorio y esta
cuidadosamente regulado. A raiz de la dependencia de la cercania a los capilares
sanguineos, cabria esperar que las células que se encuentran proliferando en un
tejido tuvieran la capacidad de estimular el crecimiento de vasos sanguineos. Sin
embargo, las evidencias muestran que las células que forman parte de lesiones que
poseen una proliferacion aberrante, inicialmente pierden la capacidad angiogénica,
restringiendo su capacidad de expansion. En un momento de la progresion tumoral,
las neoplasias incipientes deben desarrollar su habilidad angiogénica para lograr un
tamafio mayor (Hanahan & Weinberg, 2000).

En los primeros estadios de las neoplasias, cuando aproximadamente un
millon de células tumorales se acumulan en un carcinoma in situ, las mismas son
capaces de sobrevivir durante un tiempo prolongado como pequefios esferoides no
vascularizados que adquieren los nutrientes simplemente por difusion. A esta fase se
la denomina estado “prevascular”. Las células crecen hasta llegar a un estado
estable, en el cual el nimero de células que mueren se iguala con el nimero de las
que proliferan. Se sabe que un tumor no es capaz de crecer mas alla de 1-3 mm” sin
el desarrollo de nuevos capilares sanguineos auxiliares; esta restriccion en el tamaiio
es consecuencia en parte de la falta de disponibilidad de nutrientes, factores de
crecimiento y oxigeno.

Los tumores incipientes pueden ser detectados si se hallan en la piel o cervix,

pero en la mama, el pulmon o el colon pueden permanecer sin ser detectados durante
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varios afios. Si bien se ha avanzado mucho en la deteccién temprana de tumores, alin
no se cuenta con la tecnologia suficiente como para poder detectar la mayoria de los
tumores pequeiios in situ que se desarrollan en los drganos internos, los cuales
pueden ser examinados microscopicamente recién cuando son extirpados. En los
ultimos afios se ha planteado un nuevo enfoque para el estudio de los tratamientos
contra el cancer. La terapia antiangiogénica surgié como un drea muy atractiva para
poder planear estrategias moleculares que ataquen el comienzo de la angiogénesis
tumoral y asi poder aportar nuevos protocolos clinicos para combatir diversos tipos
de cancer.

En 1971, se propuso una hipétesis que ain hoy esta siendo revisada por
muchos investigadores de diversas disciplinas como la cardiologia y la oftalmologia
entre otras. La misma afirma que “el crecimiento tumoral es dependiente de la
angiogénesis”, como vimos esta hipdtesis no es aplicable a la fase temprana del
crecimiento de los tumores sélidos o fase “prevascular”. Hay ciertas controversias
acerca de esta hipotesis, ya que ciertas células tumorales pueden crecer en ascitis sin
ninguna neovascularizacién aiin cuando las células son angiogénicas. Ademas, 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 neovascularizacion
tumoral es producto de un equilibrio entre la elaboracion de varios polipéptidos
angiogénicos por parte de las células normales (endoteliales y estromales) y las
células tumorales; asi como también, es el resultado de la interaccion de los distintos
tipos celulares que generan otros mecanismos como por ejemplo, el reclutamiento de

macrofagos en la zona (Folkman, 1989).
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Tabla 4.1. Ejemplos de tiempo de inicio de la angiogénesis en diversos tumores

Tiempo de inicio de la Tumores en ratones Tumores en humanos
angiogénesis
Antes de la neoplasia Sarcoma Cancer de la cervical
Coincidente con la Cancer pancreatico Cancer de vejigay
neoplasia cancer de mama
Después de la neoplasia Fibrosarcoma Melanomay
Cancer de ovario

En general, se considera que debido a su crecimiento desordenado, las células
tumorales pueden encontrarse muy alejadas de las redes de vascularizacion y, debido
a ello, pueden entrar en necrosis. Con el “encendido” de la angiogénesis, la
poblaciéon tumoral puede expandirse rapidamente, si las células tumorales son
capaces de proliferar rapidamente. En algunos casos, como en las meninges o dentro
de las vainas de nervios, las poblaciones tumorales pueden escapar a los
requerimientos de la neovascularizacion y crecer como una delgada capa de células.
En la mayoria de los casos, el comienzo de la angiogénesis también contribuye a la
formacién de metastasis. La neovascularizacion permite el alimento de las células
del tumor primario, y una disminucion en la angiogénesis esta asociada con una
disminucion en la tasa de metastasis.

A pesar que se debe explorar mas la hipétesis de que el crecimiento tumoral
es dependiente de angiogénesis, existen muchas evidencias que la respaldan. Se ha
observado que la tasa de crecimiento de los tumores implantados subcutineamente
en camaras transparentes en ratones, es lenta y lineal antes de la vascularizacion y se

convierte en rapida y casi exponencial después de la vascularizacion (Algire et al.,
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1945). En otro experimento se ha demostrado que dentro de un tumor sélido, el
indice de timidina tritiada de las células tumorales decrecia a medida que aumentaba
la distancia con respecto al capilar abierto mas cercano. La media del indice de
marca para un tumor dado era una funcién del indice de marca de las células
endoteliales de ese tumor (Tannock, 1970). Ademas, se ha reportado que los
tumores implantados sobre la membrana corioalantoidea de un embrién de pollo
poseian generalmente un crecimiento restringido durante la fase avascular y que el
crecimiento comenzaba rapidamente después de 24 horas del comienzo de la
vascularizacion. En el caso estudiado, los tumores no excedian los 1 mm durante la
fase avascular, pero tras la vascularizacion, los tumores alcanzaban un didmetro
medio de 8 mm para el dia siete (Knighton et al., 1977).

Todo los resultados publicados hasta el momento han generado una
controversia acerca de la importancia de la neovascularizacion en el crecimiento
tumoral. Esta discusion comenzé hace 30 afios cuando J. Folkman y sus
colaboradores, mediante ensayos in vivo, estudiaron la necesidad de la angiogénesis
para el 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 unanime acerca del tema.

Induccion de la angiogénesis tumoral

Podemos considerar que, en general, con el comienzo de Ia
neovascularizacion 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, via 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 quizas exista
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un aumento de la produccion aberrante de los mediadores angiogénicos, combinado
con una deficiencia relativa en la secrecion 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 expresién de
proteinasas como la adquisicion de células endoteliales con caracteristicas de
angioblastos embrionarios. Estos angioblastos adquieren la habilidad de degradar la
matriz extracelular y responder a nuevos estimulos del microambiente que inducen
la migracién, la proliferacion y la diferenciacion en nuevos vasos. La
neovascularizacion del crecimiento de un tumor y la formacién metastasica 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 tumory a su diseminacion
(Malonne et al., 1999).

Las células tumorales interactiian con las células endoteliales al entrar y salir
de los canales vasculares durante la diseminacion. Las células endoteliales
desempeiian un rol importante en la especificidad de 6rgano en la formacion de la
metastasis. Se ha observado que células de melanoma que se encontraban
colonizando el cerebro poseian 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 metastasis tres familias de moléculas de adhesion: las
integrinas, las inmunoglobulinas y las selectinas y se encontr6 que la expresion de
las moléculas de adhesion depende del estado de activacion 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 al., 1999)

Si analizamos la progresion tumoral, se observa que durante este proceso, los
vasos sanguineos 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

produccion 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 fibrinégeno y plasminégeno,
activando a los factores tisulares que producen la hipercoagulacién y la deposicion
extravascular de fibrina. Por otra parte, las células endoteliales del tumor se dividen
mas rapido que las células endoteliales normales. Las nuevas células endoteliales
proliferativas y con capacidad de migrar inducen la sintesis de las integrinas avps; y
avPs, las cuales son esenciales para la viabilidad celular durante la proliferacion. El
balance entre los factores reguladores positivos y negativos juega un rol
fundamental durante la angiogénesis en la tumorigénesis, la progresion tumoral y el
crecimiento metastasico. Ademas 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 proteina nuclear producida por un gen supresor
tumoral que esta involucrada en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, es una
de las proteinas mas alterada en el cancer. Por otra parte, la angiogénesis esta
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 transcripcion y produccion del VEGF, junto a una disminucion de los
inhibidores de la angiogénesis.

Para ejemplificar la complejidad de mecanismos involucrados en la
neovascularizaciéon 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
fenémeno se deberia a que las células de melanoma, como otras células tumorales,
pierden algunas caracteristicas 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 estarian expresando genes de

células endoteliales que les permitiria formar este nuevo tipo de vasos sanguineos y
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les aportaria mayores herramientas para el cambio angiogénico (Maniotis et al.,

1999).

Importancia del balance entre los factores proangiogénicos y antiangiogénicos

El balance entre los factores angiogénicos y los anti-angiogénicos es
importante para el fendmeno de “dormancy tumoral” y el control de las metastasis.
Los tumores en estado “dormant” poseen ciertas caracteristicas: 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 proliferacion, 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 mas que de
inhibidores. En cambio, la inhibicion de crecimiento de las metastasis 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
formacion de necrosis focal rodeada de neovascularizacion.

La completa supresion de la angiogénesis en un tumor primario o un tumor
metastasico prevendria el crecimiento por inhibir la neovascularizacion y mantener
un balance entre la proliferacion celular y la apoptosis, resultando en un estado
“dormant”. Sin embargo, en los tumores sdlidos se observan regiones de necrosis
focal donde la red vascular es inadecuada y el flujo sanguineo es deficiente,

produciéndose una disminucion de nutrientes. Esta perfusion 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 rapido crecimiento tumoral.

Recientemente, se ha desarrollado un modelo matematico para estudiar la
hipétesis que postula que un exceso de factores antiangiogénicos en las regiones de
crecimiento de tumores solidos conduce a una supresion de la angiogénesis y
finalmente, como las areas 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 regulacion de la angiogénesis y el

diseﬁo de terapias alternativas (Ramanujan, 2000; Carmeliet & Jain, 2000).

El efecto de hipoxia en los tumores

Una célula neoplasica genéticamente alterada tiene requerimientos
metabdlicos 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 nédulos tumorales menores de 1 mm de didmetro y
también los grandes tumores, generalmente poseen nichos microecologicos que
disparan gradientes considerables de metabolitos criticos como el oxigeno, la
glucosa y otros nutrientes o factores de crecimiento (Figura 4.2.a). Los tumores en
contraste a los tejidos normales, se encuentran en un microambiente acido debido a
la produccidn de lactato y otros acidos. El pH citosélico de las células tumorales se
mantiene como en las células normales. El fenémeno de hipoxia ocurre en un tejido
tumoral que se encuentra a mas de 100-200 pm de distancia de la red vascular de
soporte. A partir de ahi, la capacidad de sobrevivir de un tumor depende, en parte,
de la capacidad de reclutar factores angiogénicos y nuevos microvasos sanguineos
(Figura 4.2.b). La hipoxia tiende a expandirse en los tumores sélidos. Los tumores
humanos resisten una profunda hipoxia, lo cual indica que la adaptacion a las

condiciones hipdxicas es esencial para la progresion de un tumor. La mayoria de los
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tumores so6lidos utilizan en forma anaerébica la glucosa como una fuente de energia

para la glicdlisis.

(b)Activacién de oncogenes

— proliferacién

——»  apoptosis

Promocién de la sobrevida celular

Figura 4.2. Fenémenos asociados a la hipoxia en la progresion tumoral (Modificado de Dang et al., 1999)

En los tumores se producen varios cambios metabdlicos, pero se ha hecho
especial énfasis en el metabolismo de la glucosa y en las respuestas celulares a la
hipoxia, resumiendo: las respuestas utilizadas por las células tumorales para
adaptarse a la hipoxia, 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 oxigeno a lo largo de una
distancia de 400 pm de los capilares sanguineos. Registros de la tensién de oxigeno
realizados en tumores humanos revelan que existe una hipoxia notable. Las células
adyacentes a los capilares poseen una concentracion 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 hipoxia
crénica. En células normales, una critica respuesta a la hipoxia es la induccién del

factor de transcripcion inducible por hipoxia HIF-1. Este posee una estructura de
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basic-helix-loop-helix (bHLH) de factor de transcripcion y consiste en dos
subunidades HIF-1a y HIF-1B. El HIF-1 se pega a una secuencia 5’-RCGTG-3’ y
aumenta la expresion de genes que codifican para enzimas de la glicdlisis: aldolasa
A, enolasa 1, la lactato deshidrogenasa A, la fosfoglicerato quinasa 1 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, funcionaria como un factor angiogénico inducible por
hipoxia (Shweiki et al., 1992).

Ademas de las alteraciones en la tension de oxigeno también los cambios en
la concentracion de glucosa activan algunos genes de las enzimas de la glicdlisis
mediante el elemento respondedor a carbohidratos (ChoRE), el cual se solapa con
las secuencias consenso de pegado para myc y HIF-1. Resumiendo, la activaci6n del
factor HIF-1 por hipoxia o por oncogenes induce una adaptaciéon metabdlica y
factores angiogénicos, lo cual termina en el reclutamiento de nuevos microvasos.
Finalmente, las células migran fuera de la masa tumoral por la circulacién sanguinea
y establecen metastasis distantes que son la principal causa de mortalidad en cancer

Recientemente se han estudiado nuevos efectos asociados al fenémeno de
hipoxia. Se ha revelado que el 6xido nitrico y la hipoxia inducen el aumento en la
actividad de pegado de HIF-1 y en los niveles de la proteina HIF-1a, tanto en el
nicleo como en toda la célula. Si bien existirian patrones comunes en el camino del
6xido nitrico y en el de la hipoxia, el 6xido nitrico mediaria la transcripcion génica
por un mecanismo distinto al de hipoxia. El 6xido nitrico tendria un rol primario en
el control de la sintesis 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 mayoria de
los tumores sélidos, es secretado y sus receptores se expresan preferencialmente en
las venas que revisten y penetran en los tumores. Ademas, sus receptores son
expresados casi en todas las células endoteliales (Yoshiji et al., 1998a; Yoshijiet al.,
1999a). La expresion del VEGF depende de la activaciéon de oncogenes y la
inactivacion de supresores tumorales, como asi también de la accion de otros
factores como los factores de crecimiento, los promotores tumorales y la hipoxia
(Holash et al., 1999). La expresion 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 & Marmé, 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 activacion de la cascada de las MAP quinasas regula la
transcripcion del VEGF (McCormick, 1999). Recientemente se ha demostrado que
en especial la isoforma B de la PKC es la principal reguladora del camino de
transduccion de sefiales mediante el cual el VEGF gobiema el desarrollo y la
angiogénesis en los primeros y los ultimos estadios del establecimiento de un tumor
(Yoshiji et al., 1999b).

El inhibidor tisular de metaloproteinasas-1 (TIMP-1) 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 sobrexpresion de
TIMP-1 en células de carcinoma mamario de rata le otorgaba una mayor
potencialidad de crecimiento in vivo, mediada por el incremento de la expresion de
VEGF. El TIMP-1 actuaria de manera dual en la progresion tumoral, por un lado

prevendria la progresion tumoral inhibiendo a las MMPs y por otro lado actuaria
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como un estimulador del VEGF facilitando el crecimiento tumoral (Yoshiji ef al.,
1998b). Si bien se ha generado una gran controversia acerca de las funciones del
TIMP-1, dado que se lo ha encontrado en el nicleo de algunas células (Ritter et al.,
1999), actualmente existe la hipotesis que el TIMP-1 intervendria en la activacién de

la transcripcion y por eso despliega tantas funciones.

Perspectivas de la terapia antiangiogénica

Los tratamientos tradicionales contra el cancer se basan en atacar
directamente las células tumorales, removiéndolas quirirgicamente o tratando de
destruirlas con radiacién o quimioterapia. Una nueva generaciéon de potenciales
terapias contra el cancer se centran en atacar los vasos sanguineos mediante los
cuales los tumores obtienen el oxigeno y los nutrientes que necesitan para vivir y
crecer (Barinaga, 1997).

Utilizando la técnica de cuantificacion de la densidad microvascular (MVD)
se ha estudiado la relacion entre la variedad de intensidad de angiogénesis existente
en los diversos tumores malignos so6lidos y se encontré 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 maduracion 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 formacién de nuevos
vasos sanguineos

En principio, el ataque a la vasculatura tumoral, mas que a las células
tumorales, posee dos ventajas notables. Primeramente, porque todos los tumores
sélidos y probablemente algunas leucemias son dependientes de la angiogénesis y
no se necesitaria una terapia especifica para cada tipo de tumor. En segundo lugar,

las células blanco endoteliales son células normales, genéticamente estables, y
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ademas son menos susceptibles que las células tumorales a convertirse resistentes a
drogas. Igualmente, la terapia antiangiogénica estd en estudio y su evolucion
depende en la habilidad de inhibir especificamente la angiogénesis sin dafiar otros
tejidos y de ser especifica 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 cuales son los posibles blancos
moleculares de ataque en la bisqueda de una terapia antiangiogénica eficaz. Si bien
ain no se ha encontrado la mejor terapia, actualmente mas de 40 centros en todo el
‘mundo estdn trabajando en la bisqueda de compuestos antiangiogénicos y ya existen
aproximadamente 27 protocolos clinicos que estan tratando de estudiar el traslado de

las moléculas antiangiogénicas a la terapia contra el cancer (Brower, 1999);
(Koivunen et al., 1999); (Folkman, 1999); ( Rosen, 2000); (Kerbel, 2000).

Tabla 4.2. Principales protocolos de la terapia antiangiogénica

e FasePreclinica
TIMP-1, 2, 3

o Fasel
Troponina-1, Angiostatina, Endostatina,
Squalamine, Col-3, Combretastatin, PTK787/2k22584

o Fasell
Thalidomine, SU5416, Vitax, TNP-470, CGS-27023A4

o Faselll
Marimastat, AG3340, Neovastat/AE941, Anti-VEGF Ab,
INF- alfa, IM862



Capitulo V:
Rol de las metaloproteinasas y sus inhibidores

en la angiogénesis




La matriz extracelular

La matriz extracelular es una malla intrincada de macromoléculas que
rodea a las células y organiza el microambiente tisular. Todos sus componentes
se encuentran entrecruzados entre si y unidos a sus respectivos receptores
celulares. La matriz estd integrada por wuna gran variedad de
glucosaminoglucanos, proteoglucanos, proteinas estructurales -colageno, elastina-
y proteinas de adhesion. Entre estas ultimas se destacan la laminina, fibronectina,
tenascina y entactina/nidégeno, que junto al colageno de tipo IV integran las
membranas basales epiteliales. Algunos componentes pueden actuar como
reservorios de los factores de crecimiento bFGF, TGFB y PDGF, de enzimas
proteoliticas y de sus inhibidores (Mackay et al., 1993). La matriz extracelular no
s6lo es capaz de actuar como sustrato y determinar las propiedades fisicas del
tejido, sino que provee a las células adheridas la informacién 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 dinamica celular
dentro de un tejido, es necesario conocer como actia 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 expresion genética (Roskelley et al., 1995).
Se reporté que en tejidos epiteliales mamarios y hepaticos, la membrana basal
contribuye al fenotipo diferenciado mediante la regulacion transcripcional de
genes especificos de cada tejido. Cabe destacar que las alteraciones de las
membranas basales, ya sea por la sintesis anormal de sus componentes o por su
degradacion debido a una excesiva actividad proteolitica, desencadenan un
desequilibrio notorio que puede influir en la morfologia y funcién tisulares,

modulando la adhesion celular, la migracion y la diferenciacion.
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Las enzimas proteoliticas 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 fisioldgicos como la
coagulacion y fibrindlisis, la activacion del complemento y de ciertas citoquinas,
la angiogénesis, la migracion celular, la implantacion trofoblastica y el desarrollo
embrionario. La mayoria de las proteasas implicadas en patologias del ser
humano pertenecen a las cuatro clases de endopeptidasas: cisteino, aspartil,
serino y metaloproteinasas. Se ha encontrado una correlacion 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 degradacion de
elementos de naturaleza glucidica asociados a malignidad. La cuatro grandes
clases de proteasas difieren significativamente en su estructura, sustrato
especifico y sitio activo. No obstante, todas son producidas como proenzimas
inactivas (zimdOgenos) 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
fundamental en la reabsorcion y degradacion de los tejidos en los procesos
fisiolégicos normales como la angiogénesis, la ovulacion, el ciclo endometrial, la
involucion uterina, la embriogénesis, el desarrollo y la involuciéon mamaria y la
remodelacion 6sea. También intervienen en procesos patologicos como, entre
otras: la invasion tumoral, la angiogénesis tumoral, la cascada metastasica, la
artritis reumatoidea, los aneurisma aorticos, la cirrosis hepatica, etc. (Woessner ef
al., 1994).

