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FGF
FGFa
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Dalton

103 Dalton
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intraperitoneal
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valor de aceleracion de la gravedad

punto isoeléctrico

angiogénesis inducida por linfocitos
angiogénesis inducida por linfocitos singeneicos
g;icosaminoglicanos

células de endotelio vascular

membrana corioalantoidea

factor de crecimiento

factor de crecimiento fibrobldstico

factor de crecimiento fibrobldstico acidico
factor de crecimiento fibrobldstico basico
factor de crecimiento aislado de tejidos del ojo
factor de crecimiento de células endoteliales

factor de crecimiento aislado de cartilago

factor de crecimiento aislado de condrosarcoma



EGF : factor de crecimiento epidérmico

TGF : factor de crecimiento transformante

PDGF : factor de crecimiento aislado de plaquetas
TNF : factor necrdético tumoral

TAF : factor angiogénico tumoral

ESAF : factor estimulante de células endoteliales
NGF : factor de crecimiento nervioso

IL : interleuquina

IFN : interferon

PA : activador de plasmindgeno

PG : prostaglandina

MEC : matriz extracelular

BDP : banda densa periférica

SCS

sobrenadante de células esplénicas

En este trabajo, los términos tumor y neoplasia
fueron utilizados como sindnimos de malignidad en el
sentido de una formacidon celular invasiva y metastatizante.
El término transformacién se empled para designar el
proceso por el cual las células han adquirido todas las
caracteristicas asociadas con la malignidad.
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1. INTRODUCCION

1.1 Perspectiva histodrica

Durante mds de cien afios los patdlogos observaron
que los tumores estaban irrigados por una rica red de vasos

sanguineos. Las primeras descripciones de la red vascular
asociada con los tejidos tumorales fueron realizadas por
Virchow en 1881. En 1907, Goldman sugirid: "en los
tumores, el impetu que da lugar a la proliferacidén de 1los
vasos sanguineos emana desde la célula invasora" (1).

Afios mas tarde Algire y Chalkley observaron que el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos en un tumor
transplantado se produce desde los tejidos del huésped que

rodean al implanto y denominaron a este proceso
"angiogenesis tumoral” (2).
Trabaijos posteriores demostraron que la

angiogénesis tumoral esta mediada por factores solubles
liberados desde las células neopladsicas (3-6).

1.2 Procesos normales y patoldgicos que involucran
angiogenesis

Los procesos angiogénicos se producen desde 1los
primeros momentos de la vida del embridn. La formacidn de
la placenta requiere una activa proliferacidén vascular vy
durante el desarrollo embrionario el crecimiento continuo
del lecho vascular implica no sdélo el alargamiento de 1los
vasos sanguineos sino también un complejo proceso de
remodelacidén (7).

Existe una amplia gama de procesos normales en los

que esta involucrada la angiogénesis. Entre los mas
notables se encuentran la maduracidn del cuerpo luteo, los
procesos inflamatorios, la reparacion tisular en las

heridas y 1las reacciones de hipersensibilidad retardada
(8-10).

Una gran variedad de tejidos normales producen
factores angiogénicos. Entre ellos podemos citar aqui:
tiroides, retina, glandulas salivales, rifiéon, y teiido
linfdtico (11-15).



La angiogénesis en condiciones patoldgicas se
observa’en tumores, respuestas inflamatorias crodnicas,
formacion de queloides, procesos de neovascularizacidn
ocular y psoriasis (16).

_ Cualquiera sea el estimulo disparador del proceso
anagicgenico, las celulas del sistema inmune participan
activamente en el desarrollo de la respuesta vascular. Se
ha demostrado que factores solubles 1liberados desde
linfocitos, macréfagos, mastocitos v neutréfilos tienen
actividad angiogénica (17-19). Las plaquetas, por otra
parte, constituyen una fuente abundante de factores de
crecimiento que pueden modular la respuesta vascular (20).

Por otro lado existe una regulacidén autdcrina del
crecimiento de 1las células endoteliales, mediada por la
liberacidn de factores solubles que promueven el desarrollo
vascular (21).



2. OBJETIVOS Y DESARROLLO DEL TRABAJO DE TESIS

2.1 Angiogénesis tumoral

La vascularizacién en un tumor no sélo facilita su
desarrollo sino que ademas acelera la diseminacion celular
hacia zonas distantes (metastasis).

Para establecer si existe una correlacidn entre la
incidencia metastasica de un tumor y su capacidad
angiogénica, se realizaron estudios en un modelo murino.
En nuestro 1laboratorio contamos con un adenocarcinoma
mamario murino en cepa BALB/c con mediana capacidad
metastdsica en pulmén (M3), desde el cual el Dr. Colombo
obt :vo una variante experimental con alta incidencia de
metastasis pulmonares (MM3), por transplantes sucesivos
s.c. de las metdstasis en ratones singeneicos (22).

En principio se empled una técnica sencilla para
determinar actividad angiogenica en el tumor primario y en
las metastasis pulmonares respectivas.

A continuacidn se aislo la fraccién responsable de
dicha actividad, tanto desde extractos tumorales como desde
celulas mentenidas en cultivo.

Por otro lado se desarrolld una nueva técnica de
aislamiento y cultivo de células endoteliales, las que se
emplearon para cuantificar la actividad angiogénica
tumoral. Los resultados demostraron que el tumor con alta
incidencia metastasica (MM3) induce mayor prollferac1on de
células endoteliales que el tumor con mediana capacidad
metastasica (M3).

2.2 Angiogénesis inducida por linfocitos

Cuando se inyectan intradérmicamente linfocitos
normales en ratones alo o semialogeneicos, se produce una
respuesta vascular compleia que incluye alteraciones en la
histologia capllar y generacion de nuevos vasos sanguineos.
Dicha reaccidn no tiene lugar cuando se inoculan linfocitos

normales singeneicos.



Dado que en este tipo de respuesta neovascular es
bastante comun hallar una masiva infiltracidn linfocitaria,
se estudiaron los 1linfocitos de ratones singeneicos
portadores de tumor para determinar si estos intervienen en
la induccidn de respuesta angiogénica.

En los estudios realizados in vivo en ratones
BALR/c demostramos que 1los linfocitos estimulados por la
presencia de un tumor producen una reaccion
vasoproliferativa cuando se inoculan intradérmicamente en
la piel de ratones normales singeneicos; llamamos a esta
reaccidn angiogénesis inducida por linfocitos singeneicos
(SLIA).

A continuacidn estudiamos la reaccidon de SLIA en
los tumores M3 y MM3 para determinar si existen diferencias
en la respuesta angiogénica inducida por linfocitos
estimulados por tumores con distinta capacidad metastasica.

2.3 Actividad angiogénica en sobrenadantes de cultivo
de linfocitos.

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

La actividad exacerbadora podria deberse, al menos
en parte, a la presencia de factores solubles capaces de
favorecer una respuesta vascular. Los estudios realizados
para comprobar esta suposicion demostraron que los
sobrenadantes de cultivo de células esplenicas de
portadores de tumor contienen factores solubles capaces de
inducir angiogénesis. Estos resultados sugieren que algun
factor o factores, contenidos en los sobrenadantes de
cultivo de células esplénicas de portadores de tumor, son
capaces de activar a los bazos de animales normales, tanto
en la actividad exacerbadora del crecimiento tumoral como
en la induccidn de actividad angiogénica.



2.4 Mecanismo de SLIA

La angiogénesis inducida por 1linfocitos es
resultado final de una cascada de eventos que comienzan con
la activacidon de 1los linfocitos ante la presencia de un
tumor. Para comprender cual es el mecanismo que lleva a la
aparicidon de una respuesta neovascular se estudid en primer
lugar si la activacién de 1los linfocitos se debe a la
liberacidén de factores solubles desde las células tumorales
o bien si se produce por componentes de la membrana de 1la
célula tumoral. A continuacidn se realizaron distintos
estudios con el fin de caracterizar la poblacidn de células
esplénicas responsables de inducir angiogénesis.

Como se comentd en el punto anterior, una vez
activados por el tumor, los linfocitos producen factores
solubles capaces de promover una respuesta neovascular;
estos factores podrian actuar directamente sobre las
células endoteliales o bien ser mediadores del evento
angiogénico al activar a otros tipos celulares. Se sabe
que la activacién de los macréfagos produce la liberacidn
de prostaglandinas (PGs) desde estas células y que, por
otro lado, los macréfagos activados son capaces de inducir
angiogénesis.

En base a estos datos se quiso saber si’ los
macrofagos intervienen en el SLIA y si lo hacen a traves de
la liberacidn de PGs.

Para realizar estos experimentos probamos:

1- el efecto de la eliminacidén de los’macréfagos
2- el efecto de la inhibicidén de la sintesis de PGs

sobre la respuesta vascular inducida por linfocitos
estimulados por celulas tumorales.



3. Sistema microvascular

3.1 Origen de los vasos sanguineos

Durante la embriogénesis el desarrollo del
endotelio vascular esta fuertemente relacionado con la
aparicion de las células hematopoyéticas. Los primeros
precursores de las células sanguineas se encuentran en
sitios extraembrionarios formando pequeios grupos o
islotes, localizados en el mesodermo esplacnico del saco
vitelino. En estos islotes las células periféricas se
alargan y adelgazan, adoptando una morfologia similar a la
de las células endoteliales, mientras que las células
centrales dan origen a las células hematopoyéticas. Los
islotes sanguineos primitivos se fusionan mediante
anastomosis estableciendo asi los primeros plexos canilares
(23).

Después gue el plexo capilar original se ha
formado, el sistema vascular se extiende por bhrotacidn,
crecimiento y migracidn del endotelio. El desarrollo de
caminos vasculares mavores ocurre predominantemente a
través de un proceso de alargamiento y diferenciacidén de
los capilares en arterias vy venas. Los factores que
influyen sobre este proceso son: herencia, patrones de
crecimiento de las células d-~1 parénguima, concentraciodn
de metabolitos vy fuerzas fisicas tales como el volumen de
sangre, su relacion de flujo y su presion.

3.2 La estructura de la red capilar

Visualizados 1los capilares por Malpighi en 1661,
se tuvo de ellos wuna descripcidn simple: las arteriolas
mas pequefias terminaban en un pincel de 4 6 5 capilares qgue
luego volvian a reunirse en una vénula.

En 1944 Chambers y Zweibach demuestran la
complejidad de la red capilar vy crean una entidad anatdmica
a la que llaman "unidad circulatoria", constituida por:
arteriola, veénula, capilares y metaarteriola o canal
preferencial, que une la arteriola con la vénula, siendo
este canal el lugar de origen desde el cual nacen los
capilares, que luego vuelven al mismo canal. La unidad se
completa con el tejido conjuntivo y los capilares
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linfaticos. A todos ellos les une un origen embrioldgico
comun, pues la celula primitiva es a la vez histiobldstica
y angioblastica.

Este esquema fue modificado mediante un enfoque
que comprende una distribucidn vascular terminal en forma
de red integrada por macro y micromallas donde las
arteriolas, vénulas y capilares se reunen en series de
distribucion. Del total de capilares que se ramifican en
una arteriola, sdlo algunos reingresan en la vénula de la
propia unidad y 1los demas se unen a vénulas de otras
unidades (24).

3.2.1. Arteriolas

Tienen un calibre aproximado de 500 micrones vy
estan constituidas por un endotelio rodeado por una o dos
capas de células musculares lisas; a medida que la
arteriola disminuye su diametro van escaseando las células
musculares.

L.as células endoteliales son delgadas y forman una
’ . I 4
lamina continua asentada sobre wuna membrana basal con
ocasionales haces de fibrillas colagenas.

3.2.2. Capilares

El endotelio, componente principal de la pared del
capilar, es 1la capa activa comin a todas las partes del
sistema vascular.

Las células endoteliales son alargadas en la
direccion del eje de los capilares y sus extremos son
aquzados. En los capilares mas peauefios, una sola celula
endotelial puede rodear toda la circunferencia del vaso,
mientras que en los capilares de tamafio mediano 2 O 3
células se extienden alrededor de la luz.

El calibre de los capilares varia en los distintos
organos dentro de limites relativamente estrechos y esta en
relacidén con el tamafio de los eritrocitos.



11

) El microscopio electrdnico ha demostrado que las
celulas endoteliales se hallan en estrecha aposicién,
contactando unas con otras gracias a la presencia de
desmosomas.

La lamina basal asegura la cohesidén y aporta a los
capilares su resistencia mecanica, jugando un rol muy
importante como filtro. Esta constituida por dos laminas,
una de ellas prdxima al tejido conectivo (lamina densa) vy
otra en intima relacién con la membrana celular de las
células endoteliales.

_Por regla general los capilares van acompafados
por macrofagos fijos y células mesenquimaticas
indiferenciadas y algunas células nerviosas dispersas. Se
han descgipto también otras células en muy estrecha
asociacion con el endotelio, a las que se llamé pericitos y
que se encuentran englobadas por la membrana basal del

capilar. Si bien la funcidn de los pericitos no ha sido

completamente determinada, estudios recientes sugieren que
’ Pd 4

estas celulas podrian actuar en la regulacion del

crecimiento del endotelio capilar (25).

3.2.2.1. Estructura de la pared capilar

Se describen tres tipos de capilares: continuos,
discontinuos y fenestrados.

Capilares continuos: El endotelio se presenta en
forma ininterrumpida, con una lamina basal continua. Las
células se hallan engrosadas en la regidn del nucleo, pero
pueden ser muy delgadas en otras zonas. Uno de los rasgos
mas evidentes y caracteristicos es la presencia de gran
cantidad de vesiculas intracitoplasmaticas que parecen
originarse en un gran numero de invaginaciones saculares
(caveolas) de la membrana plasmatica, que se abren ya sea
en la superficie basal o en la superficie de la luz de las
células endoteliales.

Las uniones entre las células endoteliales pueden
ser interdigitadas o relativamente rectas. El borde de una
o dos de las células puede prolongarse, por el lado de 1la
luz capilar, en un estrecho pliegue o estructura a modo de
solapa que sobresale dentro de la luz capilar.
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Este tipo de capilares se encuentra en el misculo
. ’ ) 4 . L)
liso, esqueletico y cardiaco y en diversos tejidos.

Capilares fenestrados: Se caracterizan por la
presencia de zonas de endotelio sumamente adelgazado, con
fenestraciones circulares que son sdlo aparentes, puesto
que se hallan cerradas por un diafragma muy delgado que
presenta un engrosamiento central.

La membrana basal continda a través de las
fenestrac1one§, en la parte externa del capilar. Las zonas
fenestradas solo constituyen una parte de la circunferencia

del vaso. Las uniones de las células se hallan
generalmente en las zonas mas gruesas del endotelio y no
presentan diferencias significativas con las uniones

observadas en los capilares continuos.

Los capilares fenestrados no son iguales en todas
sus localizaciones; las fenestraciones varian de tamafio,
cantidad y distribucion.

. Estos capilares se hallan en glomérulos renales,
glandulas endocrinas, vellosidades intestinales, etc.

Capilares discontinuos: Presentan grandes
orificios de hasta 2 jm de diametro, que permiten el paso
de grandes moléculas y aun de eritrocitos; carecen de
pericitos. Se encuentran en médula dsea y en higado.

3.2.2.2. Histofisiologia del intercambio a través de 1la
pared capilar.

El sistema vascular lleva las substancias
nutritivas, las hormonas y los metabolitos gaseosos que son
necesarios para las células y recoge de ellas los productos
primarios y secundarios de su metabolismo para su
distribucidn o excreciodn, De ahi que el mecanismo del
intercambio de substancias a través de las paredes
capilares (permeabilidad capilar) constituye uno de los
campos de estudio fisioldgico mas importante.

Los capilares presentan una superficie
extraordinariamente grande para el intercambio de
sustancias entre la sangre y los tejidos.
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Las numerosas vesiculas, situadas junto a 1la
superficie endotelial y en el interior del endotelio,
constituyen una forma submicroscdopica de pinocitosis. Es
ampliamente aceptado que el transporte vesicular juega un
rol importante en el movimiento de macromoléculas a lo
largo del endotelio capilar. Este concepto implica 1la
existencia de vesiculas libres dentro del citoplasma, que
transfieren material de 1la superficie 1luminal a la
superficie abluminal de la cé€lula endotelial. Sin embargo,
a pesar de la aparente separacién entre 1las vesiculas,
éstas constituyen en realidad elementos de un sistema de
invaginacién permanente de 1la membrana de 1la célula
endotelial (26).

Los estudios histoquimicos con peroxidasa como
enzima marcadora han confirmado 1la rapida absorcidn vy
transporte transendotelial por las vesiculas de
micropinocitosis.

En los capilares fenestrados el intercambio se vé
facilitado por 1la presencia de las fenestraciones, aun
cuando ellas estén cerradas por un delgado diafragma. En
estos capilares, el intercambio de macromoléculas hidrofi-
licas entre el fluido intersticial y el plasma sanguineo se
realiza a través de las fenestraciones (que poseen un solo
diafragma), de canales transendoteliales {con dos
diafragmas) y de las vesiculas intracitoplasmaticas. Estas
estructuras presentan variaciones en numero en los distin-
tos Organos, lo que explicaria en parte las diferencias en
la permeabilidad vascular (27).

A lo largo de la red capilar, la estructura de los
vasos cambia y las diferencias topoqraficas suelen ser bien

evidentes. En el caso de la piel, donde se observan con
facilidad, 1los vasos tienen forma de horquilla o asa,
ordenadas paralelamente wunas a otras; su pared es

simplemente una capa de células endoteliales continuas que
se han fenestrado en la proximidad venular.

Ademas de los capilares en ansa, se encuentran en
la piel los glomus, formaciones epitelioides apelotonadas y
aisladas por una capsula dentro de la cual se hallan las
vénulas aferentes, circunvoluciones de las arteriolas
preglomicas con paredes gruesas formadas por mieloblastos o
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células mioepiteliales v un tejido conjuntivo rico en
histiocitos. La funcion de los glomus es intervenir en la
regulacion de la temperatura cutanea y corporal.

Otro ejemplo interesante 1lo constituyen los
capilares del pulmén, en los que el endotelio se encuentra
casi en directo contacto con el epitelio respiratorio, vya
que posee =6lo una fina trama de fibras conectivas vy
elasticas, facilitando asi el intercambio gaseoso.

3.2.3. Sinusoides

Son conductos vasculares de calibre grande vy
generalmente irregular, con una capa muy delgada de tejido
conectivo entre 1la pared vascular y el parénquima del
organo. Se desarrollan embrioldgicamente por crecimiento
del parénquima hacia adentro, en el interior de un seno
venoso grande y de paredes finas.

Los sinusoides son caracteristicos de la
. . 2 ’ ’ ’ .
circulacion del higado, bazo, medula osea y ciertas
glandulas endocrinas, como suprarrenal e hipofisis.

Podemos diferenciar:

Sinusoides discontinuos las células de
revestimiento se encuentran sobrepuestas como tejas en
ciertas zonas, mientras que en otras pueden apreciarse
grandes brechas entre 1las células. La membrana basal es
discontinua o falta por completo.

Sinusoides fenestrados: no hay brechas
intercelulares, la lamina basal es continua pero en el
delgado endotelio hay poros cerrados por diafragmas.

En estos vasos no hay ninguna barrera a la salida
de particulas menores, y la composicién del liguido en el
espacio perivascular es esencialmente la misma que en el
plasma.
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3.2.4. Vénulas

Cuando varios capilares se unen, forma primero un
tubo de aproximadamente 20um de diametro, constituido por
una capa de endotelio rodeada de una delgada capa de fibras
colagenas longitudinales y fibroblastos.

A medida que el calibre del vaso aumenta aparecen,
entre el endotelio y el tejido conjuntivo, células
musculares lisas diferenciadas, que se disponen cada vez en
forma mas prdoxima entre si.

Las células endoteliales se unen unas con otras
dejando espacios intercelulares mayores que los observados
en capilares; estos espacios pueden modificar su tamafio
por la accidn de histamina o serotonina.

El numero de pericitos aumenta a medida que se
incrementa el calibre de la venula; posteriormente, en las
venas mayores, seran reemplazados por celulas musculares
lisas.

Hay razones para creer que no todo el intercambio
se realiza en los capilares. Al parecer, en este proceso

actuan también las vénulas, siendo particularmente
importante su intervencion en los cambios que acompafian la
inflamacion. Aparentemente existe un gradiente de

filtraciéon desde el 1lado arterial al venoso, el cual
alcanza su maximo en las venulas y luego disminuye
bruscamente en los vasos de mayor calibre.

3.2.5. Vasos colaterales

Pueden definirse como vasos colaterales aquellos
vasos que actian como rutas de aporte sanguineo a un tejido
u drgano en respuesta a una injuria del sistema vascular.