Estas enzimas comparten caracteristicas en comun: 1)- se producen en
forma de zimégeno, una pro- forma inactiva y luego son activados; 2)- tienen dos

atomos de Zn>* incluyendo uno en el sitio activo; 3)- poseen dos atomos de Ca**



74

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 catalitico; 5)- son inhibidas especificamente por la familia de los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs). Algunas de las proteasas,
como la estromelisina y las metaloproteinasas de membrana (MT-MMP) pueden
activar a otras MMPs (De Clerck & Imren, 1994).

La mayoria de los miembros de la familia de MMPs estan organizados en
tres dominios basicos, distintos y bien conservados basados en las
consideraciones estructurales: un propéptido aminoterminal, un dominio
catalitico y un dominio tipo hemopexina en el extremo carboxi-terminal. El
propéptido consiste en aproximadamente 80-90 aminoacidos con un residuo
cisteina, el cual interactia con el atomo catalitico de zinc via su grupo tiol de la
cadena del costado. En el propéptido se encuentra la secuencia altamente
conservada (...PRCGXPD...). La activacion del zimdgeno se produce por la
remocion del propéptido mediante protedlisis. El dominio catalitico contiene dos
iones zinc y al menos ion calcio coordinado a varios residuos. Un i6n zinc esta
presente en el sitio activo y estd involucrado en los procesos cataliticos de las
MMPs y esta coordinado a tres histidinas que se encuentran conservadas en las
diferentes MMPs. El otro zinc (llamado zinc estructural) y el ion calcio estan
presentes en el dominio catalitico pero a cierta distancia del zinc catalitico. El
dominio tipo hemopexina estd altamente conservado y guarda similitud a la
proteina plasmatica hemopexina. Este dominio cumpliria un rol funcional en la
uniéon 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 multiple
secuencia, se encontr6 que las MMPs tendrian un origen muy ancestral. Se han
encontrado que la metaloproteinasa toxina 2 de Bacteroides fragilis tiene un 59%
de identidad de secuencia con la extension de 27 aminoacidos de la secuencia de

la MMP-1 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 comprension 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 familia pueden ser
divididos en cuatro subgrupos: dos colagenasas (MMP-1 y MMP-8), dos
gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), las estromelisinas (MMP-3 y MMP-10) y
matrilisina (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 especificamente la region
helicoidal de los colédgenos intersticiales I, II y III en un unico sitio para generar
fragmentos de % y Y. La MMP-1 ademas cliva el colageno VII, X y la gelatina,
aunque su mejor sustrato es el inhibidor a,-macroglobulina. Por lo tanto, se
puede decir que la MMP-1 poseen una actividad proteolitica no restringida a los
colagenos intersticiales. La MMP-8 se ha encontrado solamente en los
neutréfilos, pero la MMP-1 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,
colagenos nativos 1V, V, VIl y XI, elastina y proteoglicano. Ambas enzimas han
sido encontradas en diversos tipos celulares. Se ha encontrado en distintas lineas
celulares que las gelatinasas tumorales no se comportan como verdaderas
colagenasas tipo IV, tienen la capacidad de degradar colageno tipo IV
solubilizado con pepsina o desnaturalizado, esta seria una forma mas de facilitar
la degradacion del colageno de las membranas basales durante la invasion

tumoral (Mackay et al., 1990).
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Otro subgrupo estda formado por la estromelisina 1 (MMP-3), la

estromelisina 2 (MMP-10) y, aunque todavia no se ha demostrado cual es su

actividad enzimatica especifica, se considera dentro de este subgrupo a la

estromelisina 3 (MMP-11). Se ha encontrado que tanto la estromelisina 1 como la

estromelisina 2 poseen un espectro similar de actividades pero con diferentes

intensidades. Por otra parte, la matrilisina (MMP-7) se ha encontrado en el

periodo postparto en utero de rata, en los monocitos y en algunas células

tumorales.

Tabla 5.1. Metaloproteinasas de matriz descriptas hasta la fecha

MMP
MMP-1

MMP-2

MMP-3

MMP-4

MMP-5

MMP-6

MMP-7

MMP-8

MMP-9

MMP-10

Proteasa
Colagenasa
intersticial

Gelatinasa A

Estromelisina 1

Teloptidasa

% Colageno-
endopeptidasa
Metaloproteinasa
acida
Matrilisina
Polimorfonuclear
colagenasa

Gelatinasa B

Estromelisina 2

M, precursor (kDa)
52

72

57055

35

54

55

28

57

92

570355



MMP-11 Estromelisina 3 57055

MMP-12 Macréfagos 61
metaloelastasa

MMP-13 Colagenasa 3 52

MMP-14 Membrana 63

metaloproteinasa |

(MT1-MMP)

* MMP-15  Membrana metaloproteinasa 2 (MT2-MMP)
* MMP-16  Membrana metaloproteinasa 3 (MT3-MMP)
* MMP-17  Membrana metaloproteinasa 4 (MT4-MMP)
* MMP-19 MMP-19 humana (autoantigeno aislado de pacientes con

artritis reumatoidea, regularia la angiogénesis en la inflamacion aguda)
* MMP-20 Enamelisina humana

* Se las ha relacionado con los procesos de inflamacién y remodelacién en
enfermedades como la artritis reumatoidea)

Inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de matriz

Los inhibidores de las metaloproteinasas tipo tisulares (TIMP) juegan un
papel principal en el mantenimiento del equilibrio entre el depdsito y la
degradacion de la matriz extracelular. Intervienen en distintos procesos
fisiolégicos como la angiogénesis, la remodelacion dsea, el mantenimiento del
cuerpo luteo, la involuciéon de la glandula mamaria y tienen un rol central en la
fisiopatologia 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 proteinas

multifuncionales con actividad potenciadora eritroide y promotora de crecimiento
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celular, ademds de la actividad anti-MMP. La familia de los TIMPs desampefia
un rol importante en la angiogénesis mediante mecanismos dependientes e
independientes de su capacidad anti-MMP (Sang, 1998).

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 1 (TIMP-1) es una proteina
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 comea de rata. La actividad inhibitoria de la
angiogénesis del TIMP-1 podria no estar relacionada unicamente a su actividad
anti-metaloprotedsica.

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 2 (TIMP-2) es una"‘ proteina
de 21 kDa que no posee sitios de N-glicosilacion 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 MMP-2. TIMP-2
inhibe la proliferaciéon inducida por bFGF en las células endoteliales
microvasculares humanas. La adhesion celular a plastico es estimulada por el
TIMP-2 y la migracion es inhibida con exposiciones cortas a TIMP-2. La
capacidad del TIMP-2 de enlentecer la proliferacion de las células endoteliales en
cultivo, no relacionada con su actividad inhibitoria de las metaloproteinasas
indica que el TIMP-2 debe tener funciones unicas que pueden restringir la
angiogenesis asociada con el crecimiento tumoral y metastasico.
| El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 3 (TIMP-3) es una proteina
de 21 kDa no glicosilada, aunque posee un potencial sitio de N-glicosilacion. 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 invasion de colageno y la
morfogénesis capilar in vitro. También inhibe la angiogénesis inducida por bFGF
en los ensayos in vivo sobre membrana coriolantbidea de pollo (CAM).

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 4 (TIMP-4) es una proteina
de 22.4 kDa que no posee sitios de N-glicosilacion. Se expresa en altos niveles en

el corazon. Se ha observado que es capaz, presumiblemente debido a su actividad
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antiangiogénica, de inhibir el crecimiento y metastasis de cancer de mama en

ratones nude atimicos.

Los activadores del plasmindgeno (PA)

Las serinoproteinasas son una clase de endopeptidasas que contienen una

serina en el sitio activo. La familia incluye varias peptidasas importantes como:
tripsina, quimotripsina, trombina, plasmina, elastasa de leucocitos humanos,
catepsina G y los activadores del plasminogeno: tipo uroquinasa (uPA) y tipo
tisular (tPA). Hay otros activadores del plasmindgeno: calicreina plasmatica y los
factores de coagulacion sanguinea X1y 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 aminoacidicas . Son producidos por varios tipos celulares y
aunque estan distribuidos en los liquidos bioldgicos y en los tejidos, el uPA es
mas abundante en la orina y el tPA en el plasma. La funcién que poseen es la de
convertir especificamente la proenzima inactiva Plasmindgeno (glicoproteina de
92 kDA) en una enzima activada que es la Plasmina (25 kDA) que es capaz de
disolver la malla de fibrina de los coagulos. El plasminégeno posee en el extremo
terminal un acido glutdmico y la proteolisis ocurre entre las Lys 77 y Lys 78,
brindandole caracteristicas conformacionales y distinta afinidad por la fibrina.

El tPA es una glicoproteina sintetizada principalmente por células
endoteliales. Esta molécula tiene una estructura aminoterminal en forma de dedo
con la cual logra una mayor afinidad por la fibrina. El tPA circulante es el
encargado principal de la fibrindlisis sistémica, o sea, la lisis de los codgulos de
fibrina intravasculares.

El uPA interviene en procesos de degradacion y remodelacion de las
matrices tisulares durante la remodelacion mamaria, la lactancia, la ovulacion, la
cicatrizacion de heridas, la invasion tumoral y metastasica, etc. Al principio es un

pro-uPA que es clivado por la calicreina y la misma plasmina para dar el
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polipeptidicas A (24 kDa) y B (30 kDa) unidas por un puente disulfuro. La
cadena A posee segmentos homélogos a fibronectina, Pg y protrombina, y un
dominio similar al factor de crecimiento epidérmico que interactia con el
receptor de membrana del uPA. La cadena B es el dominio catalitico de la
enzima y posee homologias con los sitios activos de otras serinoproteasas. La
extensiva degradacion 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 invasion tumoral se observa que las células
tumorales producen uPA y ademas sobrexpresan el receptor de uPA que es una
proteina altamente glicosilada de 50 a 65 kDa en los humanos y que esta unida a
la superficie de la membrana plasmatica mediante un anclaje por
glucosilfosfatidil inositol (GPI).

Se sabe que la capacidad invasora de las células tumorales esta gobernada
por la cascada proteolitica iniciada por el uPA. Las interacciones entre el tumor y
las células del estroma controlan los dos sistemas de proteasas responsables de la
protedlisis fuera de la célula, ellos son el uPA/uPA receptor/plasmindgeno y las
MMPs. El uPA estromal 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 sanguineos 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 degradacion del coldgeno I fibrilar y del colageno 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 plasmindgeno se encargan de balancear esta situacion. Los
inhibidores naturales especificos de los activadores del plasminégeno (PAls)
pertenecen a la superfamilia de las Serpinas. Esta superfamilia incluye PAI-1,

PAI-2, PAI-3, a-1-antitripsina, antitrombina III, proteasa Nexina-1.
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Las células endoteliales normalmente sintetizan uPA, tPA y sus
inhibidores, de los cuales el PAI-1 es el mas caracterizado. Se ha encontrado que
la secrecion de tPA en el endotelio involucraria la activacion de la proteina
quinasa C en forma independiente a los niveles de calcio intracelular y seria
inhibida por IL-1 y por el TNF, mientras que la secrecion del PAI-1 seria
estimulada por ambas proteinas. Esto nos indica que existe un mecanismo de
regulacion y una secrecion coordinada del tPA y de su inhibidor PAI-1 (Newby

& Henderson, 1990).
La regulacion de la angiogénesis

La protedlisis extracelular es considerada como un importante regulador
bioquimico y celular de la neovascularizacion, la morfogénesis vascular, de la
invasion vascular y tumoral y del establecimiento y crecimiento metastasico. Se
ha encontrado una correlacién entre la densidad de nuevos vasos existente en un
tumor parental con su capacidad metastasica. También se ha estudiado que la
inhibicion de la angiogénesis estaria asociada a la supresion de metastasis
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 invasion celular requiere de la produccion de proteinasas.

El uPA es una de las moléculas claves en la protedlisis de la matriz
extracelular producida en la superficie celular de las células capilares endoteliales
y las células tumorales. Los macrofagos asociados al tumor secretan citoquinas
como la IL-1B, el TNF-a, el bFGF y el VEGF que inducen una regulacion
positiva del uPA y de su receptor (UPAR) en las células endoteliales. Esta
expresion contribuye indirectamente a una mayor angiogénesis tumoral (Mazar et
al., 1999). También se ha encontrado que la formacion de tibulos vasculares es
dependiente en los primeros pasos de la actividad catalitica del uPA. En ensayos
realizados sobre matrices de fibrina se encontré que los retinoides estimulan la

formacion de tibulos endoteliales y que la adicion de uPA aumentaba dicha
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formaciéon. En el mismo sistema, las hormonas testosterona y dexametasona
inhiben la formacion de los tubulos y esa inhibicion podia ser revertida por el
agregado de uPA al sistema (Lansink et al., 1998).

La angiogénesis requiere también de las metaloproteinasas para la
digestion de las matrices extracelulares que se encuentran debajo de la capa de
células endoteliales de los vasos sanguineos. Como ya hemos visto, la
neovascularizacion consiste en una secuencia de eventos que incluye la
disolucion de la membrana basal, la migracién y proliferaciéon de las células
endoteliales, la formacion de los capilares vasculares y la formacién de nueva
membrana basal. La membrana basal, una membrana especializada rica en
colageno tipo IV y en laminina que subyace debajo de las capas de células
endoteliales, la matriz intersticial rica en colagenos tipo 1 y III, y el colageno tipo
II en el cartilago son fragmentados durante el proceso de formacién de nuevos
vasos sanguineos.

Los colagenos son las proteinas mas asociadas al proceso de angiogénesis
y se han identificado a las colagenasas como esenciales para los primeros pasos
de la neovascularizacion. Para la formacion de una rama, la fragmentacion del
colageno 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 formacion capilar.
El VEGF induce la expresion de la colagenasa intersticial (MMP-1) en células
endoteliales humanas y la MMP-1 es la responsable del inicio de la degradacion
de los colagenos intersticiales tipo I y III.

Aunque las células endoteliales secretan MMP-1, MMP-2, MMP-9 y
MT1-MMP; las més involucradas por el rol que desempeiian en la angiogénesis
son la MMP-2 y la MT1-MMP. En general las metaloproteinasas son secretadas
como zimodgenos, pero la MT1-MMP se encuentra pegada a la superficie celular
y es procesada, antes de su localizacion superficial, mediante un mecanismo
dependiente de furina.

Se han realizado tratamientos de células endoteliales con pro-MMP-2

exogena y se ha observado la induccion de un cambio morfogénico consistente
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con una respuesta angiogénica (la formacion de tubulos capilares). Una vez
obtenida una meseta, el exceso de MMP-2 revertia la formacion de los tubulos.
Estos efectos eran dependientes de la actividlad MMP-2 y eran inhibidos por el
TIMP-2. Esto sugiere que la pro-MMP-2 exdgena era activada por las células
endoteliales.

Se encontrd que la expresion y activacion de la MMP-2 estan coordinadas
con un aumento en la transcripcion y expresion de MT1-MMP. Actualmente
existe un modelo de activacion de la pro-MMP-2 mediada por la MT1-MMP que
involucra ademas un receptor para el TIMP-2 (Morgunova et al., 1999). Ademas,
parece ser que la activacion de la sintesis de la MMP-2 es mediada por integrinas
como o,f3; 0 ayP;. A su vez, las actividades de la MMP-2 y del TIMP-2 estan
diferencialmente reguladas por la trombospondina y sus péptidos en el endotelio
(Taraboletti et al., 2000). Algunos estudios sugieren que la activacion de la pro-
MMP-2 mediante la MT1-MMP es critica (Toth et al., 2000) para la invasion de’
las matrices de colageno tipo I y que la MT1-MMP sola es esencial para
atravesar la matriz provisoria que rodea a los débiles vasos. Igualmente, ain no se
sabe si otras MMPs u otros sistemas proteasicos colaboran o compensan las
actividades de la MMP-2 y la MT1-MMP (Stetler-Stevenson, 1999).

Se han realizado estudios con ratones deficientes en MMP-9. En el
desarrollo, estos ratones mostraron fallas en la vascularizacion y apoptosis en el
crecimiento temprano de la placa esquelética. Cuando estos ratones se cruzaron
con animales en los cuales la expresion de la MMP-9 coincidia con la activacion
de un cambio angiogénico durante la formacion tumoral, la pérdida de MMP-9
suprime la tumorigénesis.

Quizas, exista en la actualidad un nuevo paradigma del rol de las MMPs
en la angiogénesis. Uno de los mas potentes inhibidores naturales de la
angiogénesis es la angiostatina, la cual se ha demostrado que suprime la
formacion de metastasis por carcinoma de pulmén 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 generacion de angiostatina en el carcinoma de pulmén de
Lewis, que la MMP-7 y la MMP-9 son capaces de hidrolizar plasminogeno
humano para generar fragmentos de angiostatina. Si bien la especificidad, la
éficiencia, los sitios exactos de clivaje, las actividades biologicas 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.

Protéolisis y enfermedad

La actividad proteolitica se encuentra alterada en un gran nimero de
enfermedades del ser humano: enfermedades vasculares, desordenes tromboticos,
hipertension, osteoartritis, enfermedades degenerativas cronicas y cancer. Por
otra parte, muchos organismos que parasitan al hombre -schistosomas,
leishmanias, trypanosomas- liberan enzimas proteoliticas para infectar los tejidos
del huésped e inclusive, una proteasa interviene en los mecanismos de infeccion
del virus del sida. Mas alla del efecto degradatorio propio de cada proteasa, las
mismas intervienen en fendmenos de activacion en cascada de las proenzimas
presentes en el espacio extracelular. De tal manera que, en conjunto, despliegan
una accidn proteolitica amplia y muy eficiente (Tabla 5.2).

Si bien las proteasas son indispensables para la remodelacion tisular, se
requiere de una delicada modulacion que llevan a cabo inhibidores especificos.
La actividad proteasica desmedida, sin el balance de la correspondiente actividad
inhibitoria (proteasas>inhibidores), puede conducir a la destruccién tisular e
invasion celular, como ocurre en los primeros pasos de la cascada metastasica.
En cambio, cuando existe una excesiva actividad inhibitoria
(inhibidores>proteasas) se produce un depésito desmedido de matriz extracelular,
denominada genéricamente fibrosis. Este proceso guarda algunas similitudes con
la reaccion desmoplasica que suele acompaiiar a ciertos tumores y a varias

infecciones parasitarias cronicas. En cierta forma, los tejidos del huésped
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reaccionan intentando “encapsular” el foco patologico que induce la destruccion
de estructuras normales. Se establece una “zona de choque”, en este caso entre el
parasito y la matriz sintetizada por el organo huésped. Los inhibidores
protedsicos permiten un mayor depdsito de estroma y llevan a la encapsulacion
del parasito, al igual que en ciertos procesos neopldsicos facilitan la
encapsulacion del tumor primario (Gomez et al., 1999).

La formacion y degradacion 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 acumulacion de matriz ocurre
cuando la sintesis excede la degradacion; la inflamaciéon cronica, una
consecuencia comun de muchas infecciones parasitarias, es un potente factor
promotor de fibrosis. Por el contrario, en la progresion tumoral uno de los pasos
centrales es la disolucion de la matriz y en particular de las membranas basales.
La participacion de los mismos elementos celulares y semejantes sistemas
enzimaticos sugiere la existencia de un mecanismo regulatorio diferente, dando
lugar a procesos fisiopatologicos opuestos. El anélisis de esa regulacion en las
enfermedades parasitarias puede ser de enorme utilidad en la comprension de la
modulacion de los patrones degradativos que caracterizan a los tumores
malignos. Eventualmente, podria constituirse en un elemento a tener en cuenta en

el disefio 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
Neoplasicas Invasion y metastasis Uroquinasa
Metaloproteinasas
Infecciosas Parasitarias Cisteinoproteinasas
Metaloproteinasas
Bacterianas Penicilasa
Virales Proteasa del HIV
Hematologicas Trombosis Trombina
Respiratorias Enfisema Elastasa leucocitaria
Nerviosas Enfermedad de Alzheimer Metaloproteinasas
Inflamatorias Artritis reumatoidea Colagenasas
Cardiovasculares Hipertension Enzima convertidora de

angiotensina




87

Perspectivas terapéuticas

La enzima MMP-2 no esta 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 degradaciéon del colageno de la
rﬁembrana 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 estan probando varias estrategias, existen al menos seis
inhibidores sintéticos de las MMPs que se encuentran en fases clinicas. El
Marimastat por ejemplo, se encuentra en fase I/II/IIl y demuestra seguridad y
tolerancia, aunque tiene como efecto adverso una toxicidad reversible en el
musculo esquelético.

El esclarecimiento de la forma y cuando, donde y como la actividad de las
MMPs esta involucrada en el fenotipo angiogénico tiene enormes implicancias
para la terapia contra el cancer, dado que la angiogénesis es necesaria para el

crecimiento tumoral y metastasico.



Capitulo VI:

El inhibidor tisular de metaloproteinasas tipo 1

(TIMP-1)
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TIMPs: una familia de inhibidores naturales de las metaloproteinasas de matriz

Los inhibidores de las metaloproteinasas (TIMPs) desempefian un rol
fundamental en la regulacién de la homeostasis de la matriz extracelular mediante el
control de la actividad de las metaloproteinasas de matriz (MMPs). Algunos TIMPs
poseen otras funciones ademas de inhibir la actividad de las MMPs que afectan la
proliferacion celular y la sobrevida. Se han estudiado las funciones de los TIMPs en
el cancer y se ha encontrado que dichas moléculas actian en los procesos de
crecimiento tumoral, invasion, metastasis y angiogénesis.

La matriz extracelular aporta sefiales para las células y también es el
reservorio de muchas moléculas, como las citoquinas y los factores de crecimiento,
cuya disponibilidad temporo-espacial estd regulada por diversos mecanismos.
Durante la remodelacion tisular, el desarrollo de los 6rganos, la neovascularizacion y
la reparacion de heridas la matriz es degradada y en este proceso intervienen
moléculas como las interleuquinas, el factor de crecimiento transformador (TGF-B 1)
y el factor de crecimiento hepatocitario (HGF). El TGF-B1, por ejemplo, actia
mediando la desmoplasia y la fibrogénesis. La misma molécula induce un aumento
en la regulacion tanto del inhibidor tisular de las metaloproteinasas (TIMP) como de
la MMP-2 (Schuppan et al., 1994).

La homeostasia de la matriz extracelular estad controlada por un delicado balance
entre las proteinas de la matriz, la produccion 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 mamiferos
(Blavier et al., 1999). Los cuatro miembros expresan actividad inhibitoria de las
metaloproteinasas y poseen propiedades estructurales y funcionales en comin,

incluyendo una estructura primaria con 12 residuos cisteina conservados (Gomez et
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al., 1997) que forman seis puentes disulfuro. El dominio N-terminal contiene la
region de mayor homologia entre los cuatro miembros y es la responsable de su
actividad antimetaloproteinasa. Este dominio posee residuos que interaccionan con
el bolsillo de pegado de Zn>* de las MMPs activas. Las diferencias de secuencias en
el dominio N-terminal entre los TIMPs estan preferencialmente localizadas en las
regiones de los loops y serian las responsables de las propiedades particulares de los
distintos TIMPs. El dominio C-terminal es mas variable entre los distintos miembros
y se pega al dominio hemopexina de las distintas proMMPs, permitiendo la
formacién de los complejos TIMP-proMMP que retienen actividad anti MMP. Se ha
reportado, por ejemplo, que existe una parcial independencia entre la actividad
catalitica y la capacidad de unir TIMP-1 de la MMP-9; se ha demostrado
experimentalmente que, una MMP-9 mutante que no poseia actividad gelatinolitica
fue capaz de unirse al TIMP-1 (Roeb et al., 2000).

A pesar de las diferencias estructurales aiin no se conoce si los TIMPs
desarrollan roles diferentes y especificos en el control de la remodelacion de la
matriz extracelular. Se ha analizado la expresion temporo-espacial de los TIMPs en
6rganos de ratones adultos y durante el desarrolio embrionario murino y se ha
encontrado que algunos TIMPs tendrian un papel 6rgano especifico. La Tabla 6.1
resume las caracteristicas de los cuatro inhibidores de las metaloproteinasas
descriptos hasta ahora.

Los cuatro TIMPs poseen un 40% de identidad de secuencia incluyendo las
12 cisteinas conservadas y sus dos dominios terminales. Todos los TIMPs poseen
una secuencia consenso VIRAK en el dominio NH2-terminal que es el necesario
para la actividad inhibidora de las MMPs. Ademas poseen una secuencia de inicio
de 29 aminoacidos que seria eliminada por clivaje y asi se produciria la proteina

madura.



Tabla 6.1. Caracteristicas de los miembros de la familia de TIMPs
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Caracteristicas TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Localizacion
cromosomica en Xp!l1.23- 17q23-17q25 22q12-22ql3 3p25
humanos Xpll.4
mRNA (kb) 09 35,10 5.0,26,24 1.4
Proteina (kDa) 28.5 21 21 22
Inhibicion de la
invasion tumoral + + + +
Promotor del
crecimiento + + n.d. n.d.
Inhibicion de la
apoptosis + n.d. n.d. n.d.
Inhibicién de la
angiogénesis + + + +
Referencias Huebner ef al. 1986 DeClerck ef al. Apte et al. 1994 Olson ef al. 1998

Spurr et al. 1987
Gomez et al. 1997

1992 and 1994

n. d.: no hay datos
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Todos los TIMPs forman estrechos complejos con las MMPs con una estequiometria
de 1:1 y ellos poseen una leve selectividad contra los diferentes tipos de matrixinas,
excepto el TIMP-1 que no inhibe la MTI-MMP y la MT2-MMP. Se ha reportado
ademas que el TIMP-1 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 encontré que existia una
interaccion especifica 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-terminal 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 TIMPs unidos a las MMPs
pueden inhibir a otras metaloproteinasas y la activacion de la pro-MMP en el
complejo requiere del bloqueo del dominio N-terminal libre del TIMP por las

MMPs, de lo contrario, la forma activada es rapidamente inhibida por el TIMP.

TIMP-1 y evolucion

Los arboles filogenéticos y la comparacion de las secuencias homologas entre
las secuencias de los cuatro TIMPs y otras proteinas han demostrado que existen
proteinas homologas a los TIMPs de mamiferos en pollos, anfibios, peces, insectos y
en C. elegans. Se ha identificado en Drosophila el gen TIMP en el intron de la
sinapsina. El analisis de secuencia reveld que existia un 35% de identidad con los
TIMPs humanos. Ademas, se reportd que en humanos el gen de TIMP-3 esta
codificado dentro del intrén V del gen de la sinapsina III en el cromosoma 22.
También se han encontrado evidencias que el gen humano de la sinapsina IV esta
localizado cerca del gen del TIMP-2 en el cromosoma 17 y ademas, se especula que
el gen humano de TIMP-4 estaria localizado en el intron 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
caracteristicas en comtun, cada uno de los inhibidores cuenta con caracteristicas
propias que, a su vez, difieren entre las distintas especies animales. El TIMP-3 de
pollo no esta glicosilado, pero los TIMP-3s de ratén y humano son glicoproteinas. El
TIMP-3 posee propiedades unicas: esta estrechamente unido a la matriz extracelular,
su sobrexpresion en células del musculo liso induce apoptosis y mutaciones

generadas en su dominio C-terminal (Nagase et al., 1999; Brew et al., 2000).

El TIMP-1: una molécula multifuncional

Como hemos visto los diferentes miembros de la familia de los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas poseen algunas caracteristicas propias y otras
comunes a todos. Dada la gran diversidad de funciones de estos inhibidores, atin no
se han llegado a esclarecer todos los mecanismos de accion que desarrollan los
mismos en la biologia celular. Se ha reportado que los TIMPs poseerian roles
paraddjicos en la progresion tumoral, lo cual hace que sean moléculas de especial
interés para el estudio de posibles blancos para combatir tanto el céncer como
diversas enfermedades.

En los ultimos afios, a partir de los estudios realizados sobre los efectos del
inhibidor tisular de metaloproteinasas TIMP-1, se ha considerado al TIMP-1 como
una proteina multifuncional con diversos efectos biologicos (Tabla 6.2), (Figura

6.1).



Tabla 6.2. Funciones reportadas para ¢l TIMP-1

» Inhibe las formas activas de las MMPs

» Se pega a la proforma de 1a MMP-9

* Participa en la remodelacién tisular embrionaria del hueso

» Interviene en la esteroideogénesis gonadal

* Actiia en la ovulacion, el embarazo y el parto

* Inhibe la invasién tumoral y la metéstasis en modelos experimentales

» Posee actividad de factor de crecimiento, como la de potenciador
eritroide (EPA)

Inhibicién de las MMPs
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Figura 6.1. Esquema de las funciones reportadas del TIMP-1. (Modificado de Gomez et al., 1997)
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Estructura y funcién

El TIMP-1 fue originalmente aislado de hueso de conejo y fue caracterizado
como un inhibidor de colagenasa (Sellers et al., 1977). Inicialmente, el TIMP-1
humano fue purificado del fluido amniético (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
cromatografia de inmunoafinidad y filtracién por gel el TIMP-1 del plasma humano
y caracterizaron a la proteina con los inhibidores anteriormente encontrados.

El TIMP-1 es producido y secretado por una gran variedad de tipos celulares
del organismo. La molécula consiste en 184 aminoacidos que incluyen 12 residuos
de cisteinas involucradas en la formacion 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 C13-C124 y C127-174. En el
dominio COOH-terminal de la molécula esta el puente entre C132-C137 y C145-
C166. Las secuencias completas y parciales de once TIMPs han sido alineadas para
obtener la maxima homologia y se ha analizado el grado de divergencia, de este
estudio se obtuvo que la secuencia mas conservada esta formada por los primeros 20
residuos de la region NH2-terminal (Bodden ef al., 1994). Mediante analisis de
secuencias, estudios de mutagénesis dirigida y el uso de anticuerpos monoclonales y
péptidos se han identificado los dominios funcionales del TIMP-1 y los sitios
multiples de contacto con la colagenasa MMP-1.

Es importante destacar que el TIMP-1 es una proteina extensamente
glicosilada. La forma no glicosilada del TIMP-1 tiene una masa molecular de
aproximadamente 20 kDa y la forma glicosilada es de 28.5 kDa, aunque
dependiendo del grado de glicosilacion puede alcanzar entre 30 y 34 kDa. Se ha
reportado que el TIMP-1 recombinante totalmente glicosilado producido en el
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sistema de baculovirus inhibi6 la degradacién in vitro del colageno tipo I (Gomez et

al., 1994).

Regulacion

Algunos trabajos realizados indican que la estromelisina 1 y el TIMP-1
estarian regulados coordinadamente por una variedad de estimulos, pero ain no esta
claro si la expresion de MMP y de TIMP podria ser independiente o reciprocamente
reguladas.

El TGF-B1 es un mediador que induce el depoésito de tejido conectivo por los
fibroblastos y las poblaciones celulares del hueso, suprime la sintesis de colagenasa
mientras que aumenta la expresion del TIMP-1 y de la gelatinasa de 72 kDa. Otras
citoquinas como IL-1P, el EGF, el FGF y el promotor tumoral TPA aumentan
coordinadamente la colagenasa, la estromelisina 1 y el TIMP-1. El aumento en los
niveles de TIMP-1 anularia la promocion del fenotipo celular de reabsorcion
(Overall, 1994).

Se ha demostrado en fibroblastos humanos sinoviales que la expresion de
MMP-1, MMP-3 y TIMP-1 estan coordinadas a través de una serie de vias en comin
de sefiales citoplasmaticas, de elementos reguladores en cis y de factores nucleares
activadores en trans (DiBattista et al., 1995). La IL-1pB induce la expresion de TIMP-
1 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), pareceria
que las sefiales asociadas a PKA y a la proteina quinasa C (PKC) tendrian efectos
opuestos en la expresion y la secrecion de TIMP-1 (DiBattista et al., 1995).

La oncostatina M, como la IL-6 y el factor inhibitorio de leucemia inhibirian

la actividad MMP mediante la estimulacion especifica de la expresion del TIMP-1
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(Richards et al., 1993). Otro agente estimulador es el acido retinoico, mientras que
la concavalina A y la dexametasona son agentes supresores de la expresion de
TIMP-1.

Es necesario resaltar que, aunque la regulacion de la expresion de MMPs y de
TIMPs sea reciproca 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
caracteristica regulacion que permite el balance adecuado entre las MMPs y los
TIMPs, cuyo resultado es la remodelacion tisular.

El gen de TIMP-1 posee un promotor TATA-less y estd compuesto por seis
exones. El promotor contiene multiples elementos en la regiéon 5° del gen,
incluyendo un elemento respondedor a TPA (TRE) y sitios AP-1, SP-1 y ets
(Edwards et al., 1992). Ademas, se ha identificado un elemento respondedor a IL-
6/oncostatinaM en el promotor del TIMP-1.

Se han publicado escasos trabajos sobre el control hormonal de los TIMPs. Se
ha demostrado que la combinacion de progestinas y estradiol aumentaba la
produccion del TIMP en fibroblastos cervicales de ttero. En los foliculos
preovulatorios, el TIMP esta 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. Ademas, la

gonadotrofina coridnica estimula la expresion de TIMP-1 en el ovario (Gomez ef al.,

1997).

Inhibicién de la angiogénesis

El proceso de angiogénesis involucra la migracion endotelial, la adhesion y la
degradacion de la membrana basal subendotelial. En bioensayos se ha observado que

el TIMP-1 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 TIMP-1. El efecto del TIMP fue mediado, al menos en parte, por la inhibicion
de la migracion de las células endoteliales. La accion del TIMP en las respuestas
angiogénicas podria estar relacionada con el bloqueo de la liberacion de factores
angiogénicos pegados a la matriz o a la inhibicién 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).

Factores angiogénicos

unidos ala matriz TIMP - proteasas
/ endoteliales
1 - liberacién proliferacién
Factores__, q_/&,\ » Aumenta la
angiogénicos \f? actividad MMPs
EC \
migracion

Figura 6.2. Modelo de accién del TIMP en la angiogénesis

La adicion de anticuerpos contra las MMPs hizo disminuir el drea de red
tubular endotelial en ensayos de angiogénesis in vitro realizados con Matrigel.
Ambos inhibidores de metaloproteinasas TIMP-1 y TIMP-2 también hicieron

disminuir la formacién de tibulos. Las colagenasas tipo IV y los TIMPs modularon
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la morfogénesis endotelial in vitro. El agregado de los anticuerpos anti-colagenasas
y de los TIMPs al iniciar los cultivos hizo que la inhibicién sea mayor, indicando
que la actividad metaloproteasica seria importante en los primeros pasos de la
morfogénesisis (Schnaper ef al., 1993). Por otra parte, el TIMP-1 también bloquea la
invasion de las células endoteliales en la membrana amnioética.

Ademas, se ha demostrado que la inhibicion de la angiogénesis in vitro
mediada por TIMP-1 recombinante generado en un sistema de baculovirus no
dependia de la funcion antiproteasica del TIMP-1 (Thorgeirsson et al., 1996).

Todos los resultados indican que los TIMPs estarian involucrados en diversos
pasos del proceso de angiogénesis: inhibiendo la migracion endotelial, bloqueando
la liberacion de factores angiogénicos de los reservorios de la matriz extracelular e

inhibiendo la degradacion de la matriz.

Actividad de factor de crecimiento

El TIMP-1 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 TIMP-1 y el TIMP-2 sobre varias lineas
celulares. Se han estudiado las estructuras y funciones de las dos moléculas y se ha
concluido que las actividades EPA y las actividades antiprotedsicas se encuentran en
dominios distintos y pareceria que el efecto promotor del crecimiento estaria
directamente mediado por receptores de la superficie celular. Se ha demostrado que
el TIMP-1 y el TIMP-2 a las concentraciones que expresaban actividad de factor de
crecimiento, indujeron fosforilaciéon en tirosina, activaron la MAP quinasa y
estimularon la sintesis de ADN en la ausencia de otros factores de crecimiento

exogenos (Yamashita et al., 1996).
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Efecto sobre la morfogénesis celular

Anteriormente se ha demostrado en numerosos sistemas celulares que el
TIMP-1 y el TIMP-2 inducen cambios en la morfologia celular. Se ha demostrado
que el TIMP-1 es importante para la proliferacion epitelial, la ramificacion durante
el desarrollo mamario murino y en la involucién mamaria el TIMP-1 mantiene
elevados los niveles de caseina y retrasa la regresion alveolar (Talhouk et al., 1992).
Recientemente se ha analizado 1a expresion temporo-espacial de todos los TIMPs
durante las distintas fases del desarrollo mamario. El inico mRNA cuya expresion
estuvo limitada fue el de TIMP-1, su expresion depende de un estado de alta
proliferacion epitelial. Se describié una baja regulacion del TIMP-1 derivado del
epitelio en ratones transgénicos y se analizd también la integridad de la matriz
extracelular. Los autores concluyeron que los TIMPs poseen una funcién integral en
la morfogénesis mamaria y que el TIMP-1 regula la proliferacion 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 ¢l fen6meno 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-
1, 2 y 3 en el fluido amniético y se ha sugerido que la digestion de la matriz
extracelular y Ia remodelacion, soportada por el balance entre los TIMPs y las
proteasas, dispararia la apoptosis y de alguna manera aumentaria las ramificaciones

tisulares (Riley et al., 2000).
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Rol en la esteroideogénesis gonadal

La esteroideogénesis gonadal es regulada por la hormona luteinizante (LH),
hormona foliculo estimulante (FSH) y por factores locales. Este factor fue
caracterizado como un complejo proteico de 70 kDa secretado por las células de
Sertoli de ratas (Boujrad ef al., 1995). El complejo, compuesto por proteinas 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 expresién de la proteina
de 28 kDa, la cual fue identificada como TIMP-1 (Ulisse et al., 1994) y la proteina
de 38 kDa como procatepsina L. Entonces el complejo TIMP-1 y procatepsina L
constituyen un potente activador de la esteroideogénesis estando involucrados en la
regulacion del desarrollo de las células germinales en hembras y machos. Por otra
parte, cabe destacar que se ha reportado que las células de Sertoli secretan TIMP-2
que estaria involucrado en la reestructuracion y la migracion de las células

germinales durante la espermatogénesis (Grima et al., 1996).