Estas rutas alternativas se forman por dilataciodn
de canales preexistentes o por neovascularizacidn desde
vasos colaterales.

Se ha sugerido que las fuerzas mecaAnicas que
actian sobre el endotelio proveen un estimulo para la
formacién de nuevos vasos. La separacidon fisica de las
células endoteliales por vasodilatacidn puede sacarlas del
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estado de inhibicién por contacto, permitiendo que las
celulas normales quiescentes comiencen a proliferar. Por
otro lado participan factores bioquimicos liberados en 1la
zona de la injuria, tales como productos de metabolismo
anaerobio y factores angiogénicos.

, La neovascularizacion asociada con retinopatia
dia! tica, reparacidén tisular de heridas y crecimiento
tumc ral, estd siempre precedida por el desarrollo de wun
tejido pobremente perfundido. También se han identificado
factores mitogénicos para células endoteliales en 1los
extractos de misculo cardiado isquémico. Estos tejidos
contienen mitdgenos que estimulan la proliferacidn de
células endoteliales in vitro, ademdas de angiogénesis in
vivo (28, 29).

3.3 Aspectos estructurales y funcionales del endotelio

Hasta el afio 1970 aproximadamente, se pensd que
las células endoteliales constituian una poblacidn
practicamente homogénea, cuya actividad principal era la de
actuar como un filtro selectivo entre la sangre y el
parénquima de los tejidos. En base a este concepto, la
investigacidén  ultraestructural se —centré casi con
exclusividad en encontrar una correlacidn entre la
morfologia celular y la permeahilidad vascular.

La introduccion del cultivo de células
endoteliales (30, 31), permitid el andlisis de la hiologia
de la célula endotelial en forma especifica; se realizaron
estudios sobre demandas metabdlicas, actividades sintéticas
y reacciones celulares frente a condiciones ambientales

definidas (32-34).

3.3.1. Ultraestructura de la superficie celular

La superficie apical de 1la célula endotelial
incrementa su drea a traveés de varios niveles de
organizacion: proyecciones endoteliales, caveolas y
glicocalix.

Las proyecciones endoteliales tienen dos
funciones, por un lado incrementan'el area supgrflclal Yy
por el otro limitan el acceso de células sanguineas a la
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superficie, permitiendo asi la existencia de una capa de
plasma libre de células, en la que se encuentran los
sustratos que percolan sohre las enzimas asociadas a 1la
superficie de la célula endotelial.

Las caveolas son peqguefias depresiones de 1la
memprana celular, en donde se encuentran distintas enzimas:
actuan creando un microambiente apto para el procesamiento
de los sustratos circulantes.

El glicocalix esta involucrado en interacciones
con proteinas plasmaticas y, bajo ciertas condiciones, con
células sanguineas. Actia como un filtro molecular,
controlando el acceso de los sustratos; ademads regula la
interaccion de la célula con su ambiente, enmascarando
receptores latentes sobre 1la superficie de 1la célula
endotelial.

3.3.2. Citoesqueleto de la célula endotelial

Los elementos mds importantes del citoesqueleto
son: microfilamentos, microbubulos y filamentos
intermediarios. Estas proteinas fibrosas constituyen un
sistema altamente dinamico, regulado por proteinas
asociadas ue controlan el entrecruzamiento Y la
polimerizacion. Aunque se los denomina en forma colectiva
con el nombre de "citoesqueleto celular", constituyen en
realidad entidades diferenciables desde el punto de vista
de su estructura bioquimica, propiedades inmunoldgicas vy
funcidn (35).

Microfilamentos de actina: se los conoce en general como
"fibras de stress" ya que se les atribuye funcion
contractil en condiciones de esfuerzo mecanico; proveen la
fuerza de contraccidn para la migracidn (36).

En algunos sistemas los microfilamentos no parecen
ser necesarios para la locomocidén y se hacen aun mas
prominentes cuando las celulas estan adheridas al substrato

(37).

Los microfilamentos de actina estan localizados en
la periferia celular y también dentro de la célula. Los
estudios de tincion in situ con inmunofluorescencia han
mostrado que contienen miosina, alfa-actinina y F-actina.
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Microtubulos y centrosomas: las células endoteliales
contienen centrosomas formados por centriolos apareados
alrededor de 1los cuales aparece un material amorfo. El

centrosoma actya como centro de organizacion de 1los
microtubulos, 1los que emanan desde el area centrosomal,
disminuyendo su densidad hacia la periferia de la celula.

Filamentos intermedios: no se sabe en realidad si estos
filamentos tienen algun rol en la motilidad de las células
endoteliales. Por ejemplo los anticuerpos anti-filamentos

intermediarios inyectados en fibroblastos, inducen el
arrollamiento de los filament®s alrededor del niucleo, pero
no alteran la morfologia celular ni la locomocidn. (38).

3.3.3. Membrana basal

La membhrana basal de las células endoteliales
tiene una composicidén compleja con variaciones en los
diferentes érganos, lo que explica 1la diversidad de
reacciones inmunoldgicas de la misma.

El desarrollo reciente de técnicas para mantener
células endoteliales en cultivo brindd la posibilidad de
investigar la produccidén de membrana basal bajo condiciones
controladas.

Al microscopio Optico la membrana basal aparece
como una zona PAS positiva de gran espesor y facilmente
visible. Cuando se la observa con microscopio electrdnico
la morfologia cambia: la densidad no es homogénea y se
diferencian dos zonas: la lamina rara, en contacto con las
células y la lamina densa, de mayor espesor y en contacto
con una zona de fibras reticulares.

En la composicidon de la membrana basal intervienen
glicoproteinas coldgenas (colagenos tipo IV 'y V),
glicoproteinas no colagenas (laminina, fibronectina) vy
proteoglicanos (heparan sulfato).

El coldgeno tipo 1V es especifico de membrana
basal y constituye la proteina estructural mas importante.
Las células endoteliales sintetizan procolageno tipo IV vy
lo depositan en la lamina densa de la matriz extracelular

(39,40).
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La laminina estd localizada en la lamina rara;
tiene estructura en forma de cruz, con un brazo largo vy
tres brazos cortos similares entre si, unidos por puentes
disulfuro. Estos brazos estan interrumpidos por dominios
globulares Yy en sus extremos hay también dominios
globu%ares, con distinta sensibilidad al tratamiento
enzimatico con proteasas. Se ha demostrado que la laminina
interviene en la unidn de las células endoteliales con el
substrato de coldgeno, a través de los dominios globulares
de los brazos cortos. La interacciodn con la célula es
altamente especifica e involucra a una proteina de PM
70.000 situada en la membrana plasmatica. Un sitio de
union al heparan sulfato se encuentra en el dominio
globular terminal del brazo largo, pero ademds existen
otros sitios de unidn de menor afinidad en otras zonas de
la molécula. Las propiedades de la laminina sugieren que
actuaria como molécula mediadora en la unién entre las
celulas y los componentes de la membrana basal (41,42).

La fibronectina es un dimero unido por cuatro
puentes disulfuro en la zona media, que es la zona de unidn
a la celula; sus extremos se unen al colageno.

El heparan sulfato se encuentra en la lamina rara,
pero cercana a la lamina densa; es responsable de 1los
sitios anidnicos de la membrana basal, lo que le confiere
importancia en la permeabilidad.

Las células endoteliales de la aorta producen
tropoelastina cuando se las incuba con medio condicionado
de células musculares lisas. La sintesis de elastina es de
particular importancia en el pulmdon y en la pared de los
grandes vasos, donde actua como componente dinamico
importante de la elasticidad tisular. En las arterias, por
ejemplo, la lamina eldstica interna es adyacente a la
membrana basal del endotelio, formando un puente comin
entre las células endoteliales de la intima y las células
musculares de la media. No se sabe aun con seguridad si la
lamina media se origina desde las células endoteliales o
desde las células musculares o bien desde ambas. La
produccion de elastina por las células endoteliales en
presencia de medio condicionado por células de muisculo
liso, favorece la idea de wuna regulacién a través de
mediadores solubles, que actuaria tanto en la formacidn de
la pared vascular como en la reparacion de injurias (43).
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La membrana basal brinda una estructura de sostén
vy anclaje para las células endoteliales. En el rifidn actua
ade@és como una barrera de filtracidn, ya que retiene las
moleculas de alto peso molecular; esta funcidn depende
tanto de la porosidad de 1la membrana como de 1la carga
eléctrica (dada por los sitios anidnicos). La membrana
basal de las células endoteliales actia ademas como reserva
de factores de crecimiento con actividad angiogénica, esta
propiedad es de gran importancia en 1los procesos de
neovascularizacion (44).

3.3.4. Actividades metabdlicas

Las ceélulas endoteliales son capaces de inactivar
varias sustageias humorales, tales como adenosina y
norepinefrinaz Ademds poseen la enzima convertidora de
angiotensina en la superficie apical; esta enzima degrada
la bradiquinina (vasodilatadora) en productos inactivos vy
convierte la angiotensina I en angiotensina II, que se
libera directamente a la circulacidon ejerciendo un efecto
marcadamente hipertensivo; asi el endotelio juega un rol
importante en la regulacién de la presidén sanguinea
(45,46).

Las angiotensinas II y III son producidas en 1la
superficie de la célula endotelial y actuan como
secretagogos potentes de la aldosterona, de alli que el
endotelio tenga un papel importante en el balance de sales
y agua del organismo.

En virtud de la capacidad de sintetizar y liberar
prostaciclinas (PGI2) vy a través de la enzina ADPasa que
posee en su superficie, el endotelio es activamente
antitrombogénico (47).

La bradiquinina se inactiva después del contacto
con la enzima convertidora de angiotensina, pero el
contacto con receptores de superficie de 1la gélula
endotelial provoca una amplificacidn de la liberacion de
PGI2. Por lo tanto dependiendo del tipo de interaccién con
las células endoteliales, 1la bradiquinina afecta el tono
vascular y el flujo sanguineo (48).
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En los pulmones el endotelio facilita la excrecidn
de COz. Las células endoteliales poseen la enzina anhidrasa
carbonica, que ayuda a mantener el pH sanguineo controlando
el equilibrio entre bicarbonatos y COz plasmaticos.

3.3.5 Actividad sintética

Las células endoteliales sintetizan glicoproteinas
de la membrana basal: colageno, laminina y fibronectina.

Se ha dado gran atencidn al estudio de la sintesis
de glicosaminoglicanos (GAGs), un grupo de substancias
complejas no sdlo desde el punto de vista quimico sino
también en cuanto a la gran variedad de funciones que
cumplen.

Los GAGs son componentes esenciales del
glicocalix. Dado que éste se encuentra en la superficie
apical y ademas cubre la superficie basal del endotelio, la
variacion en la concentracidon de acido hialurdnico que
contiene, podria ser responsable de las variaciones en 1la
adhesién de las células endoteliales a su substrato (49).

El heparan sulfato, otro constituyente del
glicocalix, actia como agente blogqueante de la
proliferacién de células musculares, impidiendo la invasidn
de células de 1la tunica media en la capa intima en
condiciones normales.

El factor de von Willebrand y el antigeno
relacionado al factor VIII (FVIII-RAg) son glicoproteinas
sintetizadas por las células endoteliales que forman parte
también del glicocdlix.

3.3.6. Antigenos de superficie de las células
endoteliales

Cuando se comparan las células de endotelio
capilar de Jdrganos diferentes, se observa que éstas no son
similares entre si. Se ha demostrado que las células
endoteliales expresan antigenos en su superficie,
especificos del dorgano en el que se encuentran (50).
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Las células del endotelio vascular (VEC) son
notablemente inmunogénicas y expresan antigenos unicos.
Son capaces de actuar como presentadoras de antigenos, de
manera similar a lo:¢ monocitos de sangre periférica. Se
demostro que las células endoteliales y los monocitos
presentan un antigeno no HLA que puede funcionar como
inmundgeno potente en el transplante de drganos.

Los estudios sobre rechazo de injertos demostraron
que los anticuerpos pre-formados contra el sistema
antigénico VEC-monocito del donante producen el rechazo del
organo transplantado auin en combinaciones HLA idénticas,
sin embargo 1los anticuerpos dirigidos contra los monocitos
del donante (antigenos especificos de monocito) parecen no
tener efecto (51).

Los determinantes antigénicos asociados con la
superficie de las células endoteliales juegan, por otro
lado, un rol esencial en 1la adhesion selectiva de las
células tumorales al permitir el reconocimiento diferencial
del endotelio por parte de la célula metastasica (52).

3.3.7. Marcadores de células endoteliales

El criterio empleado en 1la identificacidn de
células endoteliales se caracterizd por la busqueda de
aspectos morfoldgicos y fisioldgicos unicos, tales como los
cuerpos de Weibel-Palade, la presencia de enzima
convertidora de angiotensina y la capacidad de sintetizar
el factor VIII anti-hemofilico (FVIII) (53).

El FVIII-RAg fue <considerado un marcador
especifico de células endoteliales, aunque estudios
realizados en distintos tipos de vasos sanguineos
demostraron que no todas las células lo presentan vy que por
otro lado, 1los megacariocitos también reaccionan con el
suero anti-FVIII RAg (54). -

En base a estos resultados se recomendd el uso de
lectinas derivadas de Ulex europeans ( UEA 1I) como
marcadores sensibles para células endoteliales humanas,
especialmente para el estudio del endotelio capilar. Sin
embargo, las lectinas no son especificas cuando se emplean
como marcador en material no humano (55).
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El desarrollo de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra epitopes localizados en antigenos
especificos de células endoteliales permitid la deteccidn
de estas células con gran definicidn y exactitud (56).
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4. El proceso angiogénico

4.1 Desarrollo secuencial de los capilares frente a un
estimulo angiogenico.

Los estudios sobre neovascularizacidn demostraron
que el desarrollo capilar tiene lugar mediante una serie de
pasos secuenciales, similares para cualquier tipo de
estimulo angiogénico desencadenante. Los capilares se
originan desde venas pequefias (vénulas) o bien desde otros
capilares, los vasos mayores en los que existen células
musculares lisas, generalmente no dan origen a nuevos
capilares.

1. Uno de los eventos iniciales es la degradacidn
loc§l de la membrana basal en el lado venoso cercano al
estimulo angiogénico (57). Las células endoteliales
estimuladas por substancias angiogénicas segregan altas
concentraciones de colagenasa v activador de plasmimdgeno
(57, 58). Esto sugiere que la degradacion local de la
membrana basal es 1llevada a cabo directamente por las
célulag endoteliales, una vez que éstas reciben el estimulo
angiogenico.

2. A través de la zona de degradacidén de la
membrana basal, las células endoteliales comienzan a migrar
hacia la zona del estimulo.

3. Las células se alinean en una forma bipolar a
medida que se forma el primer brote vascular. Esta
alineacion se observd tanto in vivo como in vitro (59).

4. A continuacidn se forma el lumen. En muchos
ejemplos de angiogénesis post-embrionaria, el lumen parece
originarse en una curvatura que se desarrolla en la célula
endotelial, como si el citoesqueleto en si mismo se hubiera
reordenado para formar dicha curvatura (60). Sin embargo,
en el desarrollo embrionario temprano, la formacion del
ldmen se produce a través de la aparicidn de una vacuola en
la célula endotelial.

5. Comienzan a dividirse las células ubicadas en
la parte media del borde vascular. Las ceélulas apicales
contindan migrando, pero generalmente no se dividen.
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6. Los brotes vasculares se anastomosan entre si
formando rulos (loops), que a su vez pueden elongarse y dar
origen a brotes adicionales. No se conoce el proceso por
el cual los brotes se reconocen entre si. Los loops
contindan su desarrollo dirigiéndose hacia la zona en la
que se encuentra el estimulo angiogénico.

7. Lentamente comienza el flujo sanguineo en el
interior de los loops.

8. Aparecen pericitos a lo largo de todo el
capilar.

9., Se sintetiza la membrana basal.

Cuando se estudia in vitro el comportamiento de
células endoteliales clonadas se observan los mismos
eventos que se enumeraron aqui, con desarrollo de redes
capilares en las placas de cultivo; la diferencia 1a
establece 1la ausencia de pericitos (61,62). Estudiando el
comportamiento de células endoteliales derivadas de vena
umbilical se observé que los vasos transportan fluido en su
interior.

Los estudios realizados in vivo e in vitro parecen

indicar que 1la célula endotelial expresa un programa

definido para generar redes vasculares. Los eventos son
o N . 4

los mismos, independientemente de que el estimulo

desencadenante provenga de un agente inflamatorio, de un
estimulo inmunoldgico o de un tumor (63).

4.2 Sistemas empleados para estudiar la angiogénesis.

4.2.1. Camaras transparentes

Los primeros estudios sobre angiogénesis fueron
meramente descriptivos y se basaron en el empleo de camaras
transparentes implantadas en animales.

El primer modelo de camaras fue disefiado por
Sandison y Clark para el estudio dinamico de la
inflamacion. Las camaras se insertaron en la oreja de
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conejgs, observandose la aparicion de nuevos vasos
sanguineos en respuesta a la herida causada por 1la
implantacion de la camara (64, 65).

Algire y Chalkley modificaron la camara de
Sandison-Clark para insertarla en el dorso de ratones; con
este sistema fue posible estudiar la vascularizacidén de
tumores murinos. Se observd que la respuesta vascular
provocada por el implanto tumoral era mas intensa que la
vascularizacioén inducida por un estimulo inflamatorio.
Estos estudios 1llamaron la atencidn sobre el fendmeno de
neovascularizacidén tumoral y sin duda establecieron que los
tumores incitan dicha respuesta. Sin embargo el sistema
empleado adolecid a ciertas limitaciones importantes. En
primer lugar no fue posible obtener una descripcidn
morfoldgica de alta resolucidn debido a que la camara era
pequefia y sélo pudo implantarse en un espacio limitado. En
segundo lugar con este sistema sélo pudieron estudiar
tumores transplantables para que no se produjera el rechazo
del implanto (66, 67).

En 1964 Sanders y Shubik disefiaron una nueva
versidon de 1la camara transparente para implantarla en 1la
bolsa de la boca del hamster Sirio. Este sistema brindd un
sitio privilegiado inmunoldgicamente en el cual pudieron
implantarse tumores de distintas especies sin que se
produijera rechazo (68).

Por uJltimo Greenblat y Shubik usaron una camara
similar a la anterior y demostraron la proliferacién de
capilares sanguineos inducida por un tumor separado del
lecho vascular del huésped por un filtro que impedia el
contacto directo entre el tejido normal y el implanto
“tumoral (69).

4.2.2. Membrana coriolantoidea de embrién de pollo

Un sistema universalmente empleado en el estudio
de la angiogénesis es el de la membrana corioalaqtoidea de
embrién de pollo (MCA), cuyos vasos proliferan rapidamente
(70).

Para exponer la MCA es necesario crear una falsa
camara de aire entre ésta y la membrana lucida. Luego se
efectila una pequefia abertura en la cascara con ayuda de un
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torno y se <coloca sobre 1la MCA un trozo de filtro
(Millipore, 0.22 am) con la fraqpién a testear. Las
fracciones de tumor implantadas en el dia 9 inducen una
respuesta vascular entre las 48 y 72 horas. Esta respuesta
puede ser reconocida como una proliferacién capilar con
aspecto arborescente que converge hacia la zona del
implanto (71).

Los embriones pueden desarrollarse ademas sin la
cdscara, colocdndolos dentro de cdpsulas de Petri en estufa
gaseada. Esta técnica permite visualizar continuamente el
desarrollo vascular y brinda ademas una mayor superficie
para implantar las muestras, lo que hace posible realizar
comparaciones directas entre muestras diferentes Y
controles en la misma membrana (72).

Usualmente se emplean vehiculos para conseguir la
liberacién de pequefias cantidades de 1la substancia a
testear (1-50 mg). Uno de los vehiculos mas empleados es
metilcelulosa al 0,5%. Un método alternativo consiste en
disolver la muestra en 5-10 _al de agua destilada vy
colocarla sob:e un cubreobjetos plastico dejandola secar,
para luego implantar sobre la memhrana.

La evaluacidn de la neovascularizacidn se realiza
de tres maneras: por observacidn estereomicroscopica (16X)
que puede hacerse diariamente de los embriones cultivados
sin la cubierta de la cascara; por proyeccién fotografica,
que permite evaluaciones posteriores y comparacion entre
distintas experiencias, y por estudios histoldgicos (73).

La valoracidén de la respuesta angiogénica en la
MCA es cualitativa; cominmente se le asigna un valor
positivo o negativo, o bien se d3a una gradacién a 1la
respuesta positiva en funcidén de la intensidad de 1la
neovascularizacion (74). Algunos autores emplean 1la
técnica de diluciones sucesivas de las muestras y asignan
un valor positivo o negativo a la respuesta, con el fin de
obtener el valor de punto final (75).