Consideraciones y perspectivas

El TIMP-1 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 TIMPs resultaria en una excesiva
degradacion que se veria reflejada en la invasion tumoral y la formacién de
metastasis. Ademas, el TIMP-1 posee efectos paraddjicos sobre la progresion
tumoral; inhibe la apoptosis y desempeiia un rol fundamental en el mantenimiento de
la hemostasia tisular. Estos aspectos del TIMP-1 seran analizados mas adelante

dentro del analisis de la vascularizacion tumoral.
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Recientemente Hofmann y colaboradores han descripto detalladamente la
relacion entre el balance de las MMPs y los TIMPs en la progresion del melanoma
humano; especificando cuél es el aporte de las células estromales y el de las
tumorales. Igualmente restan estudiar los mecanismos que llevan a la estimulacion
de cada tipo celular a liberar dichas moléculas y que gobiernan la interaccion entre
las células normales del huésped y las tumorales (Hofmann et al., 2000).

En la actualidad existen diversos ensayos clinicos que estan evaluando la
utilidad de numerosos inhibidores sintéticos de las metaloproteinasas para combatir
la progresion tumoral. El TIMP-1 es considerado una molécula multifuncional y
posee efectos paradojicos sobre distintos sistemas celulares. Esto hace que el TIMP-
1 sea una molécula de especial interés para el estudio de nuevas estrategias para
combatir algunas enfermedades como el cancer y la artritis reumatoidea. El avance
en el esclarecimiento de los distintos mecanismos de accién del TIMP-1 ayudara a
diseiiar nuevas terapias alternativas que llevaran una mejor calidad de vida para los

pacientes.



Capitulo VII:
Modelos experimentales de estudio

in vitro € in vivo de la angiogénesis
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En los dltimos afios el estudio de la angiogénesis ha sido considerado una
prioridad en muchos institutos de investigacion. 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 metastasis.

En los paises desarrollados mas de la mitad de las muertes totales de la
poblacion se producen por cancer o enfermedades cardiovasculares. Ademas,
algunas de las enfermedades oculares que causan ceguera también involucran un
descontrol en el proceso angiogénico.

Dado que la regulacion del crecimiento de los vasos sanguineos es de gran
importancia en muchas enfermedades, se han utilizado metodologias ya conocidas y
otros protocolos muy novedosos para estudiar la angiogénesis y sus mecanismos y
asi poder disefiar nuevas estrategias antiangiogénicas. En esta seccion se hace una

pequeiia resefia de los protocolos experimentales mas utilizados.

Purificacidn y cultivos de células endoteliales

Desde hace afios los cultivos celulares han servido para estudiar los diversos
pasos del proceso de angiogénesis. Se han desarrollado diferentes protocolos para la
purificacion de células endoteliales de distintos organos como la de células
endoteliales de higado mediante la digestion enzimatica con colagenasa, pronasa o
ambas. Los distintos protocolos de purificacion 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 rapido y reproducible para la obtencion de
poblaciones puras de células endoteliales de higado. Este método se basé en la union

covalente de la Evonymus europaeus agglutinina (EEA) a particulas magnéticas de
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poliestireno, las cuales sirvieron para purificar endotelio de higado de mono del
resto de las células del higado mediante un gradiente de Percoll. Se obtuvieron
células endoteliales de higado de mono altamente puras. Como en todas las
purificaciones de células endoteliales, luego de la purificacion se dejaron crecer las
células hasta llegar a confluencia y se analizaron distintas propiedades para la
identificacion de las células endoteliales. Se estudiaron las caracteristicas
morfologicas, la capacidad de incorporar LDL acetilado, la expresion de Factor VIII
y se midi¢ la actividad de la enzima convertidora de angiotensina. Todos estos
parametros sirvieron para la identificacion 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 xenobiéticos. Los sistemas celulares
ofrecen ciertas ventajas sobre los modelos in vivo para evaluar los efectos toxicos de
los quimicos. Usando este modelo se pueden realizar muestreos secuenciales y
pueden evaluarse los cambios dependientes del tiempo. Se han evaluado los efectos
toxicos de la acroleina en cultivos de endotelio vascular y células de musculo liso.
La acroleina es un aldehido alifatico toxico, producto de la oxidacion 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 morfologicos, la liberacion de lactato deshidrogenasa y el
contenido de tioles fueron los indices de citotoxicidad utilizados (Ramos & Cox,
1987).

Los primeros modelos de angiogénesis in vitro consistian en el crecimiento de
células endoteliales, sus ramificaciones y la formacion de los capilares a partir de
fragmentos de tejidos (muisculo abdominal de ratén, retina de vaca o de cerdo)
cultivados sobre colageno. En estos sistemas se ensayaron las primeras drogas

antiangiogénicas como el amiloride y se determinaron los efectos del mismo sobre la
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formacion de capilares sanguineos, la proliferacion y la migracién endotelial
(Alliegro et al., 1993).

Como ya hemos comentado, la angiogénesis es un proceso de multiples
pasos, entre otros: retraccion de los pericitos de los capilares que estan por
proliferar, degradacion de la matriz extracelular, migracion y proliferacion de las
células endoteliales, diferenciacion para formar los tibulos capilares y el inicio del
flujo sanguineo en los nuevos capilares. En la bisqueda de nuevas estrategias
terapéuticas uno puede bloquear el proceso en cualquiera de los pasos (Bicknell &
Harris, 1992).

En los Gltimos afios se han utilizado ensayos mas sencillos para evaluar la
angiogénesis in vitro con el empleo de células purificadas o de lineas 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.

Vascularizacion en membrana corioalantoidea de embrion de pollo (CAM)

En este método se cultivan los embriones de pollo y los de un dia de
fertilizados se incuban durante 72 horas a 37°C. Al cuarto dia, se separa de la
cascara el contenido entero sin dafiar y se coloca en plastico de cultivo en camara
humeda a 37°C. Tras 48 horas de cultivo, en los embriones de 6 dias, se colocan
trozos de colageno con la droga a ensayar sobre el borde de la membrana
corioalantoidea para poder evaluar el efecto de la droga sobre la vascularizacion tras
determinada cantidad de horas de exposicion. Luego se promedian las cantidad de
vasos en las dreas contadas. Se ha reportado que el acido acético flavonico causa la

regresion de algunos tumores sélidos implantados en forma subcutanea en ratones y
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mediante el ensayo CAM se ha demostrado que este compuesto reduce la
vascularizacion (Lindsay ef al., 1996).

Este ensayo puede ser utilizado también para caracterizar nuevas proteinas
angiogénicas como la proteina Del 1. Recientemente se ha caracterizado esta
proteina de la matriz extracelular que es expresada durante el desarrollo. Se ha
generado la proteina recombinante en el sistema de baculovirus y se encontré que la
proteina Del 1 favorece la adhesion y la migracion de células endoteliales
dependiente de la integrina avP3. Ademas, mediante el ensayo de CAM se demostrd

que la proteina Del 1 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 in vitro

En este ensayo se evalla la capacidad de las células endoteliales de formar
una red tubular cuando son cultivadas sobre Matrigel™. El Matrigel™ es un
extracto de proteinas de membrana basal con el cual se recubre la superficie plastica
a utilizar y se la deja gelificar. Luego se siembra la suspension 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 dia se observan
los tubulos de células endoteliales. Este ensayo es practico y permite analizar
sustancias que estimulan o inhiben la angiogénesis. Transcurrido el ensayo pueden
tomarse fotografias y contar la cantidad de tibulos en una determinada area.
Ademas, mediante el agregado de anticuerpos especificos se puede estudiar el rol de

determinadas proteinas en la formacion de los tibulos (Pollman et al., 1999).
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Interaccion endotelio-tumor

Las moléculas de adhesion que intervienen en las interacciones entre los
leucocitos estan bastante estudiadas, pero ain 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 afios se han ido desarrollando diversos métodos para €l estudio de la
adhesion, migracion y transmigracion de las células tumorales sobre el endotelio (Li
& Cheng, 1999) y para determinar cuales eran algunas de las moléculas
involucradas. En algunos ensayos de adhesion simplemente se realizé 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 adhesion empleaba el marcador
fluorescente 6-CFDA para cuantificar la adhesion de las células de melanoma a
monocapas de HUVEC activadas con TNF-a (Price ef al., 1995). Otro método para
estudiar la adhesion de las células tumorales a las monocapas endoteliales empleaba
el marcado de las células tumorales con Cr-51. Tras el tiempo de incubacidn, las
células no adheridas eran lavadas y las células remanentes eran lisadas y se
determinaba el procentaje de células tumorales pegadas. En estos protocolos se
agregaron diversos anticuerpos para determinar cuales eran las moléculas de

adhesion involucradas en la interaccion endotelio- tumor (Bliss ef 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 subcutanea en ratones
se reconstituye en gel y sostiene una intensa vascularizacidn cuando es

suplementado con factores angiogénicos. Para el ensayo se agrega al Matrigel aF GF,
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bFGF, heparina y la droga en estudio. Una vez inyectada en los ratones el Matrigel
gelificado deja una tumoracion que es visible en la piel del raton. Se deja transcurrir
hasta un maximo de 5 dias y luego se sacrifican los animales. Se extrae el Matrigel y
parte del material se puede procesar histologicamente para la deteccion por
inmunohistoquimica del Factor VIII y su posterior cuantificaciéon densitométrica.
Ademas, se puede determinar por un método bioquimico 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 pequefio volumen de medio sin suero y con azul tripan para poder identificar
el sitio de inoculacion. Los ratones se dejan durante 5 dias y transcurrido este tiempo
se sacrifican. Se fotografian las pieles para su posterior analisis densitométrico y
cuantificacion de la cantidad de neovasos en el area de la respuesta del haesped
(Sidky & Auerbach, 1975; Sidky & Auerbach, 1976; Auerbach & Sidky, 1979).

Otro método utilizado es la induccion de angiogénesis por células tumorales
mediante el ensayo de la ubicaciéon de una camara Millipore en el saco de aire
dorsal. La cédmara se rellena con la suspension tumoral y se coloca en forma
subcutdnea en el dorso del raton. La droga a ensayar se le administra a los ratones
durante 4 dias y cumplido ese tiempo se anestesian los animales y se quitan las
camaras. Luego se analiza histologica y densitométricamente el material para evaluar

el efecto de la droga sobre la angiogénesis tumoral (Aonuma et al., 1998).
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La neovascularizacion in vivo puede ser ensayada también en la cornea de un
ratén o rata. Se insertan las bombitas liberadoras con Hydron con bFGF o placebo a
aproximadamente 1.4 mm del limbus temporo-comneal. Se sella la abertura y se
coloca antibidtico para evitar infecciones. A los 5 dias se examinan las cérneas bajo
lampara o estereo microscopio, se toman fotos y se cuantifica la neovascularizacion

producida (Blezinger et al., 1999; Masferrer et al., 2000).

Cuantificacion de vasos tumorales

Diversos estudios clinicos muestran que el nimero de vasos sanguineos
presentes en el seno de un tumor primario puede ser empleado como un indicador de
pronostico independiente de la evolucién de la enfermedad. Ademas, este parametro
se relaciona estrechamente con la capacidad de originar metastasis de neoplasias de
origen muy variado. Se ha postulado que la densidad intratumoral de microvasos
seria mejor que el estado, el grado y el tipo de tumor para predecir la sobrevida libre
de enfermedad, mientras que el estado del tumor serviria para predecir la sobrevida
total. Mediante técnicas inmunohistoquimicas dirigidas contra el factor VIII,
marcador especifico de células endoteliales, es posible identificar y cuantificar la
densidad vascular de un tumor, a fin de establecer estimaciones pronosticas
(Weidner, 1995). Algunos autores sugieren optimizar el método con el empleo de
inmunohistoquimica para el CD31, que corresponde a la molécula de adhesion
PECAM (platelet endothelial cell adhesion molecule), puesto que es mas sensible
como marcador de células endoteliales y reconoce vasos sanguineos muy pequeiios.

La potencial utilidad prondstica 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 patdlogo, por lo cual se estin examinando distintas
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técnicas alternativas que incluyen el analisis de imagen por computadora y los

sistemas de grillas microscopicas.

Nuevos agentes antiangiogénicos

Considerando que las células endoteliales de los vasos sanguineos
intratumorales expresan proteinas que raramente se encuentran en las estructuras
vasculares normales, se estan disefiando 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 investigacion muchos agentes experimentales con
propiedades antiangiogénicas, con el objetivo final de su aplicacion en oncologia. El
agente BB94, un inhibidor sintético de las colagenasas, esta siendo evaluado en
ensayos clinicos. También se investigan ciertos polisacaridos polisulfatados
angiostaticos que inhiben interacciones con el FGF. La unién del heparan sulfato a
las células endoteliales seria determinante en la capacitacién para responder a los
factores de crecimiento y se sospecha que los azicares alterarian este proceso al
competir por los sitios de unién. Entre los polisacaridos sulfatados el compuesto
laminarin sulfato LAMSS se mostré como uno de los antiangiogénicos mas potentes.
Algo semejante se ha comprobado con analogos sintéticos de la suramina. Por otra
parte, los esteroides angiostéticos del tipo del metoxiestradiol, desarrollan un efecto
antiangiogénico independientemente de las interacciones con polisacaridos.

Algunos compuestos que bloquean la angiogénesis basan su accion en los
mecanismos de oxigenacion de los tejidos. Un agente denominado BW12C modifica
la disociacion del oxigeno y podria causar hipoxia en el tumor, potenciando los

efectos angiostaticos de otros agentes. Se describieron factores transcripcionales que
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pueden ser regulados de acuerdo con el grado de oxigenacién de las células, como
ocurre con el gen de la eritropoyetina. Algunos investigadores creen que seria
posible inducir la expresion selectiva de determinados genes en las células
tumorales, puesto que los niveles de hipoxia suelen ser mucho mas profundos que en
los tejidos normales.

La elevacion de la temperatura por encima de los rangos habituales induce un
efecto citotoxico sobre las células tumorales debido a la injuria directa de las
membranas celulares y la degradacion de proteinas. Sin embargo, se conoce que la
hipertermia actia principalmente destruyendo vasos sanguineos intratumorales y
causando necrosis por falta de disponibilidad de oxigeno y nutrientes. A partir de la
formacién de nuevos vasos sanguineos intratumorales, la exposicion a temperaturas
elevadas podria ser seguida por una reconstruccién parcial del tejido canceroso
afectado. De tal forma que administrando antiangiogenicos podria aumentarse el
efecto destructivo de la hipertermia sobre la masa neoplasica, al bloquear la
neovascularizacion reparativa.

En un modelo experimental en ratones portadores de carcinomas mamarios o
epidermoides, se ensayé la efectividad de la hipertermia en combinacién con
inhibidores de la angiogénesis. Se emplearon los agentes quimicos TNP-470 y FR-
118487, derivados de la estructura de sustancias naturales; el primero corresponde a
un analogo de la fumagilina, un antibiotico secretado por Aspergillus. La inhibicion
de la angiogénesis combinada con la hipertermia potencié la accion antitumoral
(Ikeda et al., 1998). Ambos antiangiogénicos bloquearon por completo el desarrollo
del implante tumoral cuando eran administrados inmediatamente después de la
inoculacion de células neoplasicas en los animales. En cambio, si el tratamiento con
estos agentes se iniciaba mas tarde, su efectividad iba disminuyendo. En otras
palabras, las propiedades antitumorales de los inhibidores de la angiogénesis se
reduce en paralelo con el mayor tamaiio de los tumores al comenzar el tratamiento.

Esta apreciacion coincide con la idea que el ataque de la vasculatura tumoral es mas
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efectivo cuando la neovascularizacion estd en pleno desarrollo, mientras que resulta

mas complicado destruir vasos intratumorales establecidos.

Las estrategias antisentido

Uno de los principales factores encargados de estimular la angiogénesis es el
VEGEF. Este factor de crecimiento afecta especificamente a las células endoteliales, a
diferencia de otros factores que son mitogénicos para un grupo diverso de células.
Las células tumorales son muy dependientes del oxigeno debido a la inadecuada
vascularizacion del tejido tumoral y la compresion vascular. El crecimiento
desordenado de las células tumorales las llevan a ubicarse en sitios alejados de las
redes de vascularizacion, pobres en oxigeno. Asi, la producciéon microambiental de
VEGF en respuesta a la escasa cantidad de oxigeno puede -contribuir
significativamente al crecimiento tumoral.

Ademas de actuar como un factor angiogénico, el VEGF también se comporta
como un factor de permeabilidad vascular. Estimula la extravasacién de fibrina y
otras proteinas plasmaticas, que al depositarse en el espacio extracelular sirven de
matriz transitoria para la formacion del estroma tumoral y sostén de nuevas redes
capilares.

En piezas de carcinoma mamario humano se encontré que la expresion del
mensajero del VEGF estaba aumentada en el tejido tumoral, aunque no en el tejido
normal que circundaba al tumor. Los mismos resultados fueron confirmados
mediante técnicas inmunohistoquimicas. Un hecho interesante es la relacion entre el
VEGF y el inhibidor proteasico TIMP-1, un potente inhibidor de la angiogénesis. Se
transfect6 una linea de cancer mamario con TIMP-1 y la misma presentd un mayor
crecimiento en animales de experimentacion. El crecimiento expansivo fue

acompaiiado por una marcada estimulacion de la expresion de VEGF. Es posible que
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el TIMP-1 presente efectos opuestos sobre la angiogénesis, en forma similar a la
descripta para TGF-P, el cual inhibe la proliferacion de las células endoteliales in
vitro pero puede estimular la angiogénesis in vivo (Yoshiji et al, 1998b;
Thorgeirsson et al., 1996).

La terapia antisentido tiene como objetivo la union de una secuencia
complementaria a un blanco especifico d¢ RNA mensajero. Se busca causar la
degradacion del mensajero o bloquear la traduccion de la proteina correspondiente,
deteniendo el flujo de informacion molecular. La estrategia antisentido, por lo tanto,
explota la presencia de una caracteristica genéticamente definida que distingue a una
célula tumoral y que es responsable de un atributo biolégico de la enfermedad. Si
bien la terapia antisentido es una técnica atractiva, resta resolver algunos problemas
técnicos, especialmente en cuanto a la distribucién de los oligonucleétidos.