Los ensayos de actividad angiogénica en MCA son
relativamente poco costosos y permiten el estudio a gran
escala de substancias promotoras e inhibidoras de 1la
vascularizacion; por ello han sido ampliamente utilizados
para estudiar la actividad angiogénica inducida por
tumores, células transformadas por virus, adipocitos,
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tejido linfoide, extractos de retina, placenta, fluido
sinovial y rifiéon vy ademas para determinar la actividad
inhibidora de 1la anglogene51s en los extractos de humor
vitreo, cartilago y cérnea (76-87).

A pesar de las ventajas antes mencionadas, ésta
técnica t =ne varias limitaciones, tales como la
subjetivi:ad de la evaluacidn, la dificultad en cuantificar
la respuesta vascular y el problema de diferenciar
vasoproliferacion de efectos causados por los mismos
implantos sobre la distribucidn de los vasos sanguineos en
la superficie de la MCA. Se demostrdé que la 1mp1antac1on
de diferentes materiales sobre la MCA provoca una reaccidn
1nf1amator1a con proliferacidn de fibroblastos y capilares.
La iniciacidn de esta reaccidn es 1ndepend1ente de 1la
naturaleza del material empleado y es causada aun por los
mlsmos materiales del huevo, tales como pequefios trozos de
cdscara, albimina coaugulada y vitelo. 1Incluso los flltros
Millipore pueden inducir prollferac1on de vasos sangu1neos,
fibroblastos y células e:-todérmicas. Esto llevd a concluir
que el estimulo para la proliferacidn reside en parte en la
misma MCA. Sin embargo, 1la reaccidn inflamatoria y la
proliferacién vascular inespecifica pueden practicamente
suprimirse embebiendo los filtros con hidrocortisona (0,5
mg/ml) antes de aplicarlos sobre la MCA (88, 89).

El ensayo sobre MCA puede ser modificado en muchos
aspectos para los estudios a realizar, pero cuando se
necesita comparar la actividad angiogénica de distintos
tejidos o extractos, deben estandariz: “se las condiciones
para cada aplicacidén particular. Los .actores que pueden
influenciar 1la respuesta y su interpretacidon incluyen:
edad del embrion, temperatura de incubaciodn, infecciones y
diferencias topograficas del patrdn vascular en el sitio de
implantacién de 1la muestra. Los ensayos con extractos y
substancias difusibles son dificiles de evaluar cuando se
compara con estudios de muestras sdlidas.

4.2.3. Implantacidn de muestras en cdrneas

La cdérnea provee un substrato transparente vy
avascular donde pueden estudiarse en forma continua 1los
distintos pasos del proceso angiogénico, permitiendo la
medicidén lineal del desarrollo capilar.
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Para formar una camara en la cdornea, se efectuia
una incisidn superficial a una distancia de aproximadamente
1l a 2 mn del borde del ojo y con una pequefia espatula se
atraviesa 1la cérnea hacia abajo, en esta cdamara se coloca
la muestra (90). La implantacidn de la muestra a una
cierta distancia de 1los vasos del limbus _pbroduce una
separacidn anatdmica gue permite la observacion secuencial
de la neovascularizacion.

Los capilares crecen desde el borde de la cdrnea a
una velocidad que puede 1llegar a 0,2 mm/dia. Se 1los
observa a traves de una lampara de hendidura y se mide el
crecimiento con un micrdmetro ocular.

Los primeros ensavos de neovascularizacién en
cornea se llevaron a cabo en conejos, pero cuando se
estudid la vascularizacion inducida por tumores murinos,
este modelo tuvo como desventaja el rechazo inmunolégico
del implanto, una vez que los vasos sanguineos alcanzaban
a) tumor (91). Este problema fue subsanado con el
desarrollo de una técnica para el estudio de la actividad
angiogénica en ratones, que permitié el empleo de cepas
singeneicas evitando asi el rechazo del tumor (92). Mas
tarde se desarrollé una técnica similar para el estudio de
la angiogénesis en cdornea de rata (93).

4.2.4. Polimeros de liberacidn lenta.

A partir del desarrollo de técnicas de muestreo en
cérnea de animales de experimentacidn, resultd interesante
substituir los implantos tisulares por extractos libres de
células. El problema era conseguir la liberacidn lenta del
extracto, de tal forma que se eqtablec1era un gradiente de
concentracidén adecuado dentro de la cornea. Fue necesar%o
cubrir dos requerimientos esenc1ales- el vehiculo debia
ser inerte para no causar por si mismo inflamacidén y por
otro lado debia ser capaz de liberar moléculas de alto peso

molecular.

Después del estudio empirico de una gran variedad

de polimeros, se encontraron dos que cubrieron las

condiciones requeridas: poli-(2-hidroximetil-metacrilato)
. ) 4 .

y etilen-vinil-acetato. Con estos polimeros se mantiene

una tasa de liberacidn constante de proteinas v otras
’ . . 7 s
macromoléculas a una velocidad de microgramos/dia y mas
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recientemente nanogramos/dia. Los implantos tienen un
tamafio pequefio (1 mm”) y son bien tolerados en la cdrnea y
otros tejidos, como la MCA (94).

4.2.5. Ensayos con células endoteliales

Como se menciond anteriormente, el proceso de
neovascularizacién se caracteriza por la migracidén vy
posterior proliferacion de capilares en respuesta a un
estimulo desencadenante. En base a ésto y con el fin de
obtener métodos reproducibles a gran escala para
cuantificar 1la angiogénesis, se pusieron a punto técnicas
de cultivo de células endoteliales, las cuales se aislaron
desde grandes vasos y desde capilares; estos cultivos
permitieron realizar distintos estudios de cuantificacidn
(95 - 97).

La migracidon se estudia con la camara de Boyden,
el ensayo de Albrecht-Buelher y la técnica de gelatina
agarosa. La camara de Boyden consiste en dos
compartimientos separados por una membrana porosa, en el
compartimiento inferior se coloca una concentracion
conocida del extracto a ensayar y en el compartimiento
superior se colocan las células endoteliales. Las células
se adhieren a la membrana y migran a través de los poros,
quedando adheridas a 1la superficie inferior de la misma.
Menos del 5% de las células endoteliales se despegan desde
esta superficie y por 1lo tanto el numero de células
adheridas a 1la cara inferior de la membrana refleja el
total de células que migrd a lo largo de los poros. La
relacidén entre el numero de células que migra y el
gradiente de concentracién del extracto a través de la
membrana, provee una medicion de la actividad quimiotactica
de la substancia para las células endoteliales in vitro
(98).

En el elegante sistema disefiado por
Albrecht-Buelher para analizar migracion, las células se
plagquean sobre cubreobjetos tratados previamente con oro
coloidal. Las células fagocitan el oro y a medida que
migran dejan tras de si una superficie desnuda. Con ayuda
de un analizador de imagenes se determina el perimetro,
diametro maximo y area total. El patrdén de movimientos es
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altamente irgegular Yy por lo tanto un incremento en el
trazado fagoc%tico se detecta con mayor exactitud teniendo
en cuenta el area total.

La técnica de gelatina-agarosa consiste en
preparar placas de Petri con una capa delgada de gelatina
al 1% sobre 1la cual se coloca agarosa al 1.8% formando una
capa gruesa. En esta uUltima se hacen tres perforaciones
alineadas hasta llegar a la capa de gelatina. Las células
endoteliales se siembran en la perforacidn central y en las
otras dos se colocan la muestra y el control. En una
cuarta perforacion, alejada de las anteriores, se siembran
células endoteliales con el fin de comprobar que éstas
migran formando un halo uniforme cuando no se les aplica
ningun tratamiento. Después de la incubacidn, se elimina
la capa de agarosa y se colorean las células; la
cuantificacién de la migracidn se realiza determinando dos
parametros: distancia alcanzada y numero de células que
han migrado (99).

En el ensayo de proliferaciodn de células
endoteliales frente a extractos de diverso origen, se
determina el incremento en el numero celular, la
incorporacidén de precursores marcados y el contenido en ADN
(100 - 105).

4.2.6. Ensayos para la deteccion de angiogénesis inducida
por linfocitos.
Los ensayos de 1la angiogénesis inducida por
linfocitos (LIA), se realizan inoculando i.d. linfocitos

inmunocompetentes en ratones alogeneicos o §emialogeneicos
previamente irradiados. La respuesta angiogenica se mide 5
dias después, en funcidn del nimero de divaricaciones
vasculares que rodean al indculo (106).

Para estudiar la angiogénesis inducida por
linfocitos singeneicos (SLIA), los linfocitos se inoculan
i.d. en ratones normales no irradiados y la respuesta

vascular se mide en base al aumento en la densidad de vasos
de la zona que rodea al indculo (107). El ensayo de SLIA
sera explicado en detalle en el capitulo V.
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1. Inductores de la actividad angiogénica

_si bien en un principio se pensd que la
angiogenesis era resultado de 1la accién de un factor
soluble sobre un tipo celular especifico (endotelio), hoy

se sabe que en la iniciacidn del proceso de
neovascularizacion intervienen multiples factores que
actuan en diferentes niveles y desencadenan la

proliferacidn de los vasos sanguineos.
En este capitulo haremos mencidn de los factores

mejor estudiados, dejando en claro que dia tras dia se
amplia el conocimiento de este complejo mecanismo.

1.1. Factores de crecimiento

1.1.1. Caracteristicas Generales

La requlacion del crecimiento celular es un
proceso complejo, que requiere 1la accidon coordinada de
diferentes factores, tales como hormonas, elementos del
sistema nervioso central, contacto directo intercelular,
etc. En todos 1los casos la transferencia de informacion
hacia la célula estd mediada por mensajeros quimicos (1).

Entre los agentes que funcionan como mensajeros se
destacan los factores estimulantes del crecimiento {(growth
factors, GF) 1liberados por diferentes tipos celulares vy
transportados hacia su destino por diversas rutas, desde la
difusidn local hasta la via sistémica.

En general estos factores polipeptidicos inducen
tanto respuestas hipertrdéficas como hiperpldsicas en 1los
tejidos "blanco". En su mayoria son mitdgenos potentes vy
estimulan la sintesis de ADN en concentraciones del orden
de nanogramos. -

Segun el momento del ciclo celular en el que
actuan han sido agrupados en dos categorias:

1- factores que actian sobre células quiescentes (Gg) ¥y
las estimulan a entrar en un estado de competencia.
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2- factores que actian sobre células competentes (Gl) para
que entren en fase S del ciclo celular y 1luego en
mitosis (2).

Algunos de estos factores cumplen también un rol
en la diferenciacidn celular. La mayor parte ejerce ademds
otras funciones no inherentes a 1la estimulacion del
crecimiento celular, actuando como factores de regulacion
en el organismo adulto. Por ejemplo, los anticuerpos
anti-factor de crecimiento nervioso pueden producir atrofia
de neuronas de los sistemas sensorial y simpatico (3).

, Mientras algunos GF actuan sobre células
especificas, otros 1lo hacen sobre un amplio espectro de
tipos celulares.

Las células tumorales también son capaces de
producir y secretar GF, cuya funcidn se relaciona
directamente con la capacidad de las mismas de crecer en
forma autdnoma.

Aunque los GF son semejantes a las hormonas por su
mecanismo de accidn, raramente se los ha clasificado como
tales. Esencialmente transfieren informacidn desde el
exterior hacia el interior de la célula. Se podria definir
a los GF como hormonas secundarias, ya que se caracterizan
por producir una respuesta temprana seguida por efectos de
larga duracidn, evidentes aun cuando ya no se puede
demostrar la interacciodon liacando-receptor.

Los GF se unen a receptores de la superficie de
las células blanco, esta unidn es altamente especifica vy
selectiva. Después de 1la formacion del complejo
ligando-receptor se estimula el metabolismo anabdlico,
activandose algunas funciones celulares tales como el
transporte de glucosa y aminodacidos. Es prohable que estos
efectos estén requlados directamente por la interaccidn con
el receptor (4). Por otra parte los factores de
crecimiento actidan regulando otras funciones celulares a
través de la produccidén de nucledtidos ciclicos y de 1la
alteracidon en los niveles intracelulares de ca't (5).

Los complejos ligando-receptor se agrupan en areas
especializadas de 1la superficie celular que consisten en
pequefias depresiones recubiertas por clatrina, una proteina
vinculada funcionalmente con el citoesqueleto, que forma
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celdillas pentagonales y hexagonales alrededor de 1la
exc§vacién. El complejo es endocitado incorporandose a
vesiculas no recubiertas por clatrina, llamadas
receptosomas; estos receptosomas transportan al complejo
ligando-receptor y los transfieren a los lisosomas. Este
proceso se conoce como endocitosis mediado por receptor vy
es empleado por wuna gran variedad de macromoléculas que

penetran en la célula: lipoproteinas de baja densidad
implicadas en el transporte de colesterol, transferrina,
anticuerpos, etc. El receptor puede ser reutilizado o

degradado; en este Ultimo caso es necesaria la sintesis de
nuevos receptores para que ocupen la superficie celular.

La internalizacidén del complejo 1ligando-receptor
juega funciones importantes en la accion de los GF, ya sea
a través de la interaccidn con receptores intracelulares,
del procesamiento del factor o del receptor para generar un
segundo mensajero, de la accidn directa del receptor con
organoides intracelulares o de 1la regulacidon de la
sensibilidad de 1la célula a la accidn de GF por una
disminucién del nimero de receptores en la membrana.

En conclusidn los GF, al igual que las hormonas,
desencadenan eventos en la superficie celular y requieren
su incorporacidn y unidn a estructuras intracelulares para
ejercer una accidn completa (6).

1.1.2. Factores de crecimiento fibroblastico: una
familia de mitogenos para celulas endoteliales con
afinidad por la heparina.

La estrategia seguida en la purificacién' de
factores angiogénicos fue 1la de aislar GF con actividad
sobre la movilidad y 1la proliferacidn de las celulas

endoteliales in vitro, basdndose en la idea de que aquel%os
factores que estimularan estas funciones celulares debian
ser angiogénicos in vivo.

Un gran avance en la purificacién de factores
angiogénicos se produjo al demostrar que muchos poseen una
marcada afinidad por la heparina, lo que permitid el empleo
de columnas de afinidad para purificarlos (7).
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) El analisis de 1los distintos mitdgenos para
celulas endoteliales mediante el estudio de los perfiles de

elucidén desde columnas de afinidad con heparina,
secuenciacion de aminoacidos, reacciones inmunoldgicas vy
unidn a receptores celulares especific.s, clarificé 1la

interrelacidn entre estos GF. Ahora se sabe que no existen
tantos factores diferentes como se habia pensado en un
primer momento; de hecho muchos pueden ser incluidos
dentro de 2 clases, aquellos relacionados estructuralmente
con el FGF acidico (FGFa) y los que estan relacionados con
el FGF bdsico (FGFb). Dentro de cada una de estas dos
clases, los GF son idénticos o bien representan variaciones
de un mismo polipéptido, que se diferencian en su PM
(8-9).

La clase de 1los FGFa esta constituida por
polipéptidos anidnicos que eluyen de columnas de afinidad
de Sefarosa-heparina con 1M ClNa; tienen un pI entre Sy 7
y su PM es de 15 a 19 kDa. Se los aisla desde tejido
neural e incluyen: ECGF aislado de hipotdlamo, GF aislado
de ojo tipo II , GF aislado de retina, GF aislado de
astroglia tipo I y GF aislado de médula (10-12).

La otra clase de mitdgenos con afinidad por 1la
heparina incluye polipéptidos catidnicos que eluyen desde
las columnas de afinidad con 1.5M ClNa, tienen un pl entre
8y 10 yun PM entre 16 y 19 kbDa. Son polipéptidos
similares al FGFb que presentan diferencias en cuanto a su
PM. Se distribuyen en forma muy amplia entre distintos
tipos celulares, habiéndose logrado aislarlos desde
cerebro, pituitaria, hipotdlamo, oio, cartilago, rifion,
placenta, cuerpo liteo, macréfagos, células endoteliales y
algunas células tumorales (13-16).

Las células endoteliales poseen numerosos sitios
de unidn para 1la heparina distribuidos en la superficie de
la membrana celular. La afinidad existente entre los GF
con actividad angiogénica y la heparina favorece entonces
la concentracidn de estos factores alrededor de la célula
endotelial.
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1.1.2.1. Factores de crecimiento fibrobldastico.

La actividad de 1los factores de crecimiento
fibroblastico (fibroblast growth factors, FGF) se conoce
desde 1940, cuando se demostrd que los homogenatos crudos
de cerebro contienen substancias capaces de estimular el
crecimiento de fibroblastos en cultivo. Desde estos
extractos se identificaron los dos tipos de FGF: acidico
(FGFa) y basico (FGFb) ; se trata de dos proteinas
fuertemente relacionadas, que poseen un rango similar de
actividades bioldgicas; difieren sin embargo en algunas
propiedades fisicas y quimicas y en su distribucidn en los
tejidos (17-19).

La actividad de los FGFs se identificd en base a
la induccidén de la sintesis de DNA en células BALB/c 3T3,
en presencia de bajas concentraciones de suero. Los FGFs
son mitogénicos in vitro para un rango amplio de células de
origen mesodérmico; los tipos celulares sensibles a 1la
accioén de los FGFs incluven fibroblastos, misculo liso
vascular, osteoblastos, condrocitos y células endoteliales.
Ademds son quimiotacticos y poseen actividad neurotrdpica
in vitro; son angiogénicos in vivo ya que estimulan la
proliferacién de nuevos capilares en cdrnea de conejo y en
MCA (20).

FGFa: tiene capacidad angicgénica in vivo, esta
actividad aumenta en un 400% cuando se adiciona heparina.
Al estudiar 1la capacidad del FGFa para actuar en 1la
reparacion de 1las heridas, se observa que este factor

acelera en forma significativa la velocidad de
cicatrizacion.
FGFb: como se explico en el capitulo precedente,

durante el proceso angiogénico, las células endoteliales
son estimuladas a migrar y proliferar, formando asi una
nueva red de capilares; esta actividad se correlaciona con
tres respuestas de las células endoteliales en cultivo,
frente a la accion de factores angiogénicos: estimulacidn
de la produccion de proteasas (colagenasa y activador de
plasmindgeno) aumento en la quimiotaxis y en la velocidad
de proliferacidén. (21-31)

Se identificaron dos tipos de sitios de wunidn
celular para el FGFb: uno de alta afinidad y otro de baja
afinidad (27).
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_ La unidén del FGFb al sitio de alta afinidad es
sensible a variaciones de pH, lo que indica que este sitio
corresponde al receptor celular para el FGFb.

La heparina compite con el FGFb por la unién al
sitio de baja afinidad, pero no compite por la unidén al
sitio de alta afinidad. El heparén sulfato compite
aproximadamente unas 30 veces mas que la heparina por 1la
union al sitio de baja afinidad, mientras que el condroitin
sulfato, el dermatdn sulfato vy el queratan sulfato no
tienen efecto en la unidn al sitio de baja afinidad. Todo
esto sugiere que la unidn al sitio de baja afinidad
representa la unlon a moléculas tipo heparina asociadas con
la célula. La unidn del FGFb a los sitios de baja afinidad
actua como reservorio de FGFb alrededor de la célula.

Tanto el sitio de unidn de alta afinidad como el
de baja afinidad estan presentes en una gran variedad de
tipos celulares: fibroblastos, células endoteliales,
sarcoma, melanoma, etc.

Aunque el FGFb parece ser entre 30 y 100 veces mas
activo que el FGFa, ésta diferencia puede deberse a una
inactivacion parcial del FGFa durante el proceso de
purificacién. En presencia de heparina, que estabiliza la
conformacidn del FGFa y disminuye el Kd aparente de unidn a
su receptor, la actividad del mitdgeno aumenta entre 3 vy
100 veces. La heparina tiene poco o ningun efecto sobre 1la
actividad del FGFb; por lo tanto, en presencia de heparina
ambos FGFs son mitdgenos igualmente activos.

Se sabe muy poco acerca de la actividad normal de
los FGFs; dado que actuian sobre un rango muy amplio de
células en cultivo, se puede pensar que la actividad de
inducir angiogénesis no es la unica funcidn que cumplen in
vivo. En condiciones normales podrian actuar como GF con
un espectro amplio de accidn, estimulando y coordinando la
multiplicacidn de varios tipos celulares (28).

Los FGFs, e incluso los mitdgenos con ellos
relacionados, podrian estar involucrados en varias
patologias proliferativas. Si uno de los FGF o un oncogen
equivalente de estos mitdaenos se expresara en forma
anormal en células trancformadas, podria inducir la



hiperplasia observada a menudo en los tejidos normales que
rodean al tumor, la estimulacidon autdcrina del crecimiento
tumoral y la angiogénesis.

El conocimiento de la secuencia de aminoacidos de
los FGFs permitid clonar el gen del FGFa Yy el gen del FGFb.
El estudio del gen del FGFb demostrdé 1la presencia de
codones para 155 aminodcidos que codifican para la cadena
polipeptidica de 146 aminoacidos mas una extensidn
amino-terminal de 9 codones; la secuencia que sigue al
codén de iniciacidén es muy rica en G-C, lo que indicaria
que corresponde a una zona no codificante. Otra evidencia
que apoya la idea de que el producto de translacion
primaria del FGF contiene 155 aminodcidos proviene de 1la
comparacidn con las secuencias amino-terminales del FGFa
bovino, el cual tiene una extension amino-terminal de 15
codones, y un producto de translacidén primario de 155

aminoacidos. Las extensiones amino-terminales de los 2
factores son altamente homologas, aunque las secuencias de
las regiones no transcriptas divergen completamente. La

estructura de 1los genes para FGFa y FGFb es similar, con
dos intrones 1localizados en posiciones idénticas. El1 gen
para FGFa esta en el cromosoma humano 5 y el gen para FGFb
esta en el cromosoma 4 (29-31).

Cuando se comparan las secuencias de aminodcidos
de los FGFs a y b, se observa que existe un 55% de
identidad entre ambas. Por otro lado, se detecta una
identidad menor entre los FGFs y la interleuquina 1 (IL-1),
observandose que las regiones homdlogas corresponden a los
sitios activos y que la estructura tridimensional es la
misma para los dos polipéptidos. Aunque la IL-1 tiene
actividad mitogénica sobre fibroblastos, los FGFs no poseen
actividad mitogénica sobre timocitos. Los FGFs y las ILs
constituyen asi un conjunto de GF  homdlogos, que
posiblemente se originaron por divergencia desde una
proteina ancestral comun (32).

Los FGF a y b interactuian con receptores asociados

con la membrana celular, por lo tanto se esperaria que
Id .

estos factores fueran proteinas secretadas al medio

extracelular; sin embargo, el estudio de las secuencias

amino-terminales no mostrd la existencia de un péptido
seflal. El1 mecanismo por el cual los FGFs dejan la célula
en la que fueron sintetizados es auin desconocido; los
posibles mecanismos de liberacidn incluyen lisis celular o



transporte a lo largo de la membrana en asociacion con un
componente de la matriz extracelular, tal como heparan
sulfato.

Debe definirse aun si los FGFs forman algin tipo
de complejo intra o extracelular con el heparan sulfato vy
si permanecen asociados con fragmentos de heparan sulfato
después de ser liberados desde la MEC. La liberacidén de
FGFs asociados con el heparan sulfato, mediante tratamiento
con heparinasa, indica que la actividad heparinasa hallada
en ciertas células tumorales e inflamatorias podria estar
involucrada en la angiogénesis.

1.1.2.2. Factores de crecimiento aislados desde tejidos del

ojo

Los estudios sobre el control del crecimiento vy
diferenciacidn del cristalino embrionario y adulto,
demostraron que la retina bovina contiene un potente GF,
capaz de estimular la proliferacidén de las células
epiteliales del cristalino in vitro (33).

Posteriormente se comprobd la presencia de
factores mitogénicos similares en otros tejidos del ojo,
tales como iris o humor vitreo; dehido a su amplia
distribucidn, estos factores fueron denominados GF
derivados del ojo, (Eye derived growth factors, EDGF) (34).
Se han identificado dos tipos de EDGF: tipo I, andlogo al
FGFb y tipo II, anadlogo al FGFa (35).

Los EDGFs estimulan la proliferacidén de varios
tipos celulares in vitro, entre los cuales se encuentran
las células endoteliales. Por otro lado las experiencias
realizadas in vivo demostraron que son angiogénicos en
cornea de conejo. Por lo tanto los EDGF podrian jugar
varios roles en la fisiologia y patologia oculares,
involucrandoselos en funciones tan variadas como control
del desarrollo del cristalino, reparacion de dafios en la
cérnea o neovascularizacidén de la retina; en este ultimo
proceso también intervendria el GF derivado de retina
(RDGF) (36-38).

Tanto el EDGFI como el 1II se unen a todas las
membranas basales del ojo, incluyendo la membrana basal de
los vasos sanguineos. Esta unidn sdlo puede ser desplazada
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cuando se adiciona un exceso de EDGF o bien cuando se
realiza un tratamiento enzimdtico con heparinasa. Se
propuso que la interaccidn entre la membrana basal y el
EDGF controlaria el movimiento y la actividad de este GF
durante el desarrollo y en los procesos patoldgicos. La
naturaleza de esta interaccidn estd relacionada con alta
afinidad del EDGF por la heparina, habiéndose demostrado
que la heparina es capaz de estimular o inhibir 1A
actividad mitogénica del EDGFII, en funcidn de la presencisis
0 no de suero bovino en el medio de cultivo (39). Asi, 1la
unién de los GF a la membrana basal estd mediada por
heparina o por compuestos similares que requlan positiva o
negativamente la actividad mitogénica del EDGF.

Aunque 1los roles especificos aun no fueron
establecidos con exactitud, se piensa que los EDGF tienen
una funcidn importante en la regulacidn de la fisiologia
normal de la retina; 1la actividad angiogénica encontrada
en extractos de retina se libera como resultado de 1la
disrupcién de la organizacidn normal del tejido, debido a
una injuria o a una situacidn patoldgica.

1.1.2.3. Factor de crecimiento de células endoteliales.

El factor de crecimiento de células endoteliales
(endothelial cell growth factor), aislado desde tejido
neural, se separa en dos componentes de acuerdo al tiempo
de retencidn en cromatografia liquida en fase reversa de
alta presién (RP-HPLC): tipo alfa (ECGF-«) y tipo beta
(ECGF-p).

La secuenciacidn de aminodcidos demostrd que el
ECGF-P es el polipéptido precursor del ECGF-oK y ademé§ su
estructura es homdologa en un 55% a la del FGFb y homdloga
en un 30% a la IL-1. La comparacion de las secuencias del
ECGF- >y del FGFa demostrd que el FGFa es la forma des 1-14
del ECGF-P, sugiriendo que ambos GF son producto de las
condiciones de extraccidn empleados durante el proceso de
purificacidn (41).

La unidén del ECGF-«Ca células endoteliales v
fibroblasticas demostrd que éstas poseen receptores
especificos en su superficie. El1 polipéptido receptor
tiene un PM de 150 kDa; la unidn del ligando dispara una
sefial mitogénica a través de la activacidn de una tirosina
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kinasa que fosforila un polipéptido de PM 150 kDa;
involucrado en la transduccidn de la sefial iniciada por el
ECGF (42-43).

La heparina no s6lo tiene afinidad por el ECGF,
sino que también modula sus actividades bioldgicas, al
potenciar la actividad mitogénica y la actividad
quimiotactica sobre células endoteliales (44-46).

1.1.2.4. Factores de crecimiento aislados de cartilago

El factor de crecimiento aislado de cartilago
(cartilage derived growth factor, CDGF) es un polipéptido
de 19 kDa que estimula la proliferacion de células
endoteliales y BALB/c 3T3 in vitro y tiene ademas actividad
quimioatractante sobre células mononucleares y
fibroblasticas (47).

El factor de crecimiento aislado de condrosarcoma
(chondrosarcoma derived growth factor, ChDGF) es similar al
CDGF tanto en su estructura como en su actividad; su PM es
de 18 kDa y es angiogénico in vivo.

La rapida estimulacién de la angiogénesis por
estos factores se debe al aumento en la velocidad de
proliferacion y de migracidén de las células endoteliales
(48).

1.1.3. Factor de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento epidérmico (epidermal
growth factor, EGF), fue descripto en 1962 como un
polipéptido capaz de estimular la apertura precoz de los
parpados y la erupcidn de los dientes en ratones recién
nacidos; afios mas tarde se reconocid su capacidad de
estimular el crecimiento de varios tipos celulares en
cultivo.

Aunque originalmente se lo aisld desde glandula
submaxilar de ratdn y desde orina humana, los estudios de
hibridizacion in situ demostraron aue el RNA complementario
del EGF probe (lazo) clonado, esta presente en una dgran
variedad de tejidos (49).
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Este GF esta constituido por 35 aminoacidos que
forman una cadena polipeptidica simple, con tres puentes
disulfuro internos (50,51).

El receptor para EGF se encuentra en varios tipos
celulares; es una proteina integral de membrana de 170 kDa
con un dominio intracelular con funcidn tirosina-quinasa.
En respuesta a la unién con el EGF el receptor es capaz de
autofosforilarse en los residuos de tirosina. El1 oncogen
v-erb B codifica para un producto homdlogo al receptor para
EGF pero que carece de dominio extracelular; ésta delecidn
llevaria a una activacidn constitutiva del receptor, sin
necesidad de que se produzca la unién con el ligando
(52-54).

El EGF tiene actividad mitogénica en células
mesenquimaticas y epitelioides; esta actividad esta
potenciada fuertemente por la insulina. El tratamiento con
EGF favorece 1la diferenciacién celular tanto in vivo como
in vitro (55-58).

1.1.4. Factores de crecimiento transformantes

Los factores de crecimiento transformantes
(transforming growth factors, TGFs) son polipéptidos con
capacidad de conferir un fenotipo transformado a células
normales. Esta definicidon 1llevd al aislamiento de
entidades moleculares que difieren en su composicidn, en el
tipo de receptor al que se unen y en la respuesta bioldgica
que inducen (59).

Aunque los TGFs mas estudiados son los TGF alfa
(TGF-x) y TGFB beta (TGF-(3), se han descripto otros
factores transformantes, tales como el TGF-2 que estimula
el crecimiento en agar blando de células BALB/c 3T3 y el
factor aislado desde tejido epitelial que estimula el
crecimiento en agar blando de una linea de carcinoma humano
y posiblemente actue como un regulador autocrino (60, 61).
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1.1.4.1. TGF-alfa

Se sintetiza en tejidos embrionarios durante el
desarrollo temprano, en células transformadas por virus vy
en gran variedad de células tumorales. Juega un rol
importante en 1la patogenia neoplasica a través de un
mecanismo regulatorio autdcrino (62, 63).

Las secuencias de aminoacidos del TGF-« y del EGF
poseen un 53% de homologia, con una notable conservacidn de
los seis residuos de cisteina. La capacidad de ambos
factores de wunirse a un mismo receptor se deberia a 1la
similitud en la conformacidén de 1los puentes disulfuro
(64-66). El EGF es la forma adulta del TGF-« embrionario y
las moléculas tipo-EGF aisladas desde distintas lineas son
en realidad TGF-. Ambos GF parecen ser mitdgenos
igualmente potentes para células endoteliales in vitro.
Sin embargo, cuando se compara la actividad angiogénica in
vivo, se demuestra que el TGF induce angiogénesis a dosis
menores (0,3-1,0 mg) que el EGF (10 mg). Esta discrepancia
en los resultados puede explicarse suponiendo que el TGF
actua en forma cooperativa con otros factores en la
induccidén de la respuesta angiogénica (67-69).

1.1.4.2. TGF-beta

Se lo aisld desde distintos tejidos: rifidn,
placenta, y células transformadas por virus (70-73).
Aunque en un primer momento se lo purificd en base a su
capacidad de inducir transformacion, se sabe ahora que
puede activar distintas funciones bioldgicas en un amplio
espectro de tipos celulares (74-75).

La secuencia de aminodcidos del TGF—pcorgesponde a
un dimero cuvas cadenas, de 112 aminoacidos, estan unidas
por dos puentes disulfuro (76).

El gen para TGF-(® sc transcribe en 2 RNAm de 2.5
kb que estan presentes tanto en células normales como en
células transformadas (77-79). Por otro lado se demostro
que un gran numero de células en cultivo producen TGF-f3 v
contienen receptores celulares especificos para este GF,
aunque no exhiban un fenotipo transformado; esto se
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explica en parte por que el TGF- @ 1liberado al medio
extracelular por las células en cultivo, se encuentra en
una forma inactiva de mayor PM (80-81).

El TGF->es mitogénico para una gran variedad de
células fibroblasticas en cultivo y en algunas este efecto
se produce a través de una interaccicn con el GF derivado
de)plaquetas (platelet derived growt. factor, PDGF) (83,
84).

La adicidn exogena de TGF-( mediante 1nyecc1ones
s.c. provoca la formacién de tejido de granulacidn; esta
respuesta es similar a la que se produce durante el proceso
de reparacidén y ocurre entre los 2 y 3 dias de inoculado el
factor (85).

Cuando se implanta TGF-fen la cérnea de conejos,
se observa el desarrollo de vasos sanguineos, pero una
caracteristica diferencial de este factor es la aparicidn
de una zona de opacidad alrededor del implanto. El examen
histolégico muestra engrosamlento del estroma, deposicidn
de colageno y aparicion de infiltrados mononucleares.

In Vitro, sin embargo, el TGF- (3 inhibhe el
crecimiento de células endoteliales vy antagoniza con el FGF
en su capacidad mltogenlca sobre celulas de endotelio de
aorta y de capilares (87).

La ausencia de una estimulacidn directa de 1las
células endoteliales in vitro, Jjunto con 1la actividad
gquimiotactica para monocitos y con la capacidad de
estimularlos a que secreten factores mltogénlcos, sugiere
que la actividad angiogénica del TGF-{ esta mediada a
través de la activaciodn del sistema monoc1to macrofago.

1.1.5. Factor de crecimiento aislado desde plaguetas

Generalmente los GF difunden en el medio
circundante a través de los espacios intercelulares y

actuan en forma local. El plasma contiene pocos GF vy
aquellos que se encuentran en el suero derivan de las
plaquetas v se liberan durante la coagulacion. La

presencia de GF en las plaquetas facilita su 1liberacidn
hacia la zona en donde se produjo una injuria tisular
(88-89). El factor de crecimiento derivado de plaquetas,
(PDGF) es el mitdgeno mas importante de 1los que se



encuentran en el suero; posee  ademas actividad
quimiotactica sobre fibroblastos y células de misculo liso
(90). Aungue originalmente se lo aisld desde plaguetas, en
dondg se almacena en los granulos alfa, también se demostrd
su sintesis en células endoteliales de grandes vasos y en
células de misculo liso de aorta (91-93).

Es un dimero compuesto por una cadena A de 14 a 18
kDa unido por puentes disulfuro con una cadena B de 16 kDa.

La cadena B (o PDGF-2) es codificada por el
protooncogen c-sis cuyo transcripto celular aparece como un
RMAm de 4.2 kb. Parte del locus gendmico c-sis fue
clonado, demostrando la existencia de 7 exones en el
cromosoma 22, que comprenden 23 kb de DNA.

Los receptores para PDGF se encuentran en una gran
variedad de células mesenquimaticas y en las células del
trofoblasto. Su estimulacidn a través de la unidn con el
ligando induce 1la autofosforilacidén de una proteina de 185
kDa (94-96).

La produccidn de PDGF por parte de las células
endoteliales puede ser modulada por varios factores
exdogenos. Ciertos productos que dafian el endotelio, tales
como dosis letales de endotoxina bacteriana y ésteres de
forbol, estimulan 1la sintesis de PDGF (97). La incubacidn
de células endoteliales con concentraciones fisioldgicas de
alfa-trombina, una proteasa que esta presente generalmente
en los sitios de inflamacidn, produce una estimulacidén de
la sintesis de PDGF en 24 hs. Por otro 1lado, 1la
organizacién de 1las células endoteliales en estructuras
tubulares esta acompafiada por una disminucién en 1la
expresién del RNAm de cadena B del PDGF. La composicidn
del substrato también puede influenciar la produccidn de
PDGF, el colageno tipo I disminuye la sintesis de este GF
cuando se 1lo compara con substratos de fibronectina o
plastico (98).

1.1.6. Factor necrotico tumoral

La estimulacion de leucocitos con mitdgenos induce
la secrecidon de proteinas inmunomoduladoras, llamadas
citoquinas: IL-2, 1IFN y otros varios factores entre 1los
gue se encuentra el factor necrotico tumoral (tumor
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necrosis factor, TNF) . Este factor fue identificado
originalmente en el suero de ratones tratados con
Mycobacterium bovis (cepa Bacillus Calmette-Guerin) vy
endotoxina, por su actividad de inducir necrosis
hemorragica en sarcomas e inhibicidén del «crecimiento de
células tumorales in vivo e in vitro (99).

Los leucocitos producen al menos dos tipos de
factores citotdxicos; los macrofagos activados 1liberan
TNF-alfa (TNF-«) mientras que los 1linfocitos 1liberan
TNF-beta (TNF-p).

Los genes que codifican para ambos factores fueron
aislados y clonados; las proteinas correspondientes se
clonaron desde Escherichia Coli determindndose que las
secuencias tienen un 50% de homologia (100).

In vivo, el TNF-« induce la formacidn de capilares
a muy bajas dosis. In vitro estimula la quimiotaxis de las
células de endotelio capilar y la formacidn de estructuras
tubulares cuando se las siembra sobre un substrato de
colageno tipo 1I.

En el proceso inflamatorio, el TNF-« promueve la
reparacion al estimular el crecimiento de 1los vasos

sanguineos; en los tumores actuaria en dos nive'=2s
diferentes: por un lado favoreciendo el crecimiento
neoplasico a traves de la activacion del proceso

angiogénico, mientras que por el otro lado participaria en
la destruccion celular a traves de un efecto citotoxico
sobre las celulas neoplasicas.

La respuesta vascular desencadenada por el TNF-«
esta acompafada por la aparicion de inflamacion cuando se

ensayan dosis altas; sin embargo a dosis menores 1la
respuesta es solo angiogenica, sin infiltracion
leucocitaria.

El TNF tiene varios efectos sobre 1las células
endoteliales: induce 1la expresion de antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1, promueve
la actividad procoagulante y, la sintesis de IL-1 y aumenta
la adhesidn a leucocitos polimorfonucleares (101, 102).
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1.1.7. Factor angionénico tumoral y factor estimulante de
las celulas endoteliales.

Los tumores sdlidos tienen la capacidad de
favorecer el desarrollo de una red vascular desde los
tejidos circundantes, gracias a la liberacidn de factores
solubles con actividad angiogénica (103).

En 1971 Folkman demostro que 1los extractos
tumorales solubles son capaces de inducir la proliferacidn
capilar. Desde estos extractos aisld el factor angiogénico
tumoral (tumor angiogenic factor, TAF), un compuesto de
?lto)PM (90-100 kba), cuya naturaleza es aun poco conocida

104).

El empleo de un anticuerpo anti-TAF permitid
demostrar que los factores anagiogénicos aisladcs a partir
de extractos y sobrenadantes de cultivo de tumores murinos
y humanos poseen determinantes antigénicos comunes (105,
106).

Este anticuerpo sirvid ademas para desarrollar dos
ensayos cuantitativos de 1la actividad angiogénica en
extractos tumorales: radioinmunoensayo (RIA) y ensayo
radioinmunométrico (RIMA). Con el empleo de estas dos
técnicas se encontro una correlacidén directa entre 1la
capacidad de un tumor de inducir angiogénesis in vivo y el
grado de union al antisuero detectado in vitro (107).

La preparacion de columnas de afinidad con
anticuerpo anti-TAF sirvié para demostrar que la fracciodn
activa del TAF corresponde a una molécula de bajo PM (200 -
300 Da), capaz de producir neovascularizacidén en MCA vy
proliferacion de células de endotelio capilar cuando se las
cultiva sobre un substrato de colageno (108).

Este factor angiogénico de bajo PM fue aislado
también desde fuentes no tumorales, tales como retina vy
fluido sinovial (109, 110); por esta razén y para
diferenciarlo del TAF, se lo denomindé factor angiogénico
estimulante de las células endoteliales (endothelial cell
stimulating angiogenesis factor, ESAF). El ESAF es canaz
de activar la procolagenasa presente en el medio
condicionado de fibroblastos de piel, promoviendo la
degradacidn de <colageno tipo I y en menor medida, del
colageno tipo ITI (111-112).
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1.1.8. Angiogenina

La angiogenina fue la primera proteina angiogénica
aislada desde células tumorales humanas. Se 1la obtuvo
desde el sobrenadante de cultivo de una linea establecida
de adenocarcinoma mamario (HT-29). Su actividad bioldgica
fue monitoreada a lo largo del proceso de purificacidn con
el ensayo de MCA, siendo suficientes 0,5 mg de angiogenina
para desencadenar una respuesta neovascular (113).