En un disefio experimental, se emple6 una linea 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 hipoxicas, la produccion de VEGF fue pobre respecto a los
controles. Si bien proliferaron rapidamente 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 histologicos se
confirm6 que los tumores provenientes de células que expresaban el antisentido
poseian mayores areas de necrosis y menor nimero de vasos sanguineos, sugiriendo

que el VEGF es un mediador necesario de la angiogénesis tumoral.



Capitulo VIII:
Animales transgénicos en el

estudio de la biologia vascular y tumoral
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En los ultimos afios, se han generado innumerables modelos de animales, que
poseen promotores altamente especificos 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
caracteristicas muy similares a canceres humanos. Muchos oncogenes cuando son
expresados en los ratones transgénicos inducen lesiones hiperplasicas, pero no son
capaces con su sola expresion de generar un fenotipo totalmente transformado
(neoplasia). Algunos de estos oncogenes necesitan de la expresion de genes
adicionales para que cooperen en la transiciéon a neoplasia. Es sabido que se
necesitan varios eventos genéticos y epigenéticos para la progresion tumoral.

Existen muchos modelos de ratones transgénicos, portadores de algin
oncogen, que fueron disefiados para estudiar los multiples pasos del desarrollo
tumoral. Uno de los modelos, en el cual se relacioné el inicio de la proliferacion
tumoral y de la angiogénesis tumoral, es el modelo de los ratones que expresan la
oncoproteina antigeno T del SV40 bajo el control del promotor de la insulina II, con
la consecuente formacion de tumores de las células B (insulinomas) en los islotes de
Langerhans. El modelo RIP1-Tag?2 de ratén transgénico de carcinogénesis de islotes
pancredticos sirve como un prototipo general completo de los caminos, parametros y
mecanismos moleculares de los multiples pasos de la tumorigénesis.

En un principio, los investigadores analizaron en este modelo la induccién de
la angiogénesis durante la transicion entre una hiperplasia y la neoplasia. Ellos
encontraron que la actividad angiogénica ocurria en los islotes hiperplasicos antes de
que la formacion del tumor sea evidente. Ademas, confirmaron que la hiperplasia
per se no precisa la angiogénesis. La induccidn de la actividad angiogénica y su
posterior neovascularizacién preceden a la formacién tumoral y se correlacionan con
la transicion 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 hiperplasicos angiogénicos (Tabla 8.1).
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Tabla 8.1. Pasos claves en la progresién de insulinomas en los ratones RIP1Tag2

Orden Caracteristicas generales Paso

El 100% de las células B expresan el antigeno T
1 en el dia 10 y contindan sin consecuencias| Normal Tag+

aparentes durante sus primeras semanas de vida.

La hiperproliferacion es activada y se detecta a
2 las 4 semanas, se pasa de un indice normalmente| Hiperplasia
bajo de proliferacion a islotes con alto indice de

proliferacion.

La angiogénesis es activada en los islotes

3 hiperplasicos Angiogénesis

En los proximos pasos se forma un tumor
4 pequefio, luego un tumor grande o carcinoma Tumor

invasivo y posteriormente se produce la muerte

del animal portador.

Otro aspecto importante en la evolucion tumoral es el inicio de la
hiperproliferacion de las células B, en el cual parece estar involucrado algin factor
difusible. Por otro lado, se sabia que la transicion de los islotes normales a una
hiperplasia correlacionaba con la expresiéon del factor de crecimiento similar a
insulina (IGF-II). Par estudiar este fendmeno se han cruzado ratones RIP1-Tag2 con
otros ratones para obtener por recombinacién homéloga la pérdida de uno o dos de
los alelos del IGF-II. Los investigadores han concluido que el IGF-1I contribuiria a
la proliferacion tumoral de las células B (Christofori & Hanahan, 1994).

Mas recientemente, los mismos grupos de investigadores mostraron como

cuatro inhibidores de la angiogénesis podian inhibir el crecimiento tumoral en el
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modelo de ratones RIP1-Tag2 en tres pasos distintos de la carcinogénesis de los
islotes pancreaticos. Ellos estudiaron los inhibidores AGM-1470 (TNP470), BB-94
(Batimastat), angiostatina y endostatina o la combinacion de estas altimas (Tabla
8.2). El minucioso estudio de los efectos producidos por los inhibidores de la
angiogénesis en estos ratones transgénicos reveld 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 poseian el
genoma del virus papiloma de bovino 1 (BPV-I) desarrollaron tumores de piel.
Entre los 4 y 9 meses los ratones comenzaron a mostrar anormalidades en la dermis.
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 neovascularizacién correlacionaron con una fibromatosis
agresiva. Luego, se observd la formacion de tumores protuberantes (fibrosarcomas)
que consistian en paquetes densos de fibroblastos. En este modelo de ratones BPV-1
se han estudiado los diversos cambios ocurridos en el desarrollo de los
fibrosarcomas. Se determin6 que cuando se produce la activaciéon del genoma de
BPV se pasa de una piel normal a una fibromatosis moderada, luego se genera la
transicion a una fibromatosis agresiva en la cual estan involucrados varios cambios:
un aumento en la expresion de las oncoproteinas ES y E6, un aumento en la
expresion de los factores de transcripcion Jun B y c-Jun, un cambio en la liberacion
de bFGF y la consecuente neovascularizacion, la pérdida de la diploidia y se
observan mutaciones en la p53. En el préoximo paso se evoluciona de una
fibromatosis agresiva a un fibrosarcoma y se detectan aumentos atin mayores de Jun
B y c-Jun, también la actividad de pegado al DNA de AP1 se ve aumentada y se

detectan anomalias en los cromosomas 8 y 14 (Christofori & Hanahan, 1994).
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Tabla 8.2. Protocolos con distintos inhibidores de la angiogénesis disefiados para atacar los distintos pasos de

la carcinogénesis en los ratones R1P1-Tag2

AGM-1470 (TNP470)

Pequeiia molécula inhibidora de Ia
proliferacion de las células endoteliales, se
cree que actia inhibiendo la enzima
intracelular metionilaminopeptidasa 2.

BB-94 (Batimastat)

Inhibidor de metaloproteinasas con amplio
espectro, las cuales intervienen en la
remodelacion de la matriz extracelular y de
las membranas basales de los capilares
durante la angiogénesis.

Angiostatina

Fragmento inteno del Plasminégeno
producido por clivaje

Endostatina

Fragmento del extremo COOH-terminal del
colageno XVIIl que compone las paredes de
los vasos sanguineos

Evaluacion de las drogas en los distintos pasos

Hiperplasia ]

Pre-angiogénica/
Displasia

}

Displasia angiogénica

PREVENCION

Tumor pequeiio

l _

Tumor grande/
Carcinoma invasivo

MUERTE

INTERVENCION

REGRESION
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Ratones transgénicos para el estudio de la biologia vascular

Se ha generado un modelo de ratén transgénico para el estudio de la
expresion de la proteina Del 1 en el desarrollo vascular embrionario. El raton
transgénico poseia el transgen SPARC-lacZ y fue evaluada su expresion en células
especificas y a lo largo del desarrollo mediante la expresion de X-gal. Se encontr6
que la expresion de Dell conducia a la pérdida de la integridad vascular y a la
remodelacion de los vasos. Del 1 se demostré que es un nuevo ligando de la
integrina avpf3 y podria funcionar regulando la morfogénesis vascular o la
remodelacion en el desarrollo embrionario (Hidai et al., 1998).

En otro modelo se ha sobrexpresado la angiopoietina 1 (Ang 1) en ratones
transgénicos y se encontré que incrementaba la vascularizacion. Los ratones
sobrexpresaban la proteina 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 expresion hacia la piel.
La sobrexpresion mostr6 un aumento dramatico en el nimero, medida y
ramificaciones de los vasos sanguineos, este ultimo parametro hace pensar que la
Ang]l estaria involucrada en la formacion de las ramificaciones y la generacion de
brotes vasculares (Suri et al., 1998).

En un modelo de transplante de médula 6sea se ha estudiado la contribucion
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-1 y Tie-2. El Flk-1 es esencial para la diferenciacion de los
angioblastos y el desarrollo de los vasos sanguineos en la embriogénesis y la
neovascularizacién postnatal. El receptor Tie2 participa en el desarrollo y la
maduracidn de los vasos sanguineos. La utilizacion de esos promotores especificos
de células endoteliales permitieron identificar como células azules (por la expresion
de la B galactosida y el X-gal) a aquellas que se han incorporado a los focos de

neovascularizacion. 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 generacion de ratones deficientes en genes relacionados con la
biologia vascular ayudan también a esclarecer las funciones 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 limenes defectuosos, esto
conduce a la acumulacioén de fluido en la cavidad pericardica y las consecuentes
fallas cardiovasculares (Dumont et al., 1998).

La proteina endoglina es una proteina que une al TGF-P que se expresa en la
superficie de las células endoteliales. Mutaciones del gen de esta proteina en
humanos causan la enfermedad hereditaria telangiectasia (HHT 1) caracterizada por
malformaciones vasculares. Se encontré que los ratones deficientes en el gen de la
endoglina poseen un pobre desarrollo del misculo liso vascular y se detiene la
remodelacion endotelial. Esta proteina desempefiaria un rol fundamental en la
angiogénesis y en los mecanismos patogénicos de la enfermedad HHT1 (Li et al.,

1999).

Ensayos de transgenia con TIMP-1

Como se analizo6 antes, el TIMP-1 interviene en el balance de la remodelacion
de la matriz extracelular y ha sido analizado como un posible supresor de las
metastasis tumorales. Para estudiar la importancia de la expresion de TIMP-1 en el
tumor y en el huésped durante la invasion tumoral, se transfectaron tres pares de
células co-isogénicas y tumorigénicas con los alelos salvajes o mutados del TIMP-1.
Luego estas células fueron utilizadas para estudiar las metastasis experimentales en
ratones transgénicos deficientes para el inico gen de TIMP-1 ligado al cromosoma

X'y en ratones controles. Se encontr6 que de acuerdo al tumor, el TIMP-1 puede
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suprimir o potenciar las metastasis. Para todas las células tumorigénicas testeadas en
el ensayo de metastasis experimentales no existian diferencias entre los ratones
deficientes en TIMP-1 y los controles. Algunas de las posibilidades analizadas de
acuerdo al aumento observado en la invasion tumoral por la pérdida de la expresion
de TIMP-1 serian: diferencias en el porcentaje de crecimiento de las células y/o
tumores, un aumento compensatorio de la expresion de inhibidores de MMPs,
alteraciones en la sintesis d¢ MMPs, otras proteinasas de la matriz extracelular,
moléculas de adhesion, diferencias en la vascularizacion de los tumores o su
inmunogenicidad. Ninguna de estas opciones explican por complejo la paradoja y
los resultados son encontrados, dado que el TIMP-1 se postulé como una molécula
multifuncional, es necesario dilucidar que rol desempeiia el mismo en cada unos de
los procesos biolégicos involucrados en la tumorigénesis (Soloway et al., 1996).

Se ha utilizado también un modelo de ratones deficientes en TIMP-1 para
estudiar las funciones del TIMP-1 in vivo. Se encontré que estos ratones son hiper
resistentes a las infecciones de la cornea con Pseudomonas aeruginosa por un
mecanismo dependiente del complemento (Osiewicz et al., 1999; Wang & Soloway,
1999).

Se ha reportado que la expresion hepatica de TIMP-1 altera la susceptibilidad
del higado al oncogen Tag del SV40 para la tumorigénesis en modelos de ratones
doble hibridos. Para identificar los procesos celulares por los cuales el TIMP-1
inhibe la hepatocarcinogénesis se analizé la proliferacién de los hepatocitos, la
apoptosis, las caracteristicas estromales del higado y la vascularizacién tumoral. Los
resultados indicaron que el TIMP-1 inhibe la hepatocarcinogénesis inducida por
Tag, mediante modificaciones en la proliferacion hepatocelular y la vascularizacion
tumoral, sin tener efecto sobre la apoptosis de los hepatocitos y la composicion
estromal. Es el primer modelo in vivo que demostré que la modulacion genética del
TIMP-1 inhibe la proliferacion celular y la angiogénesis durante la
hepatocarcinogénesis (Martin et al., 1999a). En estudios posteriores los mismos

autores demostraron, utilizando el modelo de tumor hepatico en los dobles
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transgénicos, que el TIMP-1 inhibia la hiperplasia hepatica por reducir la actividad
del mitégeno IGF-II. El TIMP-1 afectaria a nivel postranscripcional a la proteina de
union del IGF, la IGFBP-3. Por lo tanto la seiial del IGF-II en la proliferacion
neoplasica es bloqueada por la expresion transgénica del TIMP-1 (Martin et al.,
1999b).

Ademas, Kriiger y colaboradores han demostrado utilizando ratones
transgénicos para TIMP-1 que la sobrexpresion del inhibidor en un tejido
predeterminaba el desarrollo y la progresion del linfoma T (Kriiger et al., 1997) y
que la expresion ectopica eficiente en cerebro y otros oOrganos reducia
significativamente las metastasis en cerebro (Kriiger et al., 1998).

Recientemente, se ha generado un modelo de ratones transgénicos que
expresan el gen humano del TIMP-1 bajo la direccion del promotor de la albumina
de ratoén para determinar el rol de los niveles elevados de TIMP-1 en el desarrollo
tumoral (Buck et al., 1999). Utilizando este modelo, en el presente trabajo se
analizara el desarrollo tumoral y angiogénesis de melanomas experimentales.

Desde los afios 1980, cuando comenz6 el desarrollo de los animales
transgénicos hasta ahora se ha avanzado notablemente en los distintos aspectos de la
biologia vascular y tumoral. Como hemos visto, algunos modelos que se han
generado para el estudio de procesos biolégicos, ahora estan siendo empleados para
la evaluacion de drogas novedosas que ayudarian a la obtencion de terapias efectivas

para aumentar la sobrevida de los pacientes.
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«* Introduccion

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 vascularizaciéon 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 dltimas décadas, desde que se demostré que los tumores producian
sustancias angiogénicas difusibles y se propuso que el crecimiento del tumor y de las
metastasis eran dependientes de la angiogénesis, numerosos laboratorios han
investigado cémo la accién reciproca entre el microambiente y los mecanismos
genéticos influencia la angiogénesis y el crecimiento tumoral (Carmeliet & Jain et
al., 2000). La idea de este nuevo enfoque es bloquear la angiogénesis y asi poder
tener una estrategia para detener el desarrollo tumoral. Si bien se ha avanzado
bastante en el tema ain no se han descubierto todas las moléculas y los mecanismos
involucrados, pero seguramente el esclarecimiento de este complejo proceso ayudara
al desarrollo de efectivas estrategias terapéuticas.

Por otra parte, la relacion entre los estrogenos y el cancer es actualmente un
tema de controversia. Se han propuesto nuevos roles que desempeiiarian las
hormonas esteroides y en particular el 17B-estradiol. Los estrégenos, como es
sabido, son estimuladores potentes de la proliferacion celular y sus efectos podrian
promover el desarrollo de algunos tipos de tumores. En la actualidad también se cree
que los bioproductos derivados del metabolismo de los estrogenos en el organismo
poseen la capacidad de unirse al DNA vy serian los responsables de la iniciacion de

los dafios genéticos (Service, 1998).
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Se ha demostrado que el 17B-estradiol es capaz de modular el
comportamiento de las células endoteliales de los 6rganos reproductores y del resto
de los organos. El estradiol promoveria la angiogénesis, crucial para el desarrollo
tumoral y las enfermedades vasculares (Morales et al., 1995).

En base a los nuevos hallazgos esta en discusion la aplicaciéon masiva de las
terapias hormonales. Si bien los protocolos clinicos ya estin estandarizados y no son
iguales en el caso de mujeres pre-menopausicas que en el de post-menopausicas,
continuamente se estan investigando compuestos nuevos que produzcan menos
efectos colaterales. Es asi que se han generado nuevos agentes hormonales del grupo
de los antiestrogenos 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 antiestrogenos no esteroideos eran
capaces de formar complejos con los receptores de estrogeno (ER) citoplasmaticos,
y particularmente la nafoxidina podria modular las diferentes fases de la respuesta
hormonal en el utero de acuerdo a los miultiples sitios aceptores que poseia la droga
en la célula (Gardener ef al., 1978). En base a esos estudios se han comparado las
eficiencias y selectividades de union al receptor de estrégenos que poseian tanto el
tamoxifeno como la nafoxidina y algunos de sus derivados (Simpson et al., 1987). Si
bien, la mayoria de los antiestrogenos tienen alta afinidad por el receptor de
estrogeno, se sabe que existirian otras moléculas que serian capaces de unirse a la
nafoxidina o al tamoxifeno y generar respuestas estrogénicas o no estrogénicas
(Uziely et al., 1993; Friedl & Craig Jordan, 1994). Por este motivo se los denomina

agonistas parciales y antagonistas (Watson et al., 1981).

Hace unos afios, Gagliardi & Collins (1993) intentaban esclarecer si el efecto
antitumoral de los antiestrégenos era inicamente debido al bloqueo del receptor de
estrogeno, y demostraron que los antiestrogenos no esteroideos: clomifeno,
nafoxidina y tamoxifeno, y antiestrégenos esteroideos ICI 164,384 e ICI 182, 780

inhibian la angiogénesis in vivo en manera dosis-dependiente en el ensayo de
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membrana corioalantoidea de pollo. La actividad angiostatica de los compuestos no
era alterada por la presencia de 17B-estradiol. En un trabajo posterior, los autores
demostraron que esos antiestrégenos eran capaces de inhibir el crecimiento
endotelial inducido por los factores bFGF y VEGF, nuevamente la inhibicion del
crecimiento endotelial no fue alterada por la presencia de una concentracion de hasta
30uM de 17B-estradiol. Los resultados indicarian que la accién antiangiogénica de

los antiestrégenos no ocurre via el receptor de estrégenos.

Existen varios trabajos que relacionan a los estrogenos con la biologia
vascular, pero hasta el momento no se han descubierto cual seria la accion de los
antiestrdgenos sobre las funciones endoteliales.

Si bien originalmente la nafoxidina result6 ser un antiestrégeno tan potente y
activo como el tamoxifeno en los ensayos clinicos en pacientes con cancer de mama,
sus mecanismos de accion y particularmente sus propiedades antiangiogénicas han
sido poco explorados. Considerando esto, analizamos el efecto del antiestréogeno
nafoxidina sobre la proliferaciéon de las células endoteliales, su efecto sobre la
adhesion, el spreading y la secrecion de proteasas. Ademas, se analiz6 cémo
afectaba la droga la migracion y la invasién de las células endoteliales. Asimismo, se
estudid la capacidad antiangiogénica de la nafoxidina en ensayos de angiogénesis in
vitro que sirven para evaluar los ultimos pasos de la vascularizacién y la formacion

de tibulos endoteliales.