Los estudios de secuenciacidén demostraron que la
angiogenina esta constituida por una sola cadena proteica
de 123 aminoacidos con 3 puentes disulfuro. Su PM
aproximado es de 14 kDa y su pl es 9.5; esta secuencia es
homéloga en un 35% con la ribonucleasa pancredtica; la
similitud es mas importante alrededor del sitio activo de
la enzima. Trabajos posteriores confirmaron la actividad
ribonucleasa de la angiogenina (114, 115).

Desde una biblioteca de ADNc preparada con
poli-ARNm de higado humano, se aislaron los ADNc
codificantes de la angiogenina. Se demostrd una secuencia
5' no codificante, seaguida por una secuencia para un
péptido sefial de 22 aminoacidos y por 369 nucledtidos que
codifican la proteina madura; a continuacidn se encuentra

el codén de terminacidén y 1luego una secuencia no
codificante de 173 nucledtidos y una cola de poli-A. El
gen de la angiogenina esta libre de intrones y contiene un
TATA box en el extremo 5°', ademas de dos secuencias
repetitivas Alu flanqueando los dos extremos 5' y 3'. Una
tercera secuencia Alu se encuentra a una distancia

aproximada de 500 nucledtidos de la secuencia Alu del
extremo terminal 3' (116).

1.1.9. Otros factores de crecimiento con actividad
angiogenica.

Se han aislado factores angiogénicos desde
distintos tejidos normales, de los cuales mencionaremos
aqui solo los mas interesantes, sin pretender abarcar
totalmente la extensa bibliografia existente.



63

Las glandulas submaxilares y parotideas normales
contienen varios GF: EGF, factor de crecimiento nervioso
(nerve growth factor, NGF), factor estimulante del
mesénguina, factor de diferenciacidn muscular, etc. Desde
estas glandulas se aisld ademds un factor con capacidad
angiogenica en MCA, con un PM aproximado de 80 kDa, que
provoca alargamiento del 1lecho vascular, con capilares
delgados y ceélulas endoteliales moderadamente hipertrdficas
(117).

El transplante de mesenterio en la superficie del
cerebro induce el desarrollo de numerosas conexiones
vasculares entre amhos tejidos. En los extractos tisulares
se detectéd un factor lipidico con actividad angiogénica en
cornea de conejo (118).

Las células BALB/c-3T3 inducen proliferacidén de
células endoteliales in vitro. La purificacidn del factor
responsable de esta actividad permitid caracterizar una
molécula de PM aproximada a 120 kDa, de naturaleza proteica
y resistente a la inactivacidn con B-mercaptoetanol, lo que
la diferencia del FGF (118).

Por otro lado la linea celular BALB/c-3T3 F442A,
que sufre diferenciacidn adiposa in vitro, libera un factor
angiogénico capaz de estimular la proliferacidn endotelial
in vitro. Este mitdgeno no es sensible al tratamiento con
proteasas y atraviesa los filtros con un corte de PM de 10
kDa; su actividad no es eliminada por calentamiento a 60°C
durante 30' o a 90°C durante 5' (120).

Los cambios en la vascularizacion del ovario son

rapidos y profundos. En el cuerpo luteo tiene 1lugar un
proceso de neovascularizacion notable Yy los datos
morfologicos sugieren que tambien se produce

neovascularizacidn en el foliculo ovarico no 1luteal en
4
desarrollo. Los extractos de foliculo entero, o de la teca

(pared folicular), poseen capacidad mitogenica y
quimiocinética sobre células endoteliales in vitro, ademas
de promover angiogénesis in vivo. La caracterizacion

bioguimica del factor responsable de estas actividades
revela la presencia de un polipéptido catidnico sensible al
tratamiento con <calor y estable a la accidon de agentes
reductores, soluble en 40% de sulfato de amonio (121).
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Por otra parte el fluido folicular posee actividad
anglogenlca in vivo y capacidad quimiocinética y mitogénica
sobre células endoteliales 1in vitro. Las fracciones
activas se encuentran en dos en dos rangos de PM: entre 40
y 60 kDa y en la fraccidn menor a 1,5 kDa, lo que sugiere
que la molécula activa podria ser una especie de bajo PM
ligado a una molécula transportadora de mayor PM. Durante
la fase folicular del ciclo menstrual generalmente un solo
foliculo madura y ovula en respuesta al aumento de
gonadotrofinas. Este foliculo tiene una densidad de vasos
muy superior a la del resto de los foliculos del ovario; el
aumento en la vascularizacion perifolicular favorece 1la
llegada de gonadotrofinas, lo que resulta en la seleccidn y
mantenimiento del foliculo dominante (122).

Desde la placenta y la membrana amnidtica se
aislaron factores mitogénicos con caracteristicas similares
al EGF y al FGF, ademas de otros GF activos sobre distintos
tipos celulares. Entre ellos un factor con actividad
angiogénica de bhajo PM, capaz de inducir neovascularizacidn
in vivo y migracidn de células endoteliales in vitro (123).

1.2. El acido hialurdnico y sus productos _ de

degradacion modulan la angiogenesis

La MEC influencia la geometria, el metabolismo vy
la expresidn génica a través de receptores de transmembrana
y del citoesqueleto. El 4&cido hialurdnico (HA) es el
componente principal de la MEC; es un GAG de alto PM, con
carga negativa constituido por unidades repetitivas del
disacarido N-acetil-glucosamina y glucuronato. Se
diferencia de otros GAGs en gque no esta sulfatado ni unido
covalentemente a una proteina.

El HA tiene un rol importante en la embriogénesis,
en la regeneracion tisular y en numerosos estados
patoldgicos. Por ejemplo durante la diferenciacjén que
tiene lugar en la embriogdénesis y en la reparacidén tisular,
los niveles de HA son inicialmente altos y luego disminuyen
rdapidamente en respuesta al aumento en la actividad de
HAasa. Ademas, el tamafio de los fragmentos de HA puede
variar en el curso de la embriogénesis.
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Por otra parte el HA Yy sus productos de
degradacién tienen notables efectos sobre las células
endoteliales tanto in vivo como in vitro. Los pacientes
con cancer, psoriasis y artritis reumatoidea poseen niveles
elevados de HA en suero y 1los fibroblastos sinoviales
activados de estos ultimos sintetizan mayores cantidades de
HA de bajo PM que el producido por células normales.

Los fragmentos de HA de 4 a 16 disacaridos inducen
angiogénesis in vivo y estimulan la proliferacién y 1la
migracidon de células endoteliales in vitro, mientras que
una elevada concentraciodn de HA nativo inhibe la
proliferacidn de células endoteliales. Se demostrd que los
fragmentos de HA se unen a las células endoteliales vy
aumentan la fluidez de la membrana celular (124).

El desarrollo vascular esta entonces asociado con
un aumento en la actividad hialuronidasa y una disminucion
en la concentracion de acido hialuronico.

1.3. Activador de plasmindgeno

El activador de plasmindgeno (plasminogen
activator, PA) es una serina proteasa que cataliza la
sintesis de plasmina desde el plasmindgeno (precursor
inactivo). Por su parte 1la plasmina convierte la
procolagenasa (inactiva) en colagenasa (activa). El PA

estd involucrado en varios procesos fisioldgicos que
incluyen ovulacion, migracion celular, diferenciacion vy
regulacion de la fibrinolisis (125).

Las células endoteliales producen PA tisular
(PAt), pero en el medio condicionado por estas células el
PAt forma un complejo inactivo: PAt-inhibidor (PAI) (126).
Se ha detectado 1la actividad PAI en extractos celulares de
distintos origenes, en suero y en plasma (127).

La sintesis de PA desde células de endotelio
capilar aumenta notablemente cuando éstas crecen en
presencia de promotores tumorales; este incremento en 1la
sintesis de PA no se observa cuando se estudia la respuesta
de las células de endotelio vascular al estimulo con TPA,
lo que refleia una de las varias diferencias bioquimicas
entre ambos tipos celulares.
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1.4, Prostaglandinas

Los niyeles de prostaglandina son elevados en los
tumores, en macr->fagos activados, en exudados inflamatorios
y en las heridas (128).

Las PGs de 1la serie E, El1 (PGEl) y E2 (PGE2)
estimulan la angiogénesis. La PGEl tiene actividad
angiogénica en dosis de 1 mg, mientras que 1la PGE2 es
angiogénica en dosis menores: 0.2 a 2 ng. Las PGs de
otras series no son activas en la induccidén "de una
respuesta vascular.

1.5. Rol del cobre en la angiogénesis

La observacién de que el cobre promueve la
neovascularizacidon, 1llevd a pensar que uno de los pasos
iniciales de 1la formacidon de nuevos capilares podria
consistir en la migracidn de las células endoteliales a lo
largo de un gradiente de concentracidén de iones libres o
acomplejados.

Para estudiar esta posibilidad, se analizdo 1la
capacidad de los iones cupricos (Cu'*) para movilizar 1las
células endoteliales in vitro, demostrandose que el ClaCu vy
el SO4Cu incrementan la actividad migratoria de las células
cuando se agregan al medio de cultivo. Se observd ademds
que al menos el 95% de las células responden a la presencia
de iones, migrando en diferentes direcciones. Otros iones
con capacidad inductora de la migracidn, aunque en menor
medida que el Cu, son Ni y Sn; sin embargo éstos no tienen
capacidad mitogénica sobre células endoteliales (129).

El analisis de distintos factores angiogénicos,
con espectrometria de absorcidn atémica demostrd que las
fracciones activas contienen Cu'Y; 1la eliminacidn de estos
iones por pretratamiento con EDTA conduce a la desaparicidn
de la actividad angiogénica, 1la cual se reestablece por
adicidn de cu”*exdgeno. Por otro lado, se demostrd que la
unidén de Cu**a la molécula de heparina o al polipéptido
glicil-T.-histidil-L-lisina, hace que éstos adquieran
capacidad angioqdénica (130).
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La ceruloplasmina, proteina circulante
transportadora de cobre, no sdlo tiene actividad
quimioatractante, sino también mitogénica sobre células
endoteliales en cultivo y capacidad angiogénica in vivo.
Si se prueba su accidén en animales previamente tratados con
indometacina, conocido inhibidor de la sintesis de PGs, la
ceruloplasmina no induce neovascularizacion (131, 132).
Cuando la cdrnea de conejo se trata con PGE u otro efector
de la angiogénesis, se observa un incremento en los niveles
de Cui'y adquisicidn de actividad quimiotdctica para células
endoteliales, previo a la aparicidon de capilares. Sin
embarqo, en los animales mantenidos con dieta deplecionada
en Cu"*, la PGE no tiene actividad angiogénica.

l.6. Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina de alto PM
(200 kDa) presente en el plasm:® y en la MEC. En cultivo
actua aparentemente como una proteina adhesiva,
participando en la unidn de las células con su substrato.
Sin embargo, contraponiéndose a su funcidén de proteina de
anclaje, la fibronectina también estimula la locomocidn al
azar en algunas lineas celulares y tiene una fuerte
actividad quimiotdctica sobre células endoteliales (133-
136).

La capacidad metastasica de las células tumorales
murinas se correlaciona en forma directa con su contenido
en dcido sidlico, un ganglidsido que intervendria en 1la
unidén de la fibronectina con la superficie celular.

La interaccidn entre ganglidsidos y fibronectina
tiene un rol determinante en la capacidad de migracién de
las células endoteliales. Se ha sugerido que la
redistribucidén de la fibronectina en la superficie celular
en respuesta a la presencia de Cu*™ y el aumento en el
contenido en- ganglidsidos estarian relacionados con el
incremento en la movilidad del endotelio (137), 139).

1.7. Fibrina
La fibrina actlia como un activador de la

produccién de GF y GF con actividad angiogénica por parte
de los leucocitos, habiéndose demostrado que tanto 1la
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fibrina como sus productos de degradacion producen
miggacion de leucocitos en la cornea de ccnejo frente a un
estimulo angiogenico.

Este influjo de células inflamatorias estda seguido
por una intensa neovascularizacién y proliferacion de
fibroblastos.

La deposicidén de fibrina se observa en 1la
inflamacidén crénica y alrededor de los tumores invasivos.
Las células neoplasicas poseen tanto actividad
procoagulante como fibrinolitica y hay evidencia de que
estas propiedades son importantes en la invasion y en el
proceso metastasico.

Dado que los productos de degradacion de la
fibrina tienen efecto en la permeabilidad vascular, en 1la
contractilidad de las células musculares y en la
quimiotaxis, es posible que también participen en la
angiogénesis (140-144).
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2. Inhibidores de la angiogénesis

Gran parte de 1los tejidos normales contienen
factores que promueven la proliferacion vascular. Sin
embargo, las células del endotelio capilar se encuentran en
un estado generalmente quiescente, con la excepcidn de los
esporadicos eventos neovasculares que ocurren en
condiciones fisioldgicas (ovulacidn, reparacidén del \itero
durante el periodo menstrual y formacién de 1la placenta)
(145).

Como mantienen estas células una baja velocidad de
proliferacidon en presencia de tantos y tan abundantes GF?
Se puede postular la existencia de mecanismos que prevengan
la proliferacidn vascular en condiciones normales, pero qua
puedan ser salteados o inhibidos cuando se requiera la
formacién de vasos sanguineos, como por ejemplo durante la
regeneracion tisular.

"ecientemente se descubrieron esteroides
angiostaticos que circulan en el plasma y que podrian
restringir el crecimiento de las células endoteliales; or
otra parte en ciertos tejidos se producen inhibidores de la
proliferacién endotelial. La accidn conjunta de todos
estos factores regula el desarrollo vascular en condiciones
normales (146).

2.1. Inhibidores angiostaticos

La funcion de los csteroides angiostaticos fue
descubierta al realizar estudios sobre el rol de 1la
heparina en la angiogenesis.

La heparina estimula la locomocidn de las células
endoteliales in vitro e incrementa la angiogénesis tumoral
in vivo (147, 148). En base a estos conocimientos se
empled heparina para potenciar la respuesta neovascular
inducida por distintas substancias en MCA (149).

En este ensayo la respuesta angiogénica aueda
muchas veces enmascarada por una reaccion inflamatoria,
iniciada por pequefios fraamentos de la cascara del huevo
gue caen sobre la MCA. La aplicacién de cortisona o
hidrocortisona previene 1la reaccidén inflamatoria pero no
interfieren con 1la angiogénesis inducida por la muestra.
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Cuando se aplica en forma conjunta heparina e
hidrocortisona se observa inhibicidn de 1la angiogénesis
tumoral y regresidn de los capilares de la MCA (150).

Este sinergismo es independiente de la actividad
anticoagulante de 1la heparina; de hecho fragmentos de
hexasacaridos sin actividad antlcoagulante producidos por
clivaje enzimatico o pentasacdridos sintéticos de heparina
son mas potentes que la heparina nativa.

La actividad antiangiogénica de la mezcla
heparina-esteroide no esta relacionada con las propiedades
anti-inflamatorias (glucocorticoides) o de retencidn de
sales (mineralocorticoides) de 1los corticoesteroides, ya
que un estereoisémero  bioldgicamente inactivo de la
hidrocortisona (el 1ll-hidrocortisona o epicortisol) es
igualmente efectivo para provocar la regresidén capilar en
presencia de heparina.

La actividad angiostatica parece estar determinada
por distintas configuraciones estructurales del nucleo
pregnano. Los grupos hidroxilo 11 y 21 pueden ser
eliminados sin pérdida significativa de la actividad
angiostatica, pero la remocién del grupo hidroxilo-17
reduce la actividad antiangiogénica en un 76%. La
reduccidn del anillo A (por remocidn del doble enlace 4,5)
aumenta la actividad antiangiogénica al doble de la
hidrocortisona.

Las MCA tratadas con una combinacidn de heparina y
esteroides angiostaticos muestran fragmentacion de la
membrana basal de los capilares sanguineos, con pérdida de
laminina y fibronectina; la degeneracion de la membrana
basal esta asociada con la retraccion y regresidén capilar y
con el redondeamiento de las células endoteliales. La
membrana basal de los vasos mayores, del epitelio y de los
capilares que no estan en una etapa de crecimiento no son
afectadas por el tratamiento (151).

AUn no estd claro el mecanismo por el cual sdélo la
membrana basal de 1los capilares en desarrollo sufre

alteraciones, mientras que 1las membranas basales del
epitelio vecino y de 1los grandes vasos se mangienen
intactas. En la MCA normal el lecho capilar subectodermico
sufre un rapido crecimiento, asociado con acumulacion

continua de membrana basal. Varios factores angiogénicos
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estimulan la produccidén de proteasas y colagenasas por
parte de las células endoteliales (152). También el
crecimiento y la migracidn de las células endoteliales in
vitro estd asociada con la degradacidén y la deposicidn de
componentes de la membrana basal (153). Esto sugiere que
el crecimiento de 1los capilares sanguineos requiere un
recambio continuo de los componentes de la membrana basal;
por el contrario 1los tejidos adyacentes son relativamente
mas estaticos.

Los esteroides angiostaticos no producen regresidn
en los capilares que finalizaron su etapa de crecimiento;
estos estan rodeados por una membrana basal mas gruesa que
contiene mayor concentracion de laminina y colageno tipo
IV. La primera accidn bioquimica identificada para los
esteroides angiostaticos es la disolucidn de la membrana;
las alteraciones inducidas regulan el crecimiento y 1la
viabilidad de las células endoteliales (154).

Los esteroides con actividad y sin actividad
glucocorticoide combinados con heparina previenen 1la
angiogénesis tumoral en MCA cuando se los administra
después de la inoculacidén de las células. Por otro lado el
tratamiento con una sola dosis de esteroides con actividad
glucocorticoide antes de la implantacidn del tumor aumenta
el nuimero de colonias pulmonares, mientras que el
tratamiento con esteroides sin actividad glucocorticoide no
aumenta el numero de metdstasis. Ambos tipos de esteroides
actuan sobre el crecimiento metastasico, aunque los
esteroides con actividad glucocorticoide afectan los pasos
de la cascada metastdasica que ocurren después de la
liberacion de 1las células tumorales en el torrente
sanguineo y antes que se produzca el proceso de
neovascularizacion en el foco secundario, promoviendo la
aparicién de metastasis.

2.2. Factor de crecimiento transformante tipo beta

Aunque en principio se lo caracterizé como una
proteina con capacidad mitogénica, los datos actuales
indican que tiene también un fuerte efecto inhibidor del
crecimiento celular (155).



El TGF-{ inhibe la proliferacidén de células de
endotelio de aorta bovina in vitro y antagoniza 1la
actividad mitogénica del FGFb en forma no competitiva. La
inhibicién del TGF-{ es reversible ya que después de 1la
remocidn del factor las células comienzan a proliferar con
la misma velocidad que los controles sin tratamiento (156,
157).

2.3. Interferdn

Los distintos tipos de interferdn (IFN)
recombinantes, son inhibidores de la proliferacion de 1las
ceélulas endoteliales en cultivo. La accidn inhibitoria es
proporcional a la dosis empleada y no se debe a un efecto
citotodxico.

El IFN-gamma es el inhibidor mas potente;
notablemente el efecto inhibitorio de los IFNs es mayor
para células estimuladas por FGFb que para células que
crecen s6lo en presencia de suero. Por otro 1lado 1los
IFN-alfa 1 y beta 2 tienen una pequeia actividad
estimuladora sobre células endoteliales que crecen en
presencia de suero.
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1. Angiogénesis en tejidos normales

Nuestro conocimiento sobre 1la angiogénesis en
tejidos normales se basa mayormente en los experimentos
realizados con transplantes tisulares.

La MCA ha sido usada ampliamente para realizar
ensayos sobre la capacidad angiogenica de distintos

tejidos. Entre los tejidos normales que inducen
neovascularizacién en  MCA, podemos mencionar  aqui:
glandulas salivales, glandula tiroides, cuerpo 1luteo,
retina, epidermis, nddulos linfaticos, cuerpo vitreo,
testiculo y udtero en gestacidén (1-8). Los tejidos
embrionarios no siempre evocan una respuesta angiogénica en
MCA, lo que llevd a pensar que estos tejidos se

vascularizarian mediante anastomosis entre los vasos del
implanto y los del huesped (9).
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2. Angiogénesis en tejidos en regeneracidn

2.1, Reparacidon del endotelio in vivo

Al producirse un dafio vascular, las células
endoteliales pierden la inhibicidn del crecimiento debido
al contacto intercelular, se alargan rapidamente,
desarrollan lamelipodios y comienzan a migrar hacia la zona
de la herida. Esta migracidn la realizan las células en
forma de una lamina continua, lo que sugiere que los
contactos intercelulares se mantienen durante el proceso de
reparacion. Seguidamente tiene lugar la proliferacidn
celular para cubrir el area dafiada (10).

Se ha observado que las células endoteliales, al
migrar hacia la zona de la herida, redistribuyen sus
centrosomas ubicdndolos entre el nicleo y el borde del
lamelipodio. La redistribucidn ocurre en forma muy rapida
y requiere la presencia de microtubulos intactos (11).

El mecanismo por el cual se desplazan los
microtubulos durante la migracion es auin desconocido.
Posiblemente existan conexiones directas o indirectas entre
los microtubulos que emergen del centrosoma y aquellos que

se encuentran en la periferia formando la "banda densa
periférica" (BDP), de tal manera que la banda actue como
zona de anclaje de los microtubulos mientras se

redistribuyen los centrosomas.

2.2, Estudios in vitro sobre la reparacidon del endotelio

Para estudiar la locomocidn de las células
endoteliales se han empleado modelos in vitro; en éstos se
hace crecer a las células sobre cubreobjetos y una vez que
forman una monocapa se eliminan algunas células con la
punta de una delgada fibra de teflon para simular el efecto
de una injuria leve in vivo.

Se pueden diferenciar en la monocapa cuatro zonas
con caracteristicas netas. La zona de borde, constituida
por una banda de células con lamelipodios prominentes, en
cuyo interior se encuentran microfilamentos distribuidos en
forma paralela vy perpendicular con respecto a su eje. Por
detrds se encuentra la =zona de <células endoteliales
elongadas, sin BDP pero con microfilamentos paralelos al



eje celular. Detrds se define la zona de transicidn que
contiene células endoteliales con aspecto algo elongado,
pero aque retienen su morfologia poligonal; estas células
contienen microfilamentos distribuidos uniformemente. Por
ultimo se encuentra la monocapa confluente con BDP
prominentes. Las células de las dos primeras zonas migran,
mientras que en las dos zonas restantes las células estan
ancladas al sustrato sin evidencias de migracidn; por 1lo
tanto la presencia de BDP esta asociada con una inhibicidn
marcada de la migracidn celular (12).

En resumen, podemos decir que la reparacion del
endotelio vascular ocurre en tres pasos. En el primero las
células intentan reparar la zona de injuria mediante 1la
extensidén de lamelipodios, lo que requiere la existencia de
un sistema de microfilamentos intacto. El segqundo paso
incluye la elongacién de 1las células endoteliales y 1la
redistribucién de los centrosomas hacia el frente celular,
como preparacidén para la locomocidn. Las lesiones mayores
requieren un tercer paso, que consiste en la proliferacidn
de las células endoteliales como medio para reestablecer el
numero de células de la monocapa.

2.3. Reestructuracidn de la red vascular

Después de producirse una injuria traumatica
aparecen exudados gue contienen leucocitos, eritrocitos vy
fibrina; esto esta seguido por dilatacidén de 1los vasos
sanguineos adyacentes y proliferacidn de capilares dentro
de la zona de la herida. En pocos dias gran parte de estos
capilares comienzan a regresionar y desaparecen, mientras
que otros se diferencian en arteriolas y venulas.

Los factores que gobiernan la neovascularizacion y
el crecimiento en un tejido de garanulacion son varios.

Para que las células epiteliales se multipliquen, es
esencial que posean un adecuado aporte de nutrientes vy
oxigeno; existe una gran variedad de substancias que

estimulan el crecimiento tisular tales como el PDGF (13,
14), factor de crecimiento fibroblastico (FGF) (15),
factores humorales y somatomedinas (16). Por otra parte el
crecimiento puede ser inhibido por productos del
metabolismo celular, tales como CO,, acido lactico, AMPc,
etc (17).
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Los nuevos vasos se forman sélo si existe una masa
compacta de restos celulares (gldbulos rojos) y lo hacen
desde los vasos adyacentes a la zona de la herida. Las
dimensiones de estos nuevos vasos no son uniformes. Si los
restos celulares forman una masa compacta, los vasos son

delgados; en cambio si los restos celulares se encuentran
laxamente agregados, los vasos son amplios. La geometria
de la nueva red vascular depende entonces de las

propiedades mecdnicas de los restos celulares (existencia
de gaps, densidad, etc.) (18).

En un area dada de tejido aparecen primero 1los
vasos pequefios (10 - 20 am) en gran numero y a una
distancia de aproximadamente 100 um entre si. A medida que
el tejido se desarrolla se incrementa la distancia entre
los vasos, el numero de vasos disminuye y el didmetro
promedio de éstos aumenta; aparecen luego grandes vasos
que actuan brindando un drenaije venoso. Luego la distancia
entre los vasos se estabiliza en aproximadamente 300 uam vy
el numero de vasos totales, incluyendo los vasos de drenaje
venoso, disminuye.

El rapido aumento y subsiguiente disminucidn en el
volumen, superficie y largo de los vasos sanguineos por mm3
de teijido, debe ser considerado como una evidencia
estructural apoyada por una evidencia funcional. Existe
también un aumento y posterior disminucidén en la pO2 , esta
variacidén es una manifestacidén de la capacidad funcional de
la red vascular.



10.

97

BIBLIOGRAFIA

Hoffman H., Mc Auslan B., Robertson D., Burnett E.:
An endothelial growth-stimulating factor from salivary
glands. Exp. Cell. Res. 102: 269, 1976.

Chen C., Chen S: Angiogenic activity of vitreous and

retinal extract. Invest. Ophthalmol. Vis.Sci.l9:
596, 1980.
Huseby R., Currie C., Langenborg V., Garb.S:

Angiogenesis about and within grafts of normal
testicular tissue. Microvasc. Res.10: 396, 1975.

Goldsmith H., Griffith A., Kupferman A., Castimpolas
M.: Lipid angiogenic factor from omentum. J. Am.
Med. Ass. 252: 2034, 1984.

Maleris A., Fyan K., Yasumizu T., Hill C., Zetter B.:
The nonluteal porcine ovary as a source of angiogenic
activity. Endocrinology 115: 1155, 1984.

Burgos H.: Angiogenic and growth factors in human
amnio-chorion and placenta. Eur. J. Clin. Invest.
13: 289, 1983.

Wolf J., Harrison R.: Demonstration and
characterization of an epidermal angiogenic factor.
J. Invest. Dermatol. 61: 130, 1973.

Fromer C., Klinworth G.: An evaluation of the role of
leukocytes 1in the pathogenesis of experimentally
induced corneal neovascularization. &Am. J. Pathol.
79: 537, 1979.

Auerbach R., Kubai L., Sidky Y.: Angiogenesis
induction by tumors, embryonic tissues and
lymphocytes. Cancer Res. 36: 3435, 1976.

Wong M., Gotlieb A.: Control of reendothelialization:

the importance of endothelial microfilaments,
microtubules and centrosomes in endothelial
locomotion. En: Survey and Synthesis of Pathology
Research 4: 341, 1985. Editor: I.M.Cruse.

Publicado por S. Karger A.G., Basilea, Suiza.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

98

Gotlieb A., Subrahmanyan L., Kalmis V.: Microtubule

organizing centers and cell migration. Effect of
inhibition of migration and microtubule disruption in
endothelial culture. J. Cell. Biol. 96:
1266,1983.

Gotlieb A., Spector W., Wong M., Lacey C.: In vitro
reendothelialization: microfilament bundle
reorganization in migrating porcine endothelial cells.
Artherioesclerosis 4: 91, 1984,

Di Corletto P., Bowen - Pope D.: Cultured endothelial
cells produce a platelet-derived growth factor-like
protein. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 80: 1919,
1983.

Ross R., Vogel A.: The platelet-derived growth factor.
Cell 14: 203, 1978.

Thomas K., Gimenez-Gallego G.: Fibroblast-growth

factors, broad spectrum mitogens with potent
angiogenic activity. Trends.Biochem. Sci. 11: 81,
1986.

Van Wide 1I., Underwood L., Hintz R., Clemnons D.,
Voira S., Weaver R.: The somotomedins: a family of
insulin-like hormones under growth hormone control.
Rec. Prog. Horm. Res.30: 259, 1974.

Cho-Chung G., Gullino P.: In vivo inhibition of
growth of two hormone dependent mammary tumors by
dibutyryl cyclic AMP. Science 183: 87, 1973.

Zawicki D., Lain R., Schmid-Schoeinbeing O., Chien S.:
Dynamics of neovascularization in normal tissues.
Microvascular Res. 21: 27, 1981.



CAPITULO IV

ANGIOGENESIS TUMORAL




INDICE

1.

Fases avascular y vascular del crecimiento
tumoral.

El sistema vascular de los tumores.

Aportes experimentales del presente trabajo de
Tesis al estudio de la angiogénesis tumoral:
Actividad angiogénica en tumores primarios y en
sus metastasis.

3.1. Ensayos de actividad angiogénica en
explantos tumorales sobre MCA.

3.2. Aislamiento del factor responsable de 1la
actividad angiogénica.

3.3. Estudio de la actividad angiogénica de
células tumorales que crecen en cultivo.

Bibliografia.

100

Pag.

101

103

107

107
109

113

124



101

1. Fases avascular y vascular del crecimiento tumoral

La capacidad de producir un factor angiogénico
disocia el crecimiento tumoral en dos fases: avascular vy

vascular, cada una de las cuales posee propiedades unicas
(1).

La fase avascular se caracteriza por el
crecimiento 1lento de 1la masa tumoral, seguida por un
periodo de 1latencia cuando se alcanza un didmetro de
aproximadamente 1 mm. En condiciones normales la fase
avascular es imperceptible, debido a que muchos tumores se
vascularizan rdpidamente después de ser implantados.

Cuando se colocan piezas tumorales en la MCA de
embriones de pollo, 1los vasos penetran al tumor en
aproximadamente 72 hs. Para estudiar detalladamente 1la
fase avascular se puede retrasar 1la vascularizacidn
colocando el tumor en el humor acuoso de la cAmara anterior
del ojo; aqui se observa acue el esferoide tumoral
permanece avascular y no crece mas alld de 1 mm de didmetro
(2).

Existen algunas situaciones clinicas en las que la
fase avascular se prolonga durante un tiempo considerable:
el carcinoma "in situ" de cérvix, ciertos carcinomas de
vejiga, melanomas superficiales y metastasis de
retinoblastoma en humor vitreo son algunos ejemplos.

Por lo tanto una de las caracteristicas
principales de la fase avascular es que el crecimiento
tumoral esta limitado a un diametro pequefio y que el tumor
permanece en estado de latencia.

En contraste, la caracteristica mas tipica de la
fase vascular es el rapido crecimiento tumoral una vez que
el implanto es penetrado por nuevos capilares. Un
esferoide tumoral implantado entre los vasos del iris es
penetrado por capilares dentro de los 5 6 6 dias y a
continuacién se produce el crecimiento exponencial de la
masa tumoral.

Para estudiar onor qué el crecimiento tumoral se
detiene cuando el estadio avascular se prolonga, se
hicieron crecer células tumorales en agar blando, con el
fin de simular el wmicroambiente de un tumor avascular (3).
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Las células cultivadas en este sistema crecen formando
esferoides que detienen su desarrollo cuando alcanzan un
didmetro de pocos milimetros, independientemente de 1la
frecuencia con que se realicen los cambios del medio de
cultivo. Las células de la periferia continulan
proliferando, mientras que las células de la zona central
mueren y se lisan, con lo cual su desaparicidon balancea la
proliferacidon de las células periféricas. La explicacion
mas plausible es que, a medida que se expande el volumen de
células, se alcanza un diametro critico en el que el adrea
superficial del esferoide comienza a ser insuficiente para
la absorcidén de nutrientes y eliminacidén de metabolitos.
Posiblemente el mismo mecanismo tenga lugar en un nddulo
tumoral avascular "in vivo"; aun cuando dicho ndédulo pueda
estar rodeado por vasos sanguineos, su area superficial es
limitante para el intercambio de substancias con el medio.

Tanto en el esferoide tumoral suspendido en 1la
camara anterior del ojo, como en la fase avascular del
crecimiento tumoral en la MCA, se observa el mismo patrdn
histoldgico. Solo las células prriféricas se multiplican,
mientras que las células centrales forman un foco de
necrosis.
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2. El sistema vascular en los tumores

Los tumores experimentales aparecen en forma
espontdanea o inducida y se transplantan de un animal a otro
en forma generalmente subcutanea, aunque dependiendo de los
requerimientos de cada tipo de investigacidn, se los pueden
implantar en casi cualquier sitio en el animal huésped,
incluyendo cerebro, musculo, peritoneo e higado.

El método de transplante consiste en la inyeccidn
de suspensiones celulares o simplemente en la implantacion
de una pequefila pieza tumoral con el empleo de un trodcar.
La forma en que se efectua el transplante es de gran
importancia para el desarrollo del tumor. Las suspensiones
celulares obtenidas desde el tejido tumoral por tratamiento
enzimatico fueron empleadas para estandarizar y cuantificar
las condiciones de transplante. Sin embargo, se brindd
poca atencién a la contaminacién de las suspensiones con
otros tipos celulares tales como fibroblastos, fagocitos y
células endoteliales que, eventualmente, pueden llegar a
jugar un rol en la formacidén de la red vascular del tumor.

Cuando una pieza tumoral se implanta en un 1lecho
vascular, el tejido inicialmente translicido deviene opaco
como resultado de procesos de degeneracidén celular (4).
Después de uno o dos dias, los vasos sanguineos vecinos
(vénulas) envian brotes vasculares que penetran el tumor;
esto es 1dgico si se piensa que el tejido tumoral produce
un factor angiogénico transportado a través del tejido
extracelular que drena por las vénulas; por lo tanto éstos
son los vasos que primero se ponen en -contacto con el
factor angiogénico Yy responden con dilatacion Yy
vasoproliferacidn. La conexidén arterial se establece poco
después y el tejido que rodea a los vasos se hace
nuevamente translucido. A continuacidén tiene lugar el
crecimiento del tumor.

En el periodo de. crecimiento casi todos los
tumores parecen desarrollar redes cadticas que se conectan
con la red arterial y con la red venosa. Las venas est@n
generalmente dilatadas y por ello son los vasos mas
conspicuos; las arteriolas en cambio forman canales finos
lo cual hace dificil su visualizacion.
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El crecimiento del sistema vascular se produce por

brotaciéon desde 1los vasos del huésped; estos brotes
vasculares se desarrollan tanto alrededor del tumor como en
su periferia. La vascularizacion tumoral constituye un

proceso dindmico en el cual los patrones de crecimiento
parecen no tener sentido: pueden aparecer nuevos vasos en
forma subita, mientras que otros vasos se dilatan o
comprimen a medida que se produce su alargamiento.

Los trabajos realizados con tumores implantados en
camaras transparentes, demostraron que la forma de los
vasos queda determinada en gran medida por el patrén de
crecimiento de las células tumorales (5).

Los melanomas se vascularizan rapidamente entre
los 3 y 4 dias posteriores al transplante. Los primeros
vasos en aparecer son capilares delgados y extremadamente
tortuosos. Los capilares, precapilares y postcapilares se
extienden a través de distancias relativamente largas sin
que se bifurquen y las uniones se producen casi siempre en
angulos agudos. El patrdn vascular basico es radial.

Los carcinomas crecen en forma lobulada y tienden
a formar tubulos; los vasos adquieren un patron reticular,

siendo comun encontrar amplios sinusoides. Los capilares
de los tumores mamarios de roedores no penetran el
parengquima y la vascularizacion se produce

predominantemente en el perimetro del tumor (6).

El carcinoma de células escamosas tiene gran
tendencia a formar wuna "superficie invertida"; la
ueratina se 1libera en el centro del tumor, formando un
area central que contiene restos celulares. Las células
tumorales forman cordones entre los cuales se dirigen 1los
capilares que conectan con vasos mayores ubicados en 1la
periferia del tumor; estos capilares adoptan la forma de
un bucle que frecuentemente estd dilatado en su zona mas
extrema, debido a la disminucion de la presidn tisular en

el centro necrético del tumor.

Los sarcomas, por su parte, forman en general
masas celulares entrelazadas; muchas veces se observan
dreas homogéneas de células indiferenciadas. Los capilares
son alargados y se comprimen por el crecimiento Qe la masa
tumoral, lo que origina un centro tumoral isqueéemico que
luego deviene necrético.
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La microcirculacidén tumoral posee una serie de
propiedades distintivas. Un hallazgo notable es la forma
aparentemente azarosa en la que el flujo sanguineo se
dirige a lo 1largo del tumor. Puede haber un flujo rapido
en algunos vasos de la periferia, dependiendo de la
distancia a la cual las arteriolas penetran en el tumor;
sin embargo esta sangre con frecuencia drena directamente

en sinusoides. Algunos tumores, como los carcinomas
mamarios de ratdon y rata, muestran excesiva proporcidn de
sinusoides; en éstos el flujo sanguineo es de solo 100

Jum/seg (7). En contraste con los sinusoides amplios y bien
visibles estdn las delgadas arteriolas, en las que el flujo
sanguineo tiene una velocidad de aproximadamente 650 um/seq
(8). Debido al flujo laminar, 1la orientacién de 1los
eritrocitos es tal que la absorcidon O&ptica esta muy
disminuida y por ello estos vasos se observan con gran
dificultad. Lo mismo se aplica a aquellos capilares
tumorales muy delgados cuyo contenido es principalmente
plasma.

En los tumores ocurren una serie de hechos casi al
mismo tiempo. Mientras que en la periferia tiene lugar el
proceso de neovascularizaciodn, otros factores disminuyen la
densidad vascular y el flujo sanguineo: a causa de wuna
proliferacidn celular continua la presidén tisular aumenta,
lo que lleva a la compresion de los vasos sanguineos en la
zona central del tumor. Por otra parte se produce un
alargamiento de los vasos aparentemente no compensado por
mitosis, lo cual produce el adelgazamiento de las paredes
vasculares (9).

El alargamiento de los vasos implica que la sangre
debe recorrer un camino mas largo para llegar a las areas
centrales del tumor. La compresién de los vasos, en
combinacidn con el alargamiento de éstos, da como resultado
una disminucidén en el flujo sanguineo v eventualmente el

desarrollo de isquemia en el centro del tumor; esto wva
seguido inevitablemente por la formacion de un foco de
necrosis. Una vez que la necrosis se ha desarrollado, la

presidén tisular disminuye en esa zona Yy 1los vasos
sanguineos que rodean el drea necrdtica pueden expandirse
nuevamente; como resultado de una presidn sanguinea mayor
en el lado aferente que en lado eferente de los vasos, se
forman los lagos sanguineos que se observan con frecuencia
en los tumores (10). El estimulo angiogénico en la zona
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central de los tumores probablemente no sea lo
suficientemente potente como para que las células tengan un
adecuado aporte sanquineo, aun cuando todos los factores
que gobiernan la angiogénesis puedan estar presentes en
abundancia.

En conclusidon, 1las diferencias en el patron
vascular en los di.;tintos tumores estan gobernadas por 1la
combinacion de, al menos, tres factores:

1- el patrdn de crecimiento de las células tumorales.

2- la influencia de 1la presién intersticial en las
distintas dreas del tumor sobre 1los movimientos de
fluido intersticial y sobre la compresién de los vasos
sanguineos.

3- la efectividad del estimulo angiogénico liberado por el
tumor y la influencia de posibles estimulos para la
migracion de células endoteliales.

Las diferencias en la contribucidén relativa de
estos factores determina en gran parte el desarrollo del
patrén vascular, especifico para cada tumor.
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3. Aportes experimentales del presente trabajo de
Tesis al estudio de la angiogenesis tumoral.
Actividad Angiogenica en tumores primarios y en
sus metastasis.

3.1. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANGIOGENICA DE EXPLANTOS
TUMORALES SOBRE MCA

En nuestro laboratorio contamos con un modelo de
adenocarcinoma mamario murino singeneico en cepa BALB/c,
esponténeo, transplantable y de mediana capacidad
metastdsica en pulmén (M3) y de una variante obtenida
experimentalmente con alta incidencia de metastasis
pulmonares (MM3). Era de interés establecer si en este
modelo se podia detectar actividad angiogénica, tanto en el
tumor primario subcutdneo como en las metastasis pulmonares
respectivas.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 30 embriones de pollo de 8 dias. La
técnica empleada comprendid los siguientes pasos:

1- E1 sitio de la implantacidn y la zona de la camara de
aire se limpiaron con alcohol.

2- Se hizo una pequefia perforacidén en la cascara en ambas
zonas.

3- Se aplicd succidn con un bulbo de goma en la perforacion
de la camara aérea, creandose asi una falsa camara de
aire en el diametro mayor del huevo, por debaio de la
segunda perforacion.