<* 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-1, 0,1% 4&cido ascorbico, 0,1% heparina, 0.1% hidrocortisona, 0.1%
gentamicina y 0.1% anfotericina B (EGM-2). Las células stocks se crecieron en
frascos de plastico de 25 cm’ 0 75 cm’ (Coming Glass Works, Corning, NY, USA) a
37°C en una atmoésfera humidificada con 5% CO; en aire. Los cultivos stocks fueron
repicados rutinariamente una vez por semana o cada quince dias por tripsinizacién
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 infeccion por Mycoplasma.
Para los experimentos se utilizaron HUVEC provenientes de pasajes bajos (2 a 11),
en medio basal endotelial suplementado con 0.1% rhEGF, 0.4% extracto de cerebro
bovino, 0.1% hidrocortisona, 0.1% gentamicina, 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 antiestrégeno parcial nafoxidina (clorhidrato) se compré a Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). Para los experimentos, la droga fue disuelta en EGM
incluyendo 0,5% de dimetilsulféxido (DMSO) de Dorwil (BA, Argentina), en todos

los casos el control OuM de nafoxidina se refiere al control con el vehiculo

dimetilsulféxido solo.
Ensayos de crecimiento in vitro

Se determin6 la concentracion que produjo el 50% de inhibicién 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 (OpM de nafoxidina) o en
presencia de nafoxidina (1-25pM) 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% formaldehido durante 40 min. Luego se eliminé el formol y se colocaron
50 pl 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 pl de 1% de SDS (Sigma Chemical Co.). El crecimiento
celular se estimd por la medicién de las absorbancias a 595 nm en un lector de

microplacas y se expresé como porcentaje respecto de las células controles.
Ensayos de adhesion

La adhesion al plastico de las células HUVEC en presencia o ausencia del
antiestrogeno nafoxidina se cuantific6 mediante un método colorimétrico
(Palmantier et al., 1996). Las placas de 96 pocillos se sembraron con 8.5 10° células
por pocillo en medio EGM en presencia o ausencia de nafoxidina (1 y 2.5uM).
Luego, las placas se incubaron en la estufa de cultivo a 37°C durante 15, 60 y 90
minutos para analizar la cinética de adhesion. Pasados los tiempos de incubacion se
removieron por aspiracion las células no adheridas. Las células adherentes se
incubaron con 0.5% de cristal violeta disuelto en 20% de metanol - agua destilada
(Sigma). Luego de 40 minutos se quitd el colorante, se realizé un lavado con PBS y
las células coloreadas se solubilizaron en 1% de SDS. La absorbancia se determiné a
595 nm en un microplate reader (De Lorenzo et al., in press). En cada caso los
resultados se expresaron como porcentajes de adhesién respecto del control.
Inicialmente, la capacidad de adhesion se cuantificé también mediante el conteo de

las células adherentes en un microscopio de contraste de fase (Nikon, Japén)
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(Alonso et al., 1998c). Luego, se sembraron las placas de 24 pocillos con 5.10°
células por pocillo en medio EGM en presencia o ausencia de nafoxidina (1-2.5
pM). Las células fueron incubadas a 37°C durante 15, 60 y 90 minutos. Pasados los
correspondientes tiempos de incubacién se realizé la remocion de las células no
adheridas mediante un lavado con PBS. Se contaron las células adheridas en
distintos campos, utilizando una reticula cuadriculada cuya érea total es de 0.36 mm®
a 100X y cada uno de los datos obtenidos se llevé a cantidad de células/mm’ para

obtener la relacion entre la superficie de los pocillos y la cantidad de células.
Ensayos de spreading o extension sobre sustrato

Se estudi6 la capacidad que poseian las células endoteliales de extenderse
(spreading) sobre plastico 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 2.10* células
por pocillo y se dejaron durante 90 minutos a 37°C para permitir la adhesion celular.
Después se realiz6 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 magnificacion de 200X (Nikon).
Para determinar el porcentaje de células en extension se siguieron los criterios

descriptos por Aguirre Ghiso et al. (1997).
Preparacion de medios condicionados

Para el estudio del perfil proteolitico 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 (Comning) 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
continud la incubaciéon en EGM libre de suero por 24 horas, en presencia de las
concentraciones apropiadas de nafoxidina o del control con el vehiculo DMSO solo
(0puM de 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 centrifugacion a 5500 rpm a 4°C durante 90
minutos en tubos plasticos 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 proteina
celular mediante un método colorimétrico adaptado de un procedimiento descripto

previamente (Lowry et al., 1951).

Zimografias directas

La actividad proteolitica secretada por las monocapas endoteliales se
determind mediante corridas electroforéticas realizadas en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones de no reduccién segin el
procedimiento de Laemmli (Laemmli, 1970) utilizando geles de poliacrilamida al
7.5% (gel de separacion) 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-HCIl, 1M NaCl, 25 mM CaCl, (pH
7.4), o en el mismo buffer conteniendo 15 mM EDTA para detectar la actividad
proteolitica independiente de metales. Tras la tincién con Coomassie blue, las
bandas de degradacién de la gelatina se identificaron como é4reas translicidas en el

fondo oscuro del gel (Alonso et al., 1998d).
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Los pesos moleculares de los activadores del plasmindgeno contenidos en los
medios condicionados por las células endoteliales se determinaron utilizando una
modificacion que consistié en agregar al gel, antes de que polimerice, 5 mg/ml de
leche descremada (caseina) y 12 pg de plasmindgeno purificado (Chromogenix,
Moindal, Sweden) como sustratos. Luego de la corrida, los geles se lavaron
extensamente con una solucién acuosa con 2% de Triton X-100 para desplazar el
SDS y recuperar la actividad enzimética. Los geles se incubaron a 37 °C en buffer
20 mM Tris (pH 8.3) con 15 mM EDTA durante 24 horas (Alonso et al., 1999).
Pasado el tiempo de incubacién, se tifieron con Coomasie Blue y en estas
condiciones, la presencia de las proteasas fue revelada como bandas claras de

degradacion sobre el fondo oscuro de caseina no degradada.

Zimografias reversas

Para la identificacién de los inhibidores de los activadores del plasminégeno
se procedié de la misma manera descripta anteriormente pero durante el tiempo de
incubacién al buffer se le agregd uroquinasa humana (Serono, BA, Argentina) en
una concentracion 1Ul/ ml. de gel. En este caso la proteasa exdgena indujo la
degradacion de toda la caseina del gel, y se pudieron visualizar como zonas oscuras

los sitios donde los inhibidores proteasicos impidieron la degradacion.

Caseindlisis radial

La actividad caseinolitica secretada a los medios condicionados por células
endoteliales se cuantific6 mediante un ensayo de caseinélisis radial, utilizando
placas de agarosa-caseina ricas en plasmindgeno (Saksela, 1981). Para preparar las
placas se mezclé una solucién de IM Tris-HCl (pH 8) de caseina (33 mg/ml,

concentracion final) con plasminégeno (2g/ml, concentracion final) con un volumen
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igual de una solucién 2,5% de agarosa. Una vez solidificada la agarosa, se realizaron
excavaciones de 3,5 mm de didmetro y se sembraron las muestras y la curva
standard de uPA humana. Las placas se incubaron durante 20 horas a 37 °C. Tras la
incubacion se midieron los didmetros de las zonas de lisis y la actividad caseinolitica
se refiri6 a una curva standard de uroquinasa humana (0.2 a 50 Ul/ml) y fue
normalizada al contenido de proteina celular de cada cultivo. Para analizar la
actividad caseinolitica asociada a la presencia del activador del plasminégeno tPA,
se agregé en las placas 1mM amiloride (Sigma), un inhibidor especifico 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-caseina sin plasmindgeno para descartar la presencia de proteasas
inespecificas, independientes de la conversién del plasminégeno en plasmina

(Alonso et al., 1997).

Western Blot

Las proteinas presentes en los medios condicionados de células endoteliales
se separaron en una electroforesis SDS-PAGE con 7.5 0 10% gel de separacién y
4% gel concentrador (Laemmli, 1970). Luego de la corrida, las proteinas presentes
en el gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) por electrotransferencia. En todos los casos, las membranas se lavaron 2
veces con PBS, conteniendo 0.5% de Triton X-100 y luego se bloquearon durante 1
hora con una solucién de 5% de leche en polvo descremada en PBS, conteniendo
0.5% Triton X-100. Tras nuevos lavados, las membranas se incubaron toda la noche
a 4 °C en agitacién en presencia del correspondiente anticuerpo primario diluido en

PBS con 0.5% Triton X-100. Los anticuerpos utilizados fueron: un anticuerpo
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antipeptidico policlonal obtenido en conejo dirigido contra TIMP-1 humano (5
pg/ml) o un anticuerpo monoclonal comercial dirigido contra MMP-2 humana (2.5
pg/ml) (Oncogen Science, Cambridge, MA, USA). Pasado el tiempo de incubacion,
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 ratén obtenido en caballo. Las bandas
proteicas de TIMP-1 o MMP-2 se visualizaron utilizando el kit comercial ABC de
inmunoperoxidasa (Vector Lab., Burlingame, CA, USA).

Andlisis densitométrico

Las bandas de actividad proteolitica de los zimogramas y las bandas de
antigeno de los Western blots se cuantificaron con el densitometro Molecular
Analyst ™, modelo GS-700 y con su software Imagen Analysis Software for model
Gs-700 Molecular Analyst ™ | (Bio-Rad).

Ensayos de migracion

El efecto de la nafoxidina sobre la migracién de las células endoteliales se
tested utilizando insertos con filtros para placas de 24 pocillos (Nalge Nunc Int.,
Naperville, IL, USA), disefiados especialmente para evaluar la quimiotaxis celular.
Los filtros eran membranas de policarbonato de 10 mm de didmetro y poros de 8um.
Las suspensiones celulares en medio EGM se dejaron recuperando a temperatura
ambiente. En cada camara inferior se agregaron 50pg de fibronectina en medio
EGM libre de suero como quimioatractante. En cada camara superior se sembraron
1.10° células por filtro (Bonfil et al., 1992) en presencia o ausencia de nafoxidina
(0-2.5uM), luego los insertos fueron ensamblados cada uno con su respectiva

camara inferior. Tras 24 horas de incubacion 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 algodén.
Para su mejor conteo las células se tifieron con hematoxilina y se montaron las
membranas sobre un portaobjetos. Los valores de migracion se obtuvieron contando
diez campos elegidos al azar en cada una de las superficies inferiores de los filtros
utilizando un microscopio a 400X de magnificaciéon (Nikon). Los resultados se

expresaron como porcentajes de migracion respecto del control.
Ensayos de invasion

La capacidad de las células endoteliales de invadir una membrana basal
artificial en presencia o ausencia de nafoxidina se teste6 utilizando los insertos
descriptos anteriormente. Se siguid el protocolo de migracion pero en este ensayo
los filtros se recubrieron con la membrana basal reconstituida Matrigel™ (Becton
Dickinson, Bedford, MA, USA). Se agregaron 20ug de Matrigel™ en cada filtro y
los insertos se incubaron durante 1 hora en el mismo flujo laminar antes de sembrar
las células (Alonso et al., 1998e). Luego se procedioé como se detallé anteriormente
y tras 24 horas de incubacion, los filtros se montaron en portaobjetos. Los valores de
invasion se obtuvieron contando diez campos elegidos al azar en cada una de las
superficies inferiores de los filtros utilizando un microscopio a 400X de
magnificacion (Nikon). Los resultados se expresaron como porcentajes de invasion

respecto del control.
Ensayos de angiogénesis in vitro

La capacidad de las células endoteliales de formar una red tubular se evalué
utilizando una membrana basal artificial, Matrigel™ (Becton Dickinson, Bedford,
MA, USA). Las placas de 24 pocillos se recubrieron con el Matrigel™ (150 pul por

pocillo) y se dejé gelificar a 37°C durante 30 minutos. Luego, se sembraron 2.5. 10*
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células en cada pocillo y se incubaron en presencia o ausencia de nafoxidina (0-
5uM) durante 20 horas en la estufa de cultivo. La formacién de cordones
endoteliales fue fotografiada a una magnificacion de 40X en un microscopio

invertido de campo claro (Nikon).

Andlisis estadisticos

En todos los ensayos los resultados fueron analizados mediante el programa

GraphPad InStat tm. Copyright © 1990-1993 GaphPad Software. V2.04a, 9222S.

«* Resultados

Andlisis de la proliferacion de las células HUVEC en presencia de nafoxidina

Las células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC) crecidas en
las condiciones recomendadas poseian un tiempo de duplicacién poblacional de
aproximadamente 21.3 horas. Antes de comenzar a estudiar los efectos del
antiestrogeno nafoxidina sobre las células endoteliales, se decidié realizar varios
experimentos para obtener la concentracién 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 inhibicién para cada dosis y, utilizando un
sistema de regresion lineal, se calculé la ICso. Se encontré que la nafoxidina poseia
una ICso de 4.5 £ 0.5 pM (media + SD) en ausencia de suero, luego de la exposicién
durante 24 horas.

Sin embargo, en las condiciones de cultivo utilizadas, la nafoxidina no

desplego efectos citotoxicos cuando las células fueron tratadas con concentraciones
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de hasta 10pM. Ademas, en estas dosis la nafoxidina no resulté citotéxica cuando

trataron monocapas endoteliales semiconfluentes parcialmente quiescentes durante

24 horas.
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* 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 inhibicién fue dosis dependiente. Los valores son
representativos de dos experimentos independientes (media + SEM, n:8). * p< 0.05 y **p<0.01 versus
control, ANOVA (Dunnett test)

Efecto de la nafoxidina sobre la adhesion a pldstico de las células endoteliales

La cinética de adhesion a plastico de las células endoteliales se evalué a
distintos tiempos (15, 60 y 90 minutos) mediante el método de conteo de las células
adherentes y el método colorimétrico. La tasa de adhesion de las células endoteliales
fue dependiente del tiempo y analizando la cinética de adhesion, se decidi6 realizar
los estudios de adhesion a los 90 minutos de incubacién en presencia o ausencia de

la nafoxidina.
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Después de 90 minutos de incubacidon en presencia de 2% v/v SFB, el
tratamiento con nafoxidina disminuy¢é significativamente la adhesion de las células
HUVEC a plastico (Figura 9.2).

Para analizar el efecto que ejercia el suero sobre la adhesion de las células
endoteliales al plastico se decidi6 incubar las células durante 90 minutos en medio
sin suero en presencia o ausencia de nafoxidina. Se encontré que en presencia de
" nafoxidina 2.5uM, la adhesion de las células endoteliales a plastico también

disminuia significativamente (datos no mostrados).
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Figura 9.2. Efecto de la nafoxidina sobre la adhesion a plastico de células HUVEC. Los resultados se
expresaron como % de adhesion respecto del control con el vehiculo DMSO solo (OpM de nafoxidina). La
figura muestra los valores (media + SEM) representativos de cinco experimentos independientes con al
menos 12 determinaciones. * p<0.001 versus control, ANOVA (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test)

Accion de la nafoxidina sobre la extension de células endoteliales sobre pldstico

Para estudiar como afectaba el antiestrogeno nafoxidina a la extension de las
células endoteliales sobre pléstico se cuantificaron en varios campos los porcentajes
de células en extension respecto de las células totales de cada campo. La
cuantificacion se realiz6 siguiendo el siguiente criterio: las células redondeadas y
refringentes que resistieron el lavado con PBS se incluyeron en el grupo de células

de no-extendidas. Las células que poseian una base mas extendida y opalescente o
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lamelas, espiculas o filopodios se incluyeron en el grupo de células en extension
(Tawil et al., 1996).

La capacidad de extenderse sobre plastico que poseian las células endoteliales
durante 30 minutos de tratamiento se analizé en ausencia de suero, para evitar el
efecto de enmascaramiento que podria ejercer el suero sobre la extension 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 extension. Cuando las células se incubaron con el antiestrégeno se obtuvo
un descenso en el porcentaje de células en extension sobre el plastico, siendo
significativa la disminucion observada con la dosis 2.5uM de nafoxidina (Figura
9.3). En base a este resultado, seria posible que el antiestrogeno nafoxidina estuviera
afectando alguna de las sefiales que regulan la organizacién del citoesqueleto para

~ que las células endoteliales puedan extenderse correctamente sobre el sustrato.
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Figura 9.3. Efecto de la nafoxidina en la capacidad de extensién sobre plastico de las células HUVEC. Los
resultados se expresaron como % de células en extension respecto de las células totales. La figura muestra
los valores (media + SEM) representativos de tres experimentos independientes con al menos 4
determinaciones. * p<0.01, ANOVA (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test)
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Caracterizacion del efecto de la nafoxidina sobre la secrecion de proteasas
Secrecion de metaloproteinasas y sus inhibidores

Las monocapas de células endoteliales fueron expuestas a concentraciones
crecientes de nafoxidina (0-5uM) en medios sin suero durante 24 horas, luego los
medios condicionados fueron recolectados y se analizaron, en geles copolimerizados
con gelatina, las actividades gelatinoliticas presentes en dichos medios
condicionados. Las células HUVEC tratadas con nafoxidina secretaron una actividad
gelatinolitica de 72 kDa, identificada como la forma latente de la MMP-2 o
Gelatinasa A, y una doble banda de aproximadamente 62 kDa. Se observé un
incremento dosis-dependiente en esta actividad gelatinolitica de 62 kDa, que
coincidioé con la forma activa de la MMP-2 (Figura 9.4).

Se corroboré que toda las actividades gelatinoliticas eran debidas a la accion
de metaloproteinasas, ya que no se encontraron actividades en los geles controles, en
presencia de EDTA. Ademas, se obtuvieron medios condicionados de monocapas de
baja densidad (30-50% de confluencia) de células endoteliales y se logré 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 anilisis densitométrico confirmé el incremento
dosis-dependiente en la forma activa de la MMP-2 (Figura 9.5.B).

El analisis por Western blot, utilizando un anticuerpo anti- TIMP-1 humano,
de los medios condicionados por monocapas de células endoteliales tratadas durante
24 horas con nafoxidina (0-10uM) demostré que la nafoxidina indujo un incremento
dosis-dependiente en una banda inmunorreactiva de 66kDa, correspondiente a un
dimero de TIMP-1 (Figura 9.6.A). Este incremento fue cuantificado mediante un

analisis densitométrico (Figura 9.6.B).
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Figura 9.4. Zimografia directa en geles copolimerizados con gelatina. Analisis de los medios condicionados
por monocapas de células endoteliales tratadas con dosis crecientes de nafoxidina. Las actividades
gelatinodliticas 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 1, 1uM. Calle 2, 2.5uM. Calle 3, 5uM
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Figura 9.5.A. Western blot del antigeno MMP-2 presente en los medios condicionados de células
endoteliales tratadas con nafoxidina. Las células fueron tratadas con las siguientes dosis de nafoxidina: Calle
0, OuM. Calle 1, 1uM. Calle 2, 2.5uM. Calle 3, SpuM. La MMP-2 se pudo identificar como dos bandas
inmunorreactivas de aproximadamente 72 y 62 kDa. B. Analisis densitométrico de la forma activa de MMP-
2 presente en los medios condicionedos por células HUVEC tratadas con nafoxidina: Calle 0, OuM. Calle 1,

1uM. Calle 2, 2.5uM. Calle 3, 5uM
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Figura 9.6.A. Western blot. B. Andlisis densitométrico de la forma de 66 kDa de TIMP-1 humano presente
en los medios condicionados por células endoteliales tratadas con nafoxidina. Las células fueron tratadas con
las siguientes dosis de nafoxidina: Calle 0, OpM. Calle 1, 2.5uM. Calle 2, 5uM. Calle 3, 10uM




144

Secrecion de activadores del plasmindgeno y sus inhibidores

Los medios condicionados de células HUVEC tratadas con nafoxidina se
ensayaron en geles copolimerizados con caseina y plasmindgeno. Se analizaron las
actividades degradativas obtenidas por la activacién especifica del plasminégeno y
se encontré que las monocapas endoteliales secretaron las serinoproteasas tPA (66
kDa) y uPA (55 kDa) (Figura 9.7).

Por otra parte, las zimografias reversas mostraron la presencia de una gran
banda de inhibicion de la activacién del plasminégeno que corresponde al inhibidor
de los activadores del plasminégeno PAI-1 (52 kDa) (Figura 9.8). En todos los
casos, el tratamiento con concentraciones crecientes del antiestrogeno nafoxidina (0-
5uM) no modificé los niveles de produccion de los activadores del plasmindgeno
uPA, tPA y del inhibidor PAI-1.

Se intentaron cuantificar, mediante caseindlisis radial en presencia o ausencia
de amiloride, las actividades especificas correspondientes al uPA y tPA identificadas
en los medios condicionados de células endoteliales tratadas con nafoxidina (0-
5uM). Pasadas las 48 horas de incubacién sélo se evidenciaron halos de degradacién
de caseina en las curvas standard. Se obtuvo el mismo resultado cuando las muestras
fueron sometidas previamente a un tratamiento 4cido 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 caseinoliticas 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 caseina y plasmindgeno. Efecto de la
nafoxidina sobre la secrecion de los activadores del plasmindgeno. Calle 0, OuM. Calle 1, 1uM. Calle 2,
2.5uM. Calle 3, 5uM

Figura 9.8. Zimografia reversa en geles copolimerizados con caseina y plasminogeno. Efecto de la
nafoxidina sobre la secrecion de los inhibidores del tipo PAI. Calle 0, OuM. Calle 1, 1uM. Calle 2, 2.5uM.
Calle 3, 5uM
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Disminucion de la migracion de células endoteliales mediante la accion de la
nafoxidina

Uno de los pasos criticos del proceso de formacion de los nuevos vasos
sanguineos es la migracion 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 cdmara inferior. Al
finalizar cada experimento se contabilizaron las células que habian atravesado la
membrana y no se encontraron diferencias significativas entre el control con medio y
el control (OpM de nafoxidina). La presencia de la nafoxidina disminuyd
significativamente la migracion de las células HUVEC con respecto al control
(Figura 9.9). Ademas, esa disminucion fue dependiente de la dosis del antiestrégeno
utilizada, siendo mas significativa con nafoxidina 2.5uM. Estos resultados
reforzarian los resultados obtenidos anteriormente sobre la adhesion y la extension

sobre plastico de las células endoteliales tratadas con la droga.
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Figura 9.9. Accién de la nafoxidina en la migracién de las células endoteliales. Los resultados se expresaron
como % de migracion respecto del control (OpM). Los valores representan la media + 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 antiestréogeno
nafoxidina

Se evalué el efecto de la nafoxidina en la capacidad de las células
endoteliales de invadir filtros (8um de poro) recubiertos con Matrigel en respuesta a
la existencia del quimioatractante fibronectina en la camara inferior. Los resultados
demostraron que el tratamiento con 2.5uM de nafoxidina disminuyé
significativamente la capacidad de invadir de las células endoteliales. En este ensayo
de invasion de Matrigel se ven involucrados los diversos procesos anteriormente
estudiados como la adhesion de las células endoteliales y la degradacion proteolitica
de la membrana artificial, asi como también la extension sobre sustrato, la migracion

y la digestion de diversos componentes de la matriz.

120 -
100 -

©
o
L

40 -

[
o

o

Invasién
(% respecto del control)
[+
(=]

Nafoxidina (M)

Figura 9.10. Efecto de la nafoxidina sobre la invasion de la membrana artificial Matrigel por células
endoteliales. Los resultados se expresaron como % de invasion respecto del control (OuM). Los valores
representan la media + 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 antiangiogénica 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 Matrigel™ .

Después de 20 horas. de incubacion en ausencia de nafoxidina, las células
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endoteliales formaron los caracteristicos tubulos endoteliales sobre la membrana de
MatrigelTM. En presencia de concentraciones crecientes del antiestrogeno

nafoxidina, la cantidad de cordones endoteliales se vio disminuida hasta lograr la

inhibicion total de la formacion de los tibulos endoteliales (Figura 9.11).

Figura 9.11. Ensayo de angiogénesis in vitro. Formacion de cordones endoteliales sobre el sustrato
Matrigel™ en presencia de nafoxidina: (A) OuM, (B) 1uM, (C) 2.5uM y (D) 5uM. La inhibicién de la
formacién de tibulos endoteliales fue fotografiada a una magnificacion de 40X
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<* Discusion

Si bien inicialmente fue demostrado que la actividad antitumoral de los
antiestrogenos era debida a la interaccién competitiva con el receptor de estrogenos,
en la actualidad existen numerosos trabajos que reportan que los antiestrogenos
poseen otros efectos independientes de esta via. La controversia surgié cuando se
reporté que concentraciones micromolares de tamoxifeno inhibian el crecimiento de
lineas celulares humanas de cancer de mama negativas para receptor de estrégeno
(Green et al., 1981). Ademas, los ensayos clinicos han demostrado que alrededor de
un 30% de las pacientes con cancer de mama con receptor de estrogenos negativo
respondieron a la terapia con tamoxifeno (Hawkins et al., 1980; Furr & Jordan,
1984).

Gagliardi & Collins (1993) fueron los primeros en demostrar que los
antiestrogenos poseian una accion angiostatica mediante una via distinta al receptor
de estrogenos. Claramente, los antiestrogenos parciales, a concentraciones
micromolares, serian citostiticos por mecanismos no relacionados a la accion
antagonista de estrégenos e independiente del receptor de estrégenos, ademas la
inhibicion de la proliferacion celular bajo estas circunstancias no fue reversible por
el receptor de estrogenos (Sutherland et al., 1986). Para estudiar el efecto de los
antiestrogenos sobre el crecimiento endotelial los autores utilizaron las
concentraciones 2.5, 5 y 10 pM de clomifeno, nafoxidina y tamoxifeno y ICI 182,
780. Cabe destacar que los resultados que obtuvieron son de relevancia clinica dado
que las concentraciones utilizadas estin en el rango de la concentracion de
tamoxifeno alcanzada en las proximidades del tumor en pacientes que reciben 40 mg
de tamoxifeno por dia.

Normalmente, las células endoteliales se mantienen en estado quiescente.
Como hemos visto en el organismo adulto, exceptuando los cambios ciclicos del

aparato reproductor femenino, ocurre neovascularizacion solamente en caso de
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existir una cicatriz o en condiciones patologicas como el crecimiento de los tumores
s0lidos. Generalmente, el inicio de la formacién de vasos sanguineos involucra una
serie de pasos, comenzando con la degradacion enzimatica de la membrana basal
asociada. Las células endoteliales migran en el espacio estromal, proliferan y se
alinean (Ausprunk & Folkman, 1977; Furcht, 1986). Una vez que las células se
alinean y forman los loops vasculares, se desarrollan los tubos capilares, formandose
uniones estrechas entre las células y depositandose la nueva membrana basal
(Folkman, 1985).

Si bien originalmente la nafoxidina resulté ser un antiestrégeno tan potente y
activo como el tamoxifeno en los ensayos clinicos en pacientes con cancer de mama,
sus mecanismos de accion y particularmente sus propiedades antiangiogénicas han
sido poco explorados. En el presente trabajo se han estudiado los efectos de la
nafoxidina sobre, la secrecion de proteasas, la adhesion, la extension sobre sustrato,
la migracion, la invasion y la diferenciacién 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 fibrindlisis, como es el caso del
tPA; o bien a la matriz subendotelial, como las MMPs y el uPA, para intervenir en
otros fenémenos como la migracion endotelial. Para balancear el efecto de las
proteasas, las células endoteliales secretan sus correspondientes inhibidores, por
ejemplo TIMP-1 y PAI-1. El TIMP-1 es uno de los inhibidores naturales con
propiedades antiangiogénicas. Ademas, las MMPs han sido relacionadas con la
degradacién proteolitica 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 activacion de la MMP-2.
Por otra parte, la nafoxidina también indujo un aumento dosis-dependiente en la
secrecion de un dimero de 66 kDa del TIMP-1.

Anteriormente, se ha reportado que el agregado de TIMP-1 de 66 kDa no

poseia actividad anti-MMP, pero era capaz como la forma monomeérica de 29 kDa de
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inhibir la formacién de capilares en el ensayo de angiogénesis in vitro sobre
Matrigel (Thorgeirsson et al., 1996).

Los resultados acerca de la regulacion hormonal y el efecto de los
antiestrogenos sobre la secrecion de MMPs y los TIMPs son variados. Este es el
primer trabajo en el cual se ha estudiado el efecto de un antiestrogeno nafoxidina,
sobre la secrecion de proteasas en las células endoteliales y su relacion con los
diversos pasos de la angiogénesis. Hasta el momento se focalizé en la correlacién
entre la secrecion de las proteasas y la capacidad invasiva de las células de cancer de
mama tratadas con antiestrogenos (Abbas Abidi et al., 1997). En numerosos trabajos
también se ha estudiado el control hormonal de los TIMPs. En fibroblastos
cervicales de utero, por ejemplo, el tratamiento con hormonas aument6 la
produccién de TIMP (Sato et al., 1991). En los foliculos preovulatorios de rata, la
actividad inhibitoria del TIMP-1 se vio estimulada por LH, pero cuando se
realizaron tratamientos con tamoxifeno se observé que el efecto inhibitorio no se
veia afectado por la presencia del antiestréogeno (Mann ef al., 1993).

En algunos estudios se ha encontrado que el TIMP-1 estaba regulado
coordinadamente con las MMPs y en otros reciprocamente. E1 TGF-p1 regula
negativamente a las MMPs y aumenta la expresién de TIMP-1. Se ha reportado que
péptidos del TGF-B inhibian la neovascularizaciéon mediante la reduccion de la
mitosis en las células endoteliales (Schultz & Grant, 1991) y que el TGF-p se
encontraba aumentado cuando se trataban con tamoxifeno a las células humanas de
cancer de mama receptor de estrogenos negativas (Knabbe et al., 1991). Ademas, los
niveles de TGF-B 1 se encontraron aumentados en tumores de mama de pacientes
tratados con tamoxifeno (Butta et al., 1992). En las células HUVEC la nafoxidina
estaria regulando coordinadamente la secreciéon de MMP-2 y TIMP-1.

Se cree que el efecto antiangiogénico del TIMP-1 involucraria diferentes
mecanismos. Mediante la inhibiciéon de las MMPs, el TIMP-1 podria inhibir la

liberacion de los factores angiogénicos de la matriz o evitar la degradacion de la
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matriz extracelular. Anteriormente, se ha reportado que la acciéon anti-MMP del
TIMP-1 no era un requisito indispensable para la inhibicion de la angiogénesis
producida por el TIMP-1 in vitro. Numerosos autores propusieron que el TIMP-1
tendria un efecto directo sobre las células endoteliales. De acuerdo con nuestros
resultados, el incremento en la secrecion del TIMP-1 inducido por la nafoxidina en
las células endoteliales podria ser el responsable de la capacidad antiangiogénica de
dicho antiestrégeno, al menos parcialmente.

La expresion de las MMPs es regulada negativamente por varios de los
miembros de la familia de los receptores de hormonas esteroideas. Se creia que el
fenémeno se debia a la interaccién de los receptores de esteroides con el factor de
transcripcion AP-1, pero se descubri6 que AP-1 no era el tnico blanco de la
regulacién negativa de la expresion de las MMPs mediada por estos receptores. El
receptor de andrégenos, por ejemplo, regula negativamente la expresion de la MMP-
1 en células humanas de prostata, no a través del AP-1 sino mediante factores de
transcripcion de la familia de los Ets que también son necesarios para la regulacién
positiva ( Schneikert et al., 1996).

Otro sistema proteasico es el de los activadores del plasminégeno sintetizados
por las células endoteliales, el tPA y el uPA, los cuales regulan los procesos de
fibrindlisis y protéolisis local (Collen & Lijnen, 1992). La fibrindlisis es regulada
por la produccién y liberacion de tPA y el uPA, esta involucrada en la proteolisis
local de la matriz extracelular necesaria para la formacion de los brotes capilares y el
desarrollo de nuevas estructuras vasculares (van Hinsbergh, 1992). La plasmina
generada por el uPA y el tPA es muy importante en la migracién celular, ademas el
tPA secretado por las células endoteliales controla el depésito de fibrina inicialmente
(Kwaan, 1992). El tPA y el inhibidor PAI-1 son secretados simultineamente por las
células endoteliales como formas activas. Sin embargo, dependiendo del estimulo
que induzca su liberacion la relacion entre el tPA y el PAI-1 varia bastante. Por

ejemplo, la trombina influencia en la liberacion del tPA y el PAI-1 (Bertina ef al.,
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1992). La trombina modularia la expresion 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-1, pero las distintas dosis de la
nafoxidina no alteraron sus niveles de secrecion.

Conjuntamente con la regulacion de la secrecion de proteasas e inhibidores,
para la neovascularizacion, las células endoteliales expresan moléculas de adhesion
como las integrinas para controlar los procesos de adhesion, extensién sobre
sustrato, migracion, invasién y finalmente la formacién de los nuevos capilares
(Juliano & Haskill, 1993).

El uPA participa en la regulacion de la proteélisis local junto con el sistema
de MMPs/TIMPs y, ademas, el uPA unido al receptor altera, mediante la interaccion
con las integrinas, la adhesion y la migracion celular (Ossowski & Aguirre Ghiso,
2000).

El gen de ETSI codifica para un factor de transcripciéon y controla
propiedades de las células endoteliales que se relacionan con su capacidad de
migracién sobre membranas basales. Ademas de que miembros de esta familia de
factores de transcripcion regulaban la expresion de las MMPs, se ha demostrado que
ETSI regula directamente la expresion del gen de uPA en HUVEC. Por otra parte, €l
VEGF estimula la expresion del gen de ETS1 y la migracion endotelial. Cuando se
trataron las células HUVEC con oligonucledtidos antisentido contra ETS1 se inhibi6
la migracion estimulada por VEGF (Chen et al., 1997). Si bien se ha encontrado
cierta correlacién entre la expresion de uPA y las hormonas esteroides para la
formacion de las estructuras capilares (Lansink et al., 1998), ain no se ha
comprobado esta regulacién estd mediada como en las MMPs por la interaccion de

receptores hormonales.
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Las células endoteliales se ven influenciadas por la expresion de las
moléculas de adhesion como las integrinas Bl. La union a las integrinas, la
organizacién del citoesqueleto y los cambios en la estructura celular estin
intimamente involucrados en el proceso de adhesién a la matriz extracelular o a las
células adyacentes y regulan la extension celular, la migracion, la diferenciacion y la
angiogénesis (Short et al., 1998). En el proceso de adhesion intervienen tres
complejos multiprotéicos: la molécula de adhesion y su receptor, las proteinas de la
matriz extracelular y las proteinas de la placa citoplasmatica periférica a la
membrana. El ensamblado de los focos de adhesién esta regulado por eventos en la
matriz extracelular y eventos de seiializacién intracelular. La célula genera contactos
focales con la matriz extracelular y con esos sitios de coordinacion entre la adhesion
y la migracion, estd asociado el fendmeno de extension 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 actia modulando
negativamente todas las funciones importantes para la locomocién de las células
endoteliales. El tratamiento con nafoxidina disminuyé significativamente la adhesion
de las células endoteliales a plastico. Tras 30 minutos de tratamiento se obtuvo un
descenso en el porcentaje de células extendidas sobre el sustrato, siendo significativa
la disminucién observada con 2.5uM de nafoxidina. La nafoxidina produjo una
disminucién dosis-dependiente de la migracion endotelial y, por iltimo, la
concentraciéon nafoxidina 2.5uM disminuy6 significativamente la capacidad de
invadir de las células.

Existen numerosas moléculas involucradas en la regulaciéon de los diversos
pasos del proceso de locomocién. En los tltimos afios 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 formacion de los filopodios, la Rac regula el

ondulamiento de la membrana y la Rho aumenta la contraccion 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 proteinas 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 proteélisis de la membrana basal que involucra a las serino y metaloproteinasas.
En los pasos tardios de la angiogénesis se produce el depésito de la nueva membrana
basal y la induccion de la quiescencia en la células endoteliales (Kriling et al.,
1999). Es importante enfatizar que el ensayo de formacion de tibulos endoteliales
no es un modelo completo de angiogénesis. Hemos demostrado que la nafoxidina
inhibié la angiogénesis in vitro utilizando un modelo que focaliza en las ultimas
etapas de la angiogénesis. La nafoxidina podria estar produciendo un incremento
dosis dependiente en la secrecion del TIMP-1, el cual tiene actividad
antiangiogénica en las etapas tardias de la formacion de los tibulos
independientemente de su actividad antiproteasica.

Finalmente, si bien el efecto angiostatico de la nafoxidina podria no estar
mediado exclusivamente por la via clasica del receptor de estrdgenos, resulta
interesante mencionar los ensayos de Morales ef al. (1995) quienes encontraron que
el estradiol aumentaba directamente la angiogénesis al favorecer la adhesion, la
migracion, la proliferacion y la diferenciacion.

En el préximo capitulo se estudiaran los mecanismos antiangiogénicos in
vitro desencadenados por nafoxidina y TIMP-1. Ademas, se identificaran las vias de
sefializacion involucradas y se valorara el efecto del TIMP-1 sobre el crecimiento,

adhesion e invasion de células endoteliales.
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* Introduccion

Ademas de los efectos de los estrogenos sobre la transcripcion, mediados por
el receptor de estrogenos (ER), y de los efectos antiestrogénicos de los trifeniletilen
derivados, resultantes de la competicion a nivel del receptor de estrogenos, tanto los
estrogenos como los antiestrogenos afectan procesos celulares a través de otros
mecanismos.

Los antiestrogenos generalmente se considera que actian compitiendo con los
estrogenos por el pegado al receptor de estrégenos. Los complejos de antiestrogenos
y ER pierden, parcial o totalmente, la capacidad de inducir los procesos
transcripcionales inducidos por los estrogenos. Pero, tltimamente, se han
comenzado a investigar los efectos no-gendémicos de los estrgenos y los
antiestrogenos. Si bien el impacto de estos efectos no ha sido dilucidado, cabe
destacar que se han estudiado efectos de los antiestrogenos no relacionados con el
ER que se producen a nivel de los sistemas de transduccién de la membrana
plasmatica y que pueden producir cambios en muchas enzimas claves.

Una caracteristica de los efectos de los antiestrégenos que no involucran las
interacciones con ER (a los cuales se pegan con constantes de disociacion del rango
nM), es que estos fendmenos se observan solamente a altas concentraciones, en el
orden de los 10-100uM. Se ha estudiado que las caracteristicas anfifilicas de los
antiestrégenos permitirian su interaccion con las membranas plasmaticas, donde la
mayoria originaria sus efectos (Weiss & Gurpide, 1988).