4- Enzesa zona se delimitd una ventana de aproximadamente 1
cm®, se removid la cascara y la membrana pelucida. con
lo cual quedd expuesta la MCA, que habia bajado luego de

su separacion de la cascara.

5- Sobre la MCA se colocd un filtro Millipore estéril de
0,25 mm de radio, cuyo tamafio de poro es de 0,45 aum.
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6- Se cortaron pequefios explantos ( lmm®) de los tumores en
estudio, se lavaron con PBS y se colocaron sobre el
filtro. Como tejido control se utilizaron explantos de

corazon murino. Un segundo control consistié en filtros
Millipore embebidos en PBS.

7- Se selld 1la abertura de la falsa camara de aire con
cinta adhesiva transparente y se incubaron los embriones
(4 . v 7 -
durante 4 dias, en posicion horizontal.

8- Al final del periodo de incubacidén se rompid la cascara
en la zona de la implantacidn, para exponer una amplia
zona de la MCA.

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

Resultados

La prueba en MCA es cualitativa, considerandose
que existe actividad angiogenica cuando se observa aumento
de la vascularizacion en el 50% de los embriones ensayados.

La neovascularizacidén en MCA se presenta como una
. . 3 Id .
zona muy densa en capilares, distribuidos radialmente
alrededor del fragmento tumoral.

Los resultados obtenidos, expresados como el
nimero de MCA con actividad angiogénica positiva, respecto
del total de membranas ensayadas, se muestra en la
tabla 1IV.1
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TABLA IV.l: ACTIVIDAD ANGIOGENICA EN MCA

Muestra MCA positivas/ Porcentaje de
total muestras positivas

Control 1 0/3 0

Control 2 0/3 0

M3-sc 6/6 100

M3-p 5/6 83

MM3-sc 4/5 80

MM3-p 6/6 100

Control 1= filtros Millipore embebidos en PBS
Control 2= fragmentos de corazdén murino
sc = tumor subcutaneo
p = metastasis pulmonar
Se comprobd de esta manera la existencia de

actividad angiogénica, tanto en los tumores subcutaneos
como en las metastasis pulmonares.

3.2. Aislamiento del factor responsable de la actividad
angiogenica.

Una vez comprobada la existencia de actividad
angiogénica tanto en los tumores subcutdneos como en las
metdstasis pulmonares respectivas, se procedid al
aislamiento del factor angiogénico.
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Materiales y Métodos

1.

Para la obtencidn de una suspensidn celular a partir de
tumores enteros, se procedio de la siguiente manera:

a) Se extrajeron tumores de 50 ratones y se lavaron con

solucidn fisioldgica heparinizada (Heparina: lmg/
10ml).

b) Se eliminaron 1las zonas necrdticas, los tumores se
cortaron en piezas de aproximadamente 1 mm

c) Se incubd con Pronasa-DNAsa en 500 ml de medio 199
(GIBCO), durante 40 minutos a 37 C sin agitaciodn
(Pronasa: 0,1%, DNAsa 2,4 mg/ml).

d) El1 sobrenadante se centrifugd a 200 g, durante 10
minutos. El pellet se resuspendid en medio 199.

Para lisar los gldébulos rojos se hicieron dos lavados
sucesivos con una solucidén de NH4Cl 0,87% en volumen
igual al de la suspensidén celular. Se centrifugd a
200 g, durante 10 minutos a 4°C y se descartd
el sobrenadante. Se realizd luego un lavado con medio
199, centrlfugando a 200g durante 10 minutos a 4 C' se
descartd el sobrenadante.

Para lisar las células tumorales se hizo un tratamiento

hipotdnico. Para ello se resuspendid el pellet en
solucidén hipotdnica (solucidn fisioldgica diluida al
medio).

Se centrifugé a 900 g durante 20 minutos, a 4°C, para
separar la fraccion nuclear de la fraccidn
citoplasmatica. Se tested la actividad angiogénica de
ambas fracciones.

La fraccidn c1top1asmat1ca se centrlfugo a 280.000 g
durante 2 horas a 4°C. Se resuspendid el pellet en 20
ml de solucidn fisioldgica.

Los lipidos se removieron por adicidn de 100 ml de
ClxCH: CH3ZOH (2:1) vy 0.2 ml C1lX (0,5 M). La mezcla
se centrifugd a 900 g durante 5 minutos a 4 C.
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Se aspird la fase acuosa superior y la interfase sdlida
con metanol. Ambas se concentraron por calentamiento a
37°C, hasta llegar a un volumen final de 60 ml.

El Soncentrado se centrifugd a 900 g durante 10 minutos
a 4°C, descartandose el precipitado.

El sobrenadante se dializd contra PBS, con varios
cambios, durante 3 dias. Se tested la presencia de
actividad angiogenica.

El dializado se cromatografié en una columna Sephadex
G-100 (3,5 x 100 cm) en presencia de PBS. El eluyegte
se monitored a 280 nm y se concentrd por liofilizacidn.

Las fracciones obtenidas se testearon en MCA.
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GRAFICO IV.l: AISLAMIENTO DE FRACCIONES CON ACTIVIDAD
ANGIOGENICA A PARTIR DE TUMORES SOLIDOS

TUMOR SOLIDO

Tratamiento con Pronasa (061%)
DNAasa (2,4 mg/ml) 40', 37°C

SUSPENSION CELULAR

| Centrifugacidén a 200 g - 10
/' \
Sobrenadante Precipitado
Se descarta células
2 tratamientos con NH4Cl
0,87%, centgifugacién a
4°C

200 g-10'
/
Sobrenadante Precipitado
Glébulos rojos he- células
molizados; se des- Tratamiento hipoto-
carta. nico.Centrifugacién
900 g 20' - 4°C
Sobrenadante Precipitado
fraccion citoplasmatica nucleos.
Centrifugacién 280.000 g, 2
horas, 4°C
Sobrenadante Precipitado
Resuspensidén en 20 ml
sol. fisioldgica; ex-
traccién de lipidos
con cloroformo:meta-
nol (2:1) + KRC1l 0.5M
Fase acuosa superior Interfase solida Fase’inferior
Concentracidén hasta volumen final
dg 60 ml.Centrifugacion a 900 g 10'
4-C
Sobrenadante ~ ™~ Precipitado. Se descarta

b

Didalisis contra PBS; cromatografia y monitoreo a 280 nm.
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Resultados

A lo largo del proceso de extraccidén se probaron
distintas fracciones sobre MCA, encontrandose actividad
angiogénica después del tratamiento hipotdnico, tanto en la
fraccidn citoplasmdatica como 2n la fraccidn nuclear.

La actividad angiogénica de la fraccidn nuclear
esta asociada a proteinas no histdnicas, pero debido a la
dificultad que presenta la técnica de purificacion del
factor a partir de nicleos, esta fraccion se descarta. Se
tested ademas la presencia de actividad angiogénica en el
dializado. La prueba sobre MCA fue positiva.

Después de la cromatografia a través de la columna
de Sephadex G-100, se ensayaron las distintas fracciones en
MCA, encontrandose actividad angiogénica en 1la fraccidn
correspondiente a un peso molecular aproximado de 90 kDa.
El peso molecular se determind pasando marcadores proteicos
de peso molecular conocido a través de la misma columna de
Sephadex G-100.

3.3. Estudio de la actividad angiogénica de células

tumorales que crecen en cultivo.

Las células tumorales producen factores
angiogenicos en forma continua y estos actuan sobre el
endotelio induciendo su proliferacion.

Para estudiar en forma comparativa la angioaénesis
en los tumores M3 vy MM3 se realizaron cultivos de ambos
tumores y se probaron los medios condicionados sobre
células endoteliales de aorta bhovina. Como control se
ensayd la actividad proliferativa del medio de cultivo
condicionado por fibroblastos murinos.

Materiales y Métodos

Cultivo de tumores

Se sacrificaron los animales y se aislaron los
tumores en forma esteril. Para cada cultivo se partio de
un tumor.
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1. Se 1limpid el tumor, elimindndose la cdpsula y las zonas
necroticas.

2. Se lo cortd en fragmentos de aproximadamente 1 mm>.

3. Se agregaron 10 ml de solucidn de Pronasa (0.1%) en
medio 199 (DIFCO) y 5 a 10 gotas de DNAasa (2.4 mg/ml)
segun la viscosidad de la preparacion.

4. Se incubd a 37°C durante 30', sin agitacion.
5. El sobrenadante se centrifugd durante 5' a 900 rpm.

6. E1 pellet se resuspendid nuevamente con solucidn de
Pronasa-DNAasa y se incubd durante 30'. Se tomd el
sobrenadante y se lo centrifugé durante 5' a 900 rpm.

7. E1 pellet se 1lavéd 3 veces, con 10 ml de medio MEM
(Eagle) cada vez.

8. Se resuspendid el pellet en medio de cultivo: MEM
(Eagle) suplementado con 10% de SFB, glutamina (0.3
mg/ml) y gentamina (80 mg/ml). Se observo la viabilidad
celular y se sembré en frascos de vidrio o en placas de
Petri (Falcon).

9. Los frascos de cultivo se colocaron en estufa a 37°C.
Las placas de Petri se ubicaron dentro de un gaseador en
el cual la atmosfera contenia 5% de CO2 en aire.

Las metdastasis pulmonares se cultivaron con la
técnica de explantos, sobre placas de Petri (Falcon).

Cultivo de fibroblastos

Los fibroblastos se aislaron desde embriones de
ratdn de aproximadamente 17 a 18 dias de gestacion.

1. La hembra prefiada se matd por dislocacidn cervical; se
abrid 1la cavidad peritoneal en forma estéril y se aislo
el utero, el cual fue transferido a una caja de Petri.
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Los embriones fueron separados entre si cortando el
utero en forma transversal. Se eliminaron amnios vy
placenta en cada uno de los embriones, estos se
colocaron en una nueva caja de Petri y se lavaron con
PBS.

Se descartaron visceras, cola y extremidades y se lavd
nuevamente con PBS para eliminar todo resto de sangre.

Se cortaron en pequefios fragmentos de no mas de 1 mm>.

En un erlenmeyer se colocaron aproximadamente %0 ml de
solucion de tripsina al 0.3%, precalentada a 37 C.

Se puso un poco de tripsina en 1la capsula y se
recogieron los fragmentos con una pipeta Pasteur de hoca
ancha. Dentro del erlenmeyer se puso un iman estéril y
se colocd sobre un agitador electromagnético a 37°C.

Después de 20' se aspird el sobrenadante, se centrifugd
a 900 rpm y se lavd el pellet dos veces con medio MEM
(Dulbecco) con 5% de SFB.

Se hizo recuento celular vy se sembraron 7x105
células/ml en medio de cultivo MEM suplementado con 10%
de SFB, glutamina y gentamina.

Aislamiento de los medios condicionados

1.

Cuando 1las células se encontraban en el 75% de
confluencia aproximadamente, se aspird cuidadosamente el
medio de cultivo y se lavd la capa de células con PBS,
este lavado se repitid 3 veces.

Se cubrieron los cultivos con medio sin SFB. Los
frascos se colocaron en agitacion a 4°C, durante 3
horas.

Después de finalizado el periodo de incubacidn se aspird
el medio de cultivo y se lo transfirio a un tubo de

ensayo.

Para eliminar cualquier resto ce%ular, al final de
periodo de incubacidn se centrifugé el medio durante 20
minutos a 1200 rpm.
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5. Se dializd durante 48 horas a 4°C contra agua destilada
con dos cambios.

6. Se midié el volumen del dializado y por otro 1lado se
disolvieron las células con NaHO 0.1M. Se midid su
contenido en proteinas con la técnica de Lowry, para
estandarizar la relacidn entre el volumen de medio
condicionado y la masa tumoral.

Cultivo de endotelio de aorta fetal bovina

Dado que el endotelio fetal responde mejor que el
adulto al factor angiogénico, se realizaron cultivos de
células endoteliales de aortas provenientes de fetos
bovinos (de aproximadamente 5 meses de gestaciédn),
obtenidos asépticamente en el Frigorifico Rioplatense S.A.,
de la localidad de Pacheco (Pcia. de Bs.As.).

Materiales y Métodos

Las aortas se extrajeron estérilmente vy se
cortaron en fragmentos de aproximadamente 5 cm; estos
fueron colocados dentro de cajas de Petri y lavados con
PBS.

El procedimiento empleado consistid en los
siguientes pasos:

l. Se abrieron los fragmentos adrticos a lo 1largo,
exponiendo el endotelio. Se lavd con PBS para eliminar
globulos roijos.

2. El endotelio se cubrié con cantidad suficiente de
colagenasa (0.95%) (Sigma) y se incubd durante 5' a 37%

3. Con ayuda de una espatula de acero, se raspé suavemente
la superficie expuesta de 1la aorta, con el fin de
desprender 1las células endoteliales que aun estuvieran
adheridas.

4, Se agregaron aproximadamente 2 ml de medio de cultivo y
se aspird con una pipeta; se repitid este paso una vez
mas.
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5. Se centrifugd a 900 rpm durante 5 minutos.

6. El precipitado se 1lavd dos veces con medio MEM sin
suero.

7. E1l pellet final se resuspendid y se sembrd en frascos de
vidrio o en cajas de Petri (Falcon), con medio MEM
suplementado con 10% de SFB, glutamina (0.3 mg/ml) vy
gentamina (80 mg/ml). '

Los cultivos se repicaron dos veces por semana,
utilizando para ello una solucidén de tripsina 0. 25%, EDTA
0.075% en solucidn salina balanceada.

Se denomind al cultivo: endotelio de aorta fetal
bovina, (Eafb).

Una fraccidén de las células se sembréd en tubos
Leighton, a 1los 4 dias fueron tratadas con técnicas
rutinarias de histologia para estudiar la morfologia
celular y la pureza del cultivo.

Curva de crecimiento de las células Eafb

Para conocer la frecuencia de repllca01on de las
células endoteliales, se sembraron 1, 5x10% células con
medio MEM suplementado con _10% de SFB, glutamina Y
gentamina, incubandolas a 37 C en una atmésfera de 5% de
CO2 en aire.

Cada 24 hs., desde el inicio de la experiencia, se
tomaron muestras por triplicado, en las cuales se hizo
recuento celular y determinacidén de proteinas por la
técnica de Lowry.

Los resultados se expresan en la tabla IV.2.
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, La frecuencia de replicacidon fue estimada a partir
de la formula:

Nt
Log
No
f=
0.301 x t

donde: Nt es el numero de células en el tiempo t.
No es el numero de células en el tiempo o
t es el tiempo, medido en dias u horas.

Efecto de las distintas concentraciones de SFB sobre el
crecimiento de las celulas Eafb

2

Cuando se quiere determinar la capacidad
mitogénica de un GF, es necesario conocer primero cual es
la concentracidon de SFB que mantiene a las células viables,
pero con una tasa de proliferacidn minima.

Las células Eafb se sembraron en placas de Petri
de 3 cm de diametro (Falcon) en medio MEM suplementado con

10% de SFB. A las 3 horas se cambid el medio de cultivo
por medio fresco con distintas concentraciones (5%, 2% vy
1l%) de SFB. Cada 24 hs se tomaron muestras por triplicado

y se cuantificéd 1la proliferacidn contando el numero de
celulas.

Ensayo de la actividad angiogénica sobre células Eafb

Se sembraron 1,5 x 10S células en medio con 10%
de SFB, sobre placas de Petri (Falcon) de 8 cm de diametro
y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Una vez
transcurrido este periodo, se cambid el medio,
suplantandolo por medio con 2% de SFB y se agregaron las
fracciones a testear en una concentracién final del 10%.
Los controles recibieron igual cantidad de PBS o de medio
condicionado por fibroblastos embrionarios murinos.

Cada experiencia se repitié 3 veces; al final del
periodo de incubacién (en total 72 hs), se hizo recuento
celular en dos placas y se midid el contenido en proteinas
en otras dos placas.
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Resultados

Cultivo de tuinores

. Se lograron mantener en cultivo tanto los tumores
subcutaneos como las metdastasis pulmonares respectivas,
observandose diferencias significativas en cuanto a sus
caracteristicas de crecimiento.

Los tumores M3 se adaptaron con facilidad a 1las
condiciones del cultivo y 1llegaron a confluencia mas
rapidamente que los tumores MM3, 1lo que confirma su
comportamiento in vivo.

En cuanto a la capacidad de ser repicadas, 1los
cultivos de células MM3 dificilmente soportaron mas de 2 o
3 pasajes in vitro, mientras que las células M3 llegaron en
algunos casos hasta el pasaje numero 15 sin alteracidén en
el patrdn de crecimiento.

Cuando se pusieron las células en presencia de
medio de cultivo sin suero, las M3 no presentaron cambios
en su morfologia, mientras gue las células MM3 tendieron a
perder adhesidn al substrato y a redondearse dentro de las
24 hs. Por este motivo 1los medios condicionados se
aislaron después de transcurridas sdélo 4 hs. desde el
momento en gque se colocaron en medio sin suero; en este
lapso tanto la morfologia celular como la viabilidad
permanecieron inalteradas.

Las metdastasis pulmonares se cultivaron con la
técnica de explantos, dado 1lo escaso del material de
partida. El crecimiento fue lento en ambos tumores y 1los
cultivos no 1llegaron a formar monocapa, deteniendo su
crecimiento al alcanzar aproximadamente un 85% de
confluencia. Estas células no pudieron ser repicadas, Yya
que si bien mantenian la viabilidad después del- tratamiento
con tripsina, en ningin caso proliferaron en las nuevas
placas.
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Cultivo de células Eafb

Las células endoteliales se desprendieron desde la
intima en forma de laminas de tamafio variable, siendo comin
observar entre 10 y 20 células que permanecian fuertemente
unidas entre si, adn cuando se las hiciera pasar varias
veces a través de una pipeta Pasteur de punta fina.

La viabilidad de 1la suspensién fue de un 90%
aproximadamente. Se obtuvieron cultivos muy puros con
escasa contaminacidn con otros tipos celulares,
generalmente células musculares gue pudieron eliminarse
facilmente con ayuda de una varilla de punta redondeada,
con la cual se las despegd del substrato.

Las células Eafb se adpataron perfectamente a las
condiciones de cultivo, repicandolas dos veces por semana,
en una relacidén 1:3. Después de un tratamiento suave con
tripsina (3 minutos a temperatura ambiente), las células se
desprendieron del substrato formando laminas similares a
las observadas cuando se realizd el cultivo primario.

El estudio histoldgico mostré células con
morfologia aproximadamente triangular, extremos ahusados,
citoplasma claro, extendido, con vesiculas en cuyo interior
se encontraron gran variedad de inclusiones, lo que indica
una alta actividad fagocitica. El nicleo es oval, de
posicidén central, con cromatina granular y dos a tres
nucleolos prominentes, que se ubican a lo largo del eje
mayor del nucleo.

Tabla IV.2: Curva de crecimiento de células Eafb

Tiempo Proteinas/placa N°de células/placa
hs _ (mg) (x 107°)
X + S.E. X + S.E.
24 89.2 + 1.3 108 + 5
48 148.5 + 0.9 290 + 17
72 385.2 + 2.1 626 + 29
96 486.1 + 1.7 730 + 23
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En base a los datos de la tabla IV.2 se calculd la
frecuencia de replicacidén (f) de las células Eafb. El
valor obtenido (f = 1.27) indicd que la poblacidén celular
proliferaba activamente in vitro, lo gque la hacia apta para
ser usada en un ensayo de proliferaciodn.

Tabla IV.3: Efecto de 1la concentracién de SFB sobre el
crecimiento de celulas Eafb

N°de células (x 10 ®) + S.E.
Tiempo
(hs) 5% SFB 2% SFB 1% SFB
24 109 + 3 110 + 2 75 + 1
48 215 ¥ 11 117 2 63 ¥ 2
72 357 ¥ 11 138 ¥ 1 65 + 3
96 362 + 10 143 ¥ 3 41 ¥ 2

Desde los resultados expresados en la Tabla IV.3,
se decididé que la concentracidén optima de SFB para mantener
a las células Eafb en estado quiescente era del 2%. Con 5%
de SFB se produce una notable proliferacidn celular,
mientras que una concentracion del 1% de SFB es
insuficiente para mantener a las células en cultivo.

Tabla IV.4: Ensayo de los medios condicionados sobre
celulas Eafb.

Muestra N® de células Contenido en

por placa proteinas por
_ placa (mg) N

X + S.E. X + S.E.
Control 1 134,66 + 5,10 92,1 + 2.1 9
Control 2 143,55 + 3,21 95,3 + 1.7 9
M3 -sc 183,22 + 2,40 118,2 + 0.8 9
MM3-sc 241,22 + 4,17 155,6 + 1.9 9
M3-p 242,11 + 2,51 146.2 + 1.2 9
MM3-p 259,33 + 6,33 161.2 + 1.9 9
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Control 1: PBS
Control 2: Medio condicionado por fibroblastos de ratdn.