Inicialmente se ha reportado que los antiestrogenos a concentraciones
micromolares afectaban a los sistemas colinérgicos, histaminérgicos y
dopaminérgicos, la accion 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 Ca** y regulador de los procesos dependientes de
P gu P
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Ca”, los antiestrogenos inhibirian la activacién mediada por la calmodulina de la
fosfodiesterasa dependiente de cAMP. Se ha postulado que el tamoxifeno actuaria
como un inhibidor competitivo de la calmodulina en la activacion de la
fosfodiesterasa (Lam, 1984). Un trabajo posterior demostré que la inhibicién de la
asociacion entre el ER y la calmodulina dada por algunos antiestrégenos no estaria
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-gendmicos del estradiol afectaban las
concentraciones de calcio ([Ca®']i) (Picotto et al., 1999), los niveles de CAMP, la
actividad de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos, la actividad de las
fosfolipasas C y A, y la actividad de la PKC en diferentes tejidos. Recientemente, se
ha encontrado un nuevo receptor funcional de estrégenos en las membranas de
esperma humano que involucraria principalmente dos caminos de sefiales de
transducciéon que reafirmarian la accion rédpida no-genémica del estradiol: el
aumento en la ([Ca®']i) y la fosforilacidn en tirosinas de algunas proteinas (Baldi et
al., 2000). Por otro lado, se ha reportado una accién funcional de los antiestrégenos
y los estrogenos en la regulacion de un canal de cloro de la membrana plasmatica en
fibroblastos NIH3T3. Se conoce que el tamoxifeno actia como un potente
bloqueante de los canales de cloro activados por volumen en células epiteliales,
mediante una interaccién directa con la proteina del canal (Valverde et al., 1993). La
regulacién por antiestrogenos del canal de larga conductancia de los fibroblastos se
deberia a] pegado de los antiestrgenos a un sitio en la membrana plasmatica 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 tibulos sobre
Matrigel y que son potentes inhibidores de la angiogénesis (Manolopoulos et al.,

2000).
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Los primeros resultados de la accién de los antiestrogenos fueron obtenidos a
partir de los estudios de los efectos de estas drogas sobre los tejidos de los ovarios
(Forsberg, 1985) y el utero (Quarmby et al., 1988). En los iltimos afios se ha
comenzado a estudiar también los efectos de los antiestrogenos en otros tejidos no
relacionados con la reproduccion (Sato et al., 1996).

Se han evaluado los efectos de los antiestrogenos sobre el crecimiento celular
en células de cancer de mama. Se demostrd, por ejemplo, que la sobrexpresion
constitutiva de ciclina D1 en células de cdncer de mama humano interferia en los
efectos tempranos de los antiestrogenos sobre el ciclo celular y no prevenia sus
acciones citostaticas (Pacilio et al., 1998).

Algunos de los resultados mas interesantes son los que involucran la accién
de los estrégenos y antiestrogenos en la comunicacion celular. Las uniones gap
contienen canales que conectan células vecinas, estos canales no son especificos y
permiten el pasaje por difusion pasiva de moléculas pequefias como el cAMP,
pequeiias moléculas informacionales pueden difundir por las uniones gap (Kumar &
Gilula, 1996). Se demostré que, algunos antiestrogenos como la nafoxidina, eran
capaces de modular la formacién y la internalizacién de las uniones gap en Wtero
(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 estrogenos, estudiando los nuevos
efectos reportados de los estrogenos y antiestrogenos sobre el endotelio, se ha
demostrado que los estrégenos aumentan la selectividad a cationes en los cultivos de
HUVEC, modulan la comunicacion a través de las uniones estrechas y estos efectos
estarian 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

proteinas 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 expresién puede ser modulada por TNF-
a (Van Rijen et al., 1998) y por IL-1a (Hu & Xie, 1994), seria posible esperar que
los antiestrogenos estuvieran afectando también este tipo de uniones que permiten la
comunicacion eléctrica y metabdlica entre las células endoteliales.

Por ofra parte, numerosos trabajos relacionan a los estrogenos y
antiestrogenos con la liberacion del 6xido nitrico (ON) (Caulin-Glaser et al., 1997)
mediada por el sistema del receptor de estrogenos (Hayashi et al., 1995).
Recientemente se ha demostrado que el antiestrogeno raloxifeno induce la
produccién del ON mediante un mecanismo que no involucra un aumento de la
transcripcién de la 6xido nitrico sintetasa endotelial (Simoncini et al., 2000), sino
que el raloxifeno activaria a dicha enzima y en esa activacion rapida estaria
involucrada la proteina de stress térmico Hsp90 (Russell et al., 2000).

Ademas, se ha reportado que el gen del VEGF posee un elemento de
respuesta a los estrogenos y se demostré que los estrogenos regularian la expresion
del VEGF uterino mediante la via clasica del receptor de estrogenos (Hyder ef al.,
2000). Este hallazgo, junto a que los estrégenos promueven la angiogénesis, nos
llevé a investigar mecanismos celulares involucrados en la inhibicion de la
angiogénesis por nafoxidina.

Estudiamos vias de sefializacion que podrian estar involucradas en el proceso
antiangiogénico desencadenado por nafoxidina. Se analizé el efecto de algunas
drogas de sefializacion celular sobre la morfologia y el crecimiento celular, la
capacidad de adhesion, la actividad proteasica secretada por las células tratadas y la
capacidad de formar tibulos endoteliales sobre Matrigel. Dado que el TIMP-1 es un
factor antiangiogénico per se, se intent6 evaluar también la participacion del TIMP-1

en el efecto antiangiogénico de nafoxidina.
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<+ Materiales y métodos
Cultivo de células endoteliales

Los cultivos primarios de células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC) fueron provistos por Clonetics Corp. y se mantuvieron como se detall6
anteriormente. En los experimentos se utilizaron también células provenientes de
pasajes 2 a 11. Las células cultivadas se mostraron libres de infeccién por

Mycoplasma.
Generacion del TIMP-1 humano recombinante

El TIMP-1 se produjo en un sistema de baculovirus utilizando virus
recombinantes generados por Gomez et al. (1994).

Se cultivaron monocapas de células Sf 9 (Spodoptera frugiperda) con medio
de cultivo IPL41 suplementado con 2.6 g/1 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: 2x10°® particulas virales/ml) a una multiplicidad de infeccién de 5 UFP/célula
(unidades formadoras de placas) y se dejaron incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacién. Transcurrida la hora se agregé en cada frasco
mds medio de cultivo. Las células y los medios condicionados se recolectaron a las
20, 24, 48, 72 y 96 horas post-infeccion. Las células controles no fueron infectadas
con virus y se recolectaron a las 96 horas post-infeccion.

En cada dia se recolectaron los medios condicionados, se alicuotaron y
guardaron a 4°C. Ademas, se resuspendieron las células por métodos mecanicos y se

centrifugaron en tubos plasticos de 1.5 ml. Se midieron los volimenes de los pellets
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celulares y se agregé en cada tubo una parte de 4X buffer de siembra (0.5M Tris pH
6.8, 30% glicerol, 1.25 mg/ml 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 agregd en cada tubo una solucién 2 pg/ml
de aprotinina (Sigma) en medio de cultivo.

Se selecciond una unica secuencia de 15 aminoécidos a partir de la secuencia
publicada del TIMP-1 y se encargé la sintesis del péptido para ser utilizado como
antigeno para la produccion del anticuerpo antipeptidico policlonal de conejo contra
TIMP-1 humano (Multiple Peptide Systems, San Diego, CA, USA).

Las proteinas presentes en los medios condicionados y los lisados de células
Sf9 fueron analizadas por Western blot como se describi6 anteriormente. Una vez
que se caracterizd la produccién de las preparaciones del inhibidor TIMP-1
recombinante humano (thTIMP-1), se purific6 mediante una columna de agarosa

unida al anticuerpo anti-TIMP-1 humano (Multiple Peptide Systems).

Reactivos

Las drogas y las concentraciones utilizadas para estudiar caminos de
transduccién de seiiales involucrados en el efecto del antiestrogeno nafoxidina
fueron las siguientes: 0.3-0.5% v/v n-butanol (Merck, Darmstadt, Germany); 10 uM
verapamilo (Sigma); 50 nM A23187 (Calbiochem Corp, La Jolla, CA, USA.); 12.5-
100nM PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate, Sigma); 100nM
bisindolylmaleimida I (Calbiochem); 10 uM DL- propranolol (Sigma); 5ng/ml La-
acido fosfatidico (Sigma); 50nM ortovanadato de sodio (Sigma); 100uM 3-isobutyl-
1-methylxanthine (IBMX, Sigma); 100uM N 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-1 recombinante humano utilizado como control fue comprado a Calbiochem
Corp.

El n-butanol inhibe la actividad de la PLD debido a la sintesis de
fosfatidilbutanol, que resulta en el bloqueo de la disponibilidad de 4cido fosfatidico
(AF) y de la produccidn de diacilglicerol (DAG). El verapamilo es un bloqueante de
los canales de Ca’*, principalmente de los canales voltaje dependientes tipo L. El
A23187 es un ionéforo de Ca** que forma complejos estables con iones divalentes y
sirve para aumentar los niveles de Ca’* intracelulares. PMA es un activador de las
PKC tanto in vivo como in vitro. La bisindolylmaleimida I actia 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- icido fosfatidico es el
sustrato para las acido fosfatidico fosfohidrolasas para generar el DAG. Ademas, el
ortovanadato de sodio es un inhibidor de las proteinas tirosinas fosfatasas. Mientras
que el IBMX es un inhibidor de fosfodiesterasas de cAMP y 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.
Preparacidon de medios condicionados

La actividad gelatinolitica secretada por las monocapas de HUVEC se
investigd 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 continué la incubaciéon en EGM libre de suero por 24 horas en presencia de los

cotratamientos adecuados que seran sefialados en cada ensayo.
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Estudios de la morfologia celular

Para examinar los efectos de los cotratamientos con nafoxidina sobre la
morfologia celular, las monocapas de HUVEC fueron incubadas durante 24 horas en
medio sin suero y en presencia de los diversos compuestos. Tras la incubacidn, las
monocapas fueron fotografiadas en microscopios de campo claro o de constrate de

fase (Olympus y Nikon, Tokyo, Japan).

Ensayos de viabilidad y crecimiento in vitro 1

Se determiné el efecto que tenian sobre la proliferacién algunos de los
cotratamientos con nafoxidina y drogas para estudiar sefiales intracelulares. Para ello
se utiliz6 el método colorimétrico de azul de toluidina descripto en el capitulo
anterior. Se incubaron las células durante 24horas en medio sin SFB, en presencia
del control con el vehiculo DMSO solo (OuM de nafoxidina) o en presencia de
nafoxidina (1-25 pM) con los diversos cotratamientos. El crecimiento celular se
estimé midiendo las absorbancias a 595 nm en un lector de microplacas y se

graficaron las absorbancias obtenidas para cada tratamiento.

Ensayos de adhesion 1

La adhesion al plastico de las células HUVEC en presencia de los distintios
cotratamientos con el antiestrégeno nafoxidina se cuantific6 mediante el método
colorimétrico de cristal violeta, anteriormente descripto. La adhesion a plastico se

estudio a los 90 minutos de incubacién con las diversas drogas.
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Zimografias directas

La actividad gelatinolitica secretada por las monocapas de HUVEC en
presencia de los diversos compuestos se determiné mediante corridas
electroforéticas realizadas en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en
condiciones de no reducciéon segin el procedimiento descripto en el capitulo

anterior.

Western Blot

Las proteinas presentes en los medios condicionados fueron separadas por
SDS-PAGE con 10% (gel de separacion) y 4% (gel de siembra), electrotransferidas a
una membrana de nitrocelulosa y luego reveladas de la misma manera que se detall6
anteriormente. El anticuerpo primario utilizado fue el anticuerpo antipeptidico

policlonal obtenido en conejo dirigido contra TIMP-1 humano (5 pg/ml).

Ensayos de angiogénesis in vitro

La capacidad de las células endoteliales de formar una red tubular se evalué
utilizando la membrana basal artificial Matrigel™. Las células fueron incubadas
durante 20 horas en la estufa de cultivo en presencia de los distintos cotratamientos
realizados con nafoxidina. Para la evaluacion del efecto del TIMP-1, las células
fueron incubadas en medio de cultivo en presencia de DMSO con 30pg/mi de IgG
control de ratén o nafoxidina (1-2.5pM) con 30pg/ml de anticuerpo monoclonal
anti-TIMP-1 humano (Oncogen Science). En cada ensayo los resultados fueron

fotografiados. En el caso de algunos cotratamientos se cuantific la cantidad de
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ramificaciones de endoteliales existentes (A: 100X) mediante una adaptacién del

procedimiento utilizado por Pollman e al. (1999).
Ensayos de viabilidad y 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 fueron tratadas en ausencia o presencia de
distintas dosis de thTIMP-1 (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 evalué mediante tincién con azul tripAn en un hemocitémetro.
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 thTIMP-1 (3, 30 y 300 nM). Luego de 24 horas las monocapas celulares se
lavaron con PBS y fueron pulseadas durante 1 hora con medio conteniendo 0.1
uCi/ml de timidina (H) por pocillo. El medio se removid, las células se
tripsinizaron, y los pellets celulares se resuspendieron en acido tricloroacético
helado (TCA) en una concentracion 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 hidréxido de amonio. Luego se agregd

el fluido de centelleo y se contaron las muestras en un contador de centelleo liquido.

Ensayos de adhesion IT1

La capacidad que poseian las células endoteliales tratadas con rhTIMP-1
(3nM) para adherirse a plastico y a Matrigel™ (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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adhesién (12 mM Hepes y 1% de albimina bovina). Los tiempos de incubacion a
37°C variaron en cada experimento: 0, 60 y 120 minutos. En cada caso, el ensayo de
adhesién se terminé mediante la remocion de las células no adherentes con lavados
extensivos. Las células adherentes se solubilizaron con el agregado de NaOH (IN) y
la radioactividad se determind usando un contador de centelleo liquido. Las muestras

se realizaron por triplicado para cada tiempo y se calcul6 el porcentaje de adhesién.
Ensayos de invasion

Para analizar la capacidad de invadir la membrana basal reconstituida,
Matrigel™ que poseian las células endoteliales tratadas con rhTIMP-1 se utilizaron
los reservorios Transwells (Costar). Los filtros de policarbonato de 8 pum de
diametro fueron recubiertos con 12,5 pg de Matrigel™ més 50 pl de EGM. Se
dejaron secar durante una hora los filtros y se colocaron los insertos en las placas de
24 pocillos. En la camara inferior se colocé medio de cultivo conteniendo 12,5 pg de
fibronectina y 50 ng/ml de bFGF como quimioatractantes. En la cdmara superior se
colocaron 500 pl de EGM conteniendo 2,5 x 10° células por filtro. Las cdmaras 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 thTIMP-1 (3nM). Transcurrido ese tiempo se limpi6 la
cara superior suavemente con un hisopo, se sacé el inserto y el medio del
compartimiento inferior y se agregdé formol 10% durante 30 minutos. Luego los
filtros fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, se montaron en un portaobjetos
para su analisis mediante microscopia éptica. Para contar el nimero de células por

campos se utilizé una grilla en uno de los oculares del microscopio como patrén.
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Anadlisis estadisticos. En todos los ensayos los resultados fueron analizados
mediante el programa GraphPad InStat tm. Copyright © 1990-1993 GaphPad
Software. V2.04a, 92228S.

%* Resultados

A) Modulacion del comportamiento de HUVEC mediante cotratamientos con

nafoxidina y distintas drogas de sefalizacion intracelular

Efectos sobre la morfologia celular

En cultivos de 24 horas sin suero, no se observaron diferencias morfoldgicas
entre el medio EGM puro y los tratamientos con el vehiculo DMSO solo (0uM) o
nafoxidina (1-2.5pM). Las HUVEC mantuvieron su caracteristico crecimiento en
empedrado (Figura 10.1).

Para examinar los efectos sobre la morfologia celular, se realizaron
cotratamientos de las células HUVEC con distintas drogas para estudiar la
sefializacion celular con el agregado del control con el vehiculo DMSO solo (0uM
nafoxidina) 6 2.5uM 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,
observandose algunas células despegadas cuando el cotratamiento se efectuaba a una
dosis de 2.5uM de nafoxidina. A pesar de ello, la morfologia endotelial no se vié

alterada.
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Figura 10.1. Crecimiento caracteristico de las células HUVEC en presencia de nafoxidina. Las células en
cultivo fueron fotografiadas a una magnificacion de 40X en un microscopio invertido de campo claro
(Olympus, Tokyo, Japan). A: medio de cultivo EGM puro, B: control con el vehiculo DMSO solo y C:

nafoxidina 2.5uM
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Con el cotratamiento con propranolol 10uM, se observé que las células
crecian algo mas alargadas y formando remolinos incipientes; este efecto se hacia
mas notorio a medida que aumentaban las concentraciones de nafoxidina (datos no
mostrados).

El efecto mas evidente fue el del activador de PKC, PMA. Dado que se ha
reportado que algunos antiestrogenos inhiben la PKC, se realizaron los estudios en
un rango amplio de concentraciones de PMA (12.5-100nM). Fue muy notable la
observacion del aspecto “spindle” o fusiforme que causé el PMA en las células
endoteliales en tan sélo 24 horas de tratamiento, tanto con medio EGM puro como
con el agregado del vehiculo DMSO. Aun en presencia del inhibidor de PKC
bisindolylmaleimida a una dosis de 100nM se mantuvo esta morfologia (Figura
10.2).

Cuando se compararon los efectos sobre las células que tenian los
cotratamientos con PMA 50 6 100nM mas nafoxidina 2.5uM se pudo observar que
la nafoxidina disminuyé el aspecto fusiforme de las células. Las células mostraron
estar més extendidas sobre el plastico y sus citoplasmas eran mas grandes, con un
aspecto mas cercano al caracteristico de HUVEC (Figura 10.3). Estas observaciones
sugieren fuertemente la inhibicion de vias dependientes de PKC en la accién de
nafoxidina sobre células endoteliales.

Cuando se realizaron los cotratamientos con PMA (12.5-25nM), si bien las
células crecieron arremolinadas, la morfologia fusiforme fue menos evidente que
con las concentraciones altas de PMA. Al observar las células al microscopio se
podia distinguir que con nafoxidina (1-2.5uM) las células presentaban forma de
empedrado, con citoplasmas mas grandes y en relieve, con una cierta retraccion 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 mas PMA 25nM se observo 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
tefiidas con 1% azul de metileno y fotografiadas a una magnificaciéon de 100X en un microscopio invertido de
campo claro (Olympus, Tokyo, Japan). A: control con el vehiculo DMSO solo, B: PMA 100nM, C:
bisindolylmaleimida 100nM, D: bisindolylmaleimida 100nM + PMA 100nM
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Figura 10.3. Efecto de la nafoxidina sobre el aspecto fibroblastoide de las células endoteliales tratadas con
PMA (50-100nM). Las células fueron tefiidas con 1% azul de metileno y fotografiadas a una magnificacién de
100X en un microscopio invertido de campo claro (Nikon, Tokyo, Japan). A: control con el vehiculo DMSO
solo + PMA 50nM, B: nafoxidina 2.5uM + PMA 50nM, C: control con el vehiculo DMSO solo + PMA
100nM, D: nafoxidina 2.5uM + PMA 100nM
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