M3-sc. : Mgd?o condicionado por células M3 (tumor prima-
rio

MM3-sc. : Medio condicionado por células MM3 (tumor pri-
mario)

M3-p : Medio condicionado por células M3 (metdsis pul-
monar)

MM3-~-p : Medio condicionado por células MM3 (metdstasis

pulmonar)

Los resultados expresados en la tabla IV.4 fueron
analizados con un Anova unidireccional. Se realizaron
contrastes entre 1los distintos grupos experimentales por
método de Bonterroni. Los valores criticos se buscaron en
una tabla de distribucidn de t. Las comparaciones entre
grupos arrojaron los siguientes resultados:

Control 1 - Control 2 = N.S.
M3-sc - Control = N.S.
MM3-sc - Control = diferencias significativas (p<0.01)
M3-p - Control = diferencias significativas (p<0.01)
MM3-p - Control = diferencias significativas (p<0.01)
M3-sc - MM3-sc = diferencias significativas (p<0.05)
M3-sc - M3p = diferencias significativas (p<0.05)
MM3-sc - MM3p = N.S.
M3-p - MM3p = N.S.
M3-p - MM3-sc = N.S.

Si bien no existen diferencias significativas
entre los grupos M3-sc y control, se puede apreciar’ una
tendencia hacia el incremento en la actividad mitogeénica
cuando se ensayan medios condicionados por células del
tumor primario M3 (M3sc). En cambio, la proliferaciodn
inducida por medios condicionados MM3sc, difiere
significativamente con respecto a los controles (p<0.01).

Cuando se analizan los resultados obtenidos al
ensayar medios condicionados por células metastasicas, se
demuestra que el medio condicionado M3-p induce una
actividad mitogénica significativamente diferente con
respecto a los controles (p<«0.0l) y también con respecto al
tumor primario (M3sc), (p<0.05). Por otro lado, el medio
condicionado MM3p induce un incremento en la proliferacion
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de células endoteliales significativamente diferente de los
controles (p¢0.01) aunque similar (N.S) al del tumor de
origen (MM3sc).

Cuando se comparan los tumores primarios entre si
(grupos M3sc Yy MM3sc) se encuentran diferencias
significativas en la actividad mitogénica (p<0.05), lo que
demuestra un aumento en 1la capacidad de inducir
proliferacién de células endoteliales en el tumor mas
metastasico (MM3sc).

La diferencia en 1los resultados obtenidos al
ensayar medios condicionados M3sc y M3p (p<0.0l1), puede
estar indicando 1la presencia, en el tumor primario, de una
poblacidén con mayor actividad angiogénica que seria la que
predomina en el foco metastdsico.

En el tumor MM3, en cambio, 1los valores de
actividad proliferativa sobre células endoteliales se
mantienen relativamente constantes y no se diferencian
entre el tumor subcutdneo y la metastasis  pulmonar.
Tampoco difieren en forma significativa de 1los valores
obtenidos al ensayar los medios condicionados por células
M3p. Dado que el tumor MM3 deriva del tumor M3, se puede
suponer que en el proceso de seleccién se han visto
favorecidas aquellas células que, entre otras
caracteristicas importantes para el proceso metastdsico,
fueran capaces de inducir una mayor actividad angiogénica.
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CAPITULO V

ANGIOGENESIS INDUCIDA POR COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNE
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1. Angiogénesis inducida por macrdéfagos

Cuando se inoculan macrofagos activados en 1la
cornea de animales singeneicos y medios condicionados por
estas células, se produce una intensa neovascularizacidn
(1). Diversos trabajos han demostrado que esta respuesta
no estda asociada con una reaccidon inflamatoria aguda (2-4).

Se ha demostrado ademas que la disminucion en la
tensidn de oxigeno estimula a los macrofagos para que
produzcan factores angiogénicos. Asi, tanto los tumores,
como las heridas, 1la inflamacidn o la reduccidén del fluijo
sanguineo, crean condiciones 1locales de hipoxia que
promueven la llegada de macrdéfagos; la respuesta vascular
que éstos inducen, reestablece las condiciones normales de
tensidn de oxigeno y con ella se inactiva el sistema (5-6).

La actividad angiogénica producida por macréfagos
activados es neutralizada completamente con un anticuerpo
anti-TNF-&, lo que sugiere que este factor es el
responsable de la respuesta neovascular (7).

La expresion de TNF-« por los monocitos requiere
la activacidén de estas células, por ejemplo con IFN-gamma o
endotoxina.

Las plaquetas contienen TGF—@ en sus granulos alfa
y los liberan localmente en los sitios de injuria ce%ular;
a su vez el TGF-( posee una fuerte actividad quimiotactica
sobre los monocitos de sangre periférica y los induce a
expresar actividad angiogénica, a través de la liberacion
de factores solubles, uno de los cuales es el TNF-«.
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2. Angiogénesis inducida por mastocitos

) Los mastocitos residen generalmente en la cercania
de venulas y capilares maduros; ademas, en los procesos
que involucran un rdpido crecimiento capilar tales como
inflamacidén crdnica, psoriasis o en la vascularizacidn de
los tumores, se observa un aumento pronunciado en las
poblaciones de mastocitos.

Cuando se implantan extractos tumorales en MCA, se
observa un incremento de hasta el 40% en la densidad de
mastocitos en la zona que rodea al indculo; estas células
aparecen aproximadamente 24 hs. antes gue se produzca la

llegada de capilares. Los mastocitos purificados con un
gradiente de Ficoll (9Q% de pureza) no inducen angiogénesis
en la MCA. Estos resultados indican que los mastocitos

facilitan el crecimiento capilar, pero son incapaces de
iniciarlo (8).

2.1. Estimulacion de los mastocitos sobre la migracidn de
celulas de endotelio capilar in vitro.

Como se menciono anteriormente, la migracién
direccional de 1las células endoteliales es uno de los
primeros eventos en la formacidn de un brote capilar.
Cuando las células endoteliales se incuban con lisados de
mastocitos o con medio condicionado por mastocitos, su
capacidad de migracién se vé incrementada. Se ha
demostrado ademds que el co-cultivo de células tumorales
con mastocitos produce 1la degranulacidén de éstos y la
liberacidén de distintas substancias, histamina, condroitin
sulfato, heparina, tripsina, quimiotripsina, etc. De todas
ellas sdlo la heparina promueve en forma significativa la
migracidn endotelial (9).

La actividad migratoria de la heparina o de 1los
medios condicionados por mastocitos sobre las células
endoteliales es anulada por completo con inhibidores
especificos de la heparina tales como protamina y
heparinasa.
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2.2, La heparina promueve la angiogénesis tumoral in

vivo.

La heparina puede aumentar la angiogénesis
1nduc1da por extractos tumorales implantados en la MCA y la
angiogénesis inducida por células no neopldsicas
(adipocitos)

Mientras que 1la heparina no puede por si sola
iniciar la angiogenesis, parece adquirir esa capacidad
cuando se une a iones Cu++ (10).

2.3. Inhibicién de la angiogénesis con administracidn
combinada de heparina y corticosteroides

Generalmente se emplea cortisona para eliminar la
inflamacion que aparece, tanto en MCA como en cornea,

cuando se realiza el ensayo de angiogénesis. Como se
menciono anteriormente, la cortisona no inhibe la respuesta
angiogenica. Sin embargo, si se la aplica en forma

combinada con heparina se observa una inhibicidén total de
la angiogénesis y 1la apar1c1on de una zona avascular con
regresidn de vasos sangu1neos. Cuando se coloca un flltro
embebido en esta combinacidén se puede comprobar regresidn
vascular sobre los vasos del saco vitelino de embriones muy

jovenes. Por el contrario, los vasos maduros, que
detuvieron su crecimiento, (MCA de embriones de 10 dias o
mas) no son afectados. Este efecto antiangiogénico es
independiente de 1la actividad anticoagulante de la

heparina.

Los estudios realizados con fragmentos de
degradacidn de la heparlna, demostraron que un hexasacarido
de PM 1,6 kba sin funcidén anticoagulante posee actividad
antiangiogénica. Cuando se combina este fragmento con
cortisona, se observa inhibicién de 1la angiogénesis
tumoral. Ademds, la inoculacidn del hexasacarido combinado
con cortisona en ratones con tumor palpable produjo
regresion de la masa tumoral (11).
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2.4. Degradacidn de la heparina por administracidn oral

Dada la imposibilidad de producir cantidades
suficientes del hexasacdrido, se buscaron vias alternativas
para conseguir la degradacidén de la molécula de heparina,
con el fin de eliminar la actividad anticoagulante.

La heparina administrada en forma oral carece de
actividad anticoagulante y se libera en circulacidén como
fragmentos pequefios. Se pudo demostrar que el tratamiento
combinado de heparina con cortisona o hidrocortisona tiene
efecto antiangiogénico. Asi se demostrd que el carcinoma
de pulmdn de Lewis y un carcinoma de vejiga regresionan con
un tratamiento de heparina en forma oral y cortisona s.c.,
siendo posible erradicar 1los tumores en el 50% de los
ratones tratados; en estos animales no se observa
recurrencia después de finalizar el tratamiento y el numero
de metastasis pulmonares se reduce notablemente con
respecto a los controles.

La respuesta al tratamiento depende de la dosis
empleada, ya que con dosis altas se produce un rapido
crecimiento de 1la masa tumoral. Esto indica que 1la
heparina actua como regulador tanto positivo como negativo
del proceso angiogénico.

En cuanto a la cortisona, el efecto
antiangiogénico es independiente de la actividad
glucocorticoide; el 1ll-alfa-epicortisol, que no tiene
actividad gluco ni mineralocorticoide (por haberse

desplazado el grupo ll-hidroxilo de la gosicién beta a 1la
alfa ) retiene su actividad antiangiogenica cuando se la
administra junto con la heparina (ver capitulo II).
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3. Angiogénesis inducida por linfocitos

La reaccidén de transferencia de linfocitos
normales se caracteriza por la aparicién de induracidn,
eritema y tumefaccidn y representa una reaccidn local de
injerto contra huésped (12). Cuando se modifican las
cgndiciones del ensayo inoculando una dosis menor de
células en un huésped irradiado, se observa después de 2 &
3 dias una respuesta vascular caracterlzada por aumento en
el nuimero de vasos sangu1neos, aparicidén de divaricaciones
y actividad acentuada de las células del endotelio capllar.
Esta reaccidn, desencadenada por la inoculacidn de células
immunocompetentes en huéspedes alogeneicos o}
semialogeneicos, se conoce como angiogénesis inducida por
linfocitos (lymphocyte-induced angiogenesis, Lia),
habiéndose demostrado que tanto los timocitos resistentes a
los corticosteroides, como las células de bazo
timo-dependientes y las células de nddulos linfaticos son
responsables de la induccidn de la respuesta neovascular.
Por otro lado, las células alogeneicas aisladas desde
médula dsea, las células de donantes Fl inoculadas en un
huésped de 1la linea parental y los linfocitos singeneicos,
no son capaces de promover una respuesta angiogénica (13).

La reaccidén de LIA se produce cuando existen
diferencias en el complejo mayor de histocompatibilidad
entre el huésped y el donante. En el ratdn, 1la mayor
respuesta se obtiene cuando las diferencias en el H-2 se
presentan en la regidén la; diferencias en las regiones K,
D, 1Ib 6 Ic, ya sea separadamente o en distintas
combinaciones, sdlo llevan a respuestas débiles.

La estimulacidén de 1los linfocitos donores es
llevada a cabo pr1nc1pa1mente por células circulantes del
huésped, aunque también intervienen en menor medida células
endoteliales, las cuales expresan determinantes antigénicos
de la reqgidén I (14).

Al estudiar las distintas poblaciones
linfocitarias, se demostro que las celulas responsables de
inducir una respuesta vascular en el huesped son

Thy 1+; Lyt 1+2-. Esto, junto con la determinacidén de
disparidad en el locus Ia, coloca a las células efectoras
del LIA dentro de la clase de células T productoras de
linfoquinas (15).
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Si en el LIA intervienen mediadores solubles,
posiblemente las reacciones neovasculares asociadas con
diversas enfermedades (tales como artritis reumatoidea,
linfoadenopatias, enfermedades oculares Y reacciones
inflamatorias) tengan como caracteristica en comin 1la

liberacidén de linfoquinas angiogénicas desde los linfocitos
T activados.
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4. Aportes experimentales del presente trabajo de
Tesis al estudio de la angiogenesis inducida por
linfocitos.

4.1. Angiogénesis inducida por linfocitos de portadores
de tumor en una combinacion singeneica.

Una de las condiciones mas importantes para el
desarrollo de un tumor es la de contar con un aporte
Id
sanguineo adecuado.

Dado que las células de nodulos linfaticos
sensibilizadas con mitogenos o antigenos promueven
angiogénesis in vivo (16-17), quisimos determinar si la

presencia de un tumor es también capaz de estimular a los
linfocitos del huésped para que éestos, a su vez, induzcan
una respuesta neovascular.

Para estimular a 1los linfocitos se inocularon
ratones BALB/c con tumor M3; para medir la respuesta
neovascular de los linfocitos estimulados se usaron ratones
singeneicos normales.

Materiales y Métodos

Animales
Ratones endocriados, machos o hembras de 3 a 6

meses de edad, de las cepas BALB/c y C57Bl/6,
pertenecientes al Bioterio del Instituto "Angel H. Roffo".

Portadores de tumor

Mediante un trdcar se inoculd el tumor M3 en forma

El tiempo de portacion fue variable (de 24 hs.
hasta 25 cias).

Controles

Se realizaron tres tipos de control:
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1. Portadores de tejido normal: Se inoculd tejido normal
singeneico (rifién, glandula mamaria, misculo
esquelético) por trocar en ratones de la cepa BALB/c.
ﬁl tiempo de portacidn del tejido normal fue de 24 & 48

S.

2. Control singeneico: ratones normales de la cepa BALB/c,
que no recibieron ningun tipo de indculo.

3. Control alogeneico: ratones normales de la cepa
C57B1/6, que no recibieron ningun tipo de indculo.

Suspensiones de linfocitos

Para cada ensayo se prepard un pull de linfocitos
a partir de tres bazos.

l. Los ratones portadores de tumor y los controles se
mataron por dislocacion cervical.

2. Los bazos se extrajeron estérilmente y se cortaron en
pequenos fragmentos; eéestos se hicieron pasar a traves
de una malla de acero inoxidable agregando medio 199 sin
suero.

3. Se determind la viabilidad de la suspensidén con Trypan
Blue y se hizo recuento celular, efectuando las
diluciones necesariag para llevar las células a una
concentracién de 4x10° en 0.1 ml de medio 199.

Inoculacion de las suspensiones

Las células esplénicas se inyectaron i.d. en
ratones normales singeneicos; estos se denominaron ratones
receptores. Cada animal recibio dos inyecciones, en la

zona media de cada flanco.

Evaluacion de la respuesta neovascular

Cinco dias después de las inyecciones
intradermicas, los animales recipientes se sacrificaron con
eter. La piel fue cuidadosamente separada de los tejidos
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adyacentes y la reaccidn vascular se observd en la cara
interior de la misma con ayuda de un microscopio de
diseccion (WILD) con un aumento de 6.4X

La reaccidn de neovascularizacion es facilmente
detectable pues se caracteriza por un aumento en el numero
de capilares y por la presencia de gran cantidad de
divariaciones alrededor de la zona de inyeccidn.

El método empleado para cuantificar la reaccidn
neovascular e basé en la determinacidn de la densidad de
vasos por mm de piel. Para ello se tomaron fotografias
(diapositivos) de la piel, colocando el sitio de
inoculacion en el centro de la foto. Estas fueron
proyectadas sobre wuna pantalla reticulada en la que cada
cuadro correspondia a una superficie de 1 mm“. Se contd el
nimero de vasos de cada cuadrado siguiendo el criterio de
Auerbach (13); las observaciones se hicieron a doble
ciego.

La densidad de vasos (d) alrededor de cada sitio
de inoculacion se determindé con la fdérmula:

= nimero de vasos sanguineos en cada cuadrado
d=

numero de cuadrados

Analisis estadistico

Los valores de densidad de vasos por mm? de piel
fueron analizados por el test t de Student.
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ESQUEMA GENERAL DEL ENSAYO DE LA ANGIOGENESIS INDUCIDA POR
LINFOCITOS

s.C. %N tumor

cz:i;£§$ Portador de<:r o

tejido normal

24-48 hs.

bazo

4 x 10 células/0,1 ml

|
=4
!
|

i.d. ‘Q(
cz:i;;B Receptor

Observacidén de la
respuesta vascular
L — con aumento 6,4 X
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Resultados

Tabla V.4.1. Respuesta vascular inducida intradérmicamente
en ratones BALB/c.

Origen de o.Densidad dg vasos Numero de
las celuj (N“de vasos/mm” de piel) sitios
las esple- _ inoculados
nicas. X + S.E.

1 2.78 + 0.06 24

2 1.51 + 0.07 25

3 2.81 + 0.09 20

4 1.53 + 0.06 20

l. ratones portadores de tumor.

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

3. ratones C57Bl/6 (control positivo: combinaciodn
alogeneica).

4. ratones BALB/c (control negativo: combinacidn
singeneica).

Como muestra la tabla V.4.1, la respuesta vascular
inducida por 1las células esplénicas de ratones portadores
de tumor es significativamente diferente (p<0 001) de la

inducida por células esplénicas de ratones portadores de
implantos de tejido normal. Por otro lado se puede obsevar
que los linfocitos de animales portadores de tumor evocan
una respuesta neovascular similar al control positivo
(combinacidn alogeneica).

La reaccion neovascular se caracteriza por un
aumento en el nuimero de vasos y por cambios morfoldgicos
visibles, tales como tortuosidad Yy apariciodn de
divaricaciones alrededor de la zona del indculo . Para
determinar si existen diferencias en la respuesta
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angiogénica a medida que el tumor se desarrolla, se
realizaron ensayos con ratones portadores de tumor en
distintos estadios; en todos 1los casos la respuesta
vascular se mantuvo alrededor del mismo valor promedio.

Se comprobé asi que las células esplénicas son
capaces de reconocer la presencia de un tumor y que este
reconocimiento se produce dentro de un periodo breve de
portacién ( 24 hs).

La angiogénesis inducida por linfocitos
singeneicos (syngeneic lymphocyte-induced angiogenesis,
SLIA); podria contribuir entonces al establecimiento de
una adecuada vascularizacion, cooperando con las células
tumorales especialmente en las primeros estadios de
portacion un tumor (18).

4.2, Correlacién entre 1la angiogénesis inducida por
linfocitos singeneicos (SLIA) vy 1la capacidad
metastasica

Después de demostrar que los linfocitos de

portadores de tumor son capaces de inducir una respuesta
angiogénica, resultd interesante estudiar si existian
diferencias en la reaccién de SLIA entre variantes
tumorales con distinta capacidad metastdsica: M3 y MM3.

Materiales y Métodos

Animales

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

Suspension de células tumorales

Se prepararon suspensiones celulares de 1los
tumores M3 y MM3 mediante disgregacién enzimatica con
Pronasa-DNAasa, siguiendo la técnica descripta en el
capitulo IV (punto 3.3.). La viabilidad celular fue
superior al 80% en todos los casos.
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Las células tumorales (106 en 0.1 ml de medio) se
inocularon s.c. en ratones BALB/c.

Controles

) Se implantaron en forma s.c. fragmentos de
glandula mamaria de hembra prefiada singeneica.

También se emplearon como control células de rifién
de ratones normales; las suspensiones se prepararon con la
misma técnica seguida para disgregar las células tumorales.
Las suspensiones (10® células en 0.1 ml de medio 199), se
inyectaron s.c. en ratones BALB/c.

Suspensiones de células esplénicas

Después de transcurridas 24 hs. desde la
inoculacion de celulas tumorales o normales, los animales
se sacrificaron y se extrajeron los bazos.

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

Los bazos se cortaron y pasaron a través de una
malla de acero inoxidable con medio 199. Para conseguir
una mejor dispersidn celular, se pasé la suspensidén a
través de una jeringa. La viabilidad se determind con
Trypan Blue.

Una gota de colorante Trypan Blue se agregd a la

suspension final para facilitar posteriormente la ubicaciodn
del sitio de inyeccion.

Cultivo de células esplénicas

Las suspensiones de células esplénicas de ratones
inoculados con tumor M3 6 MM3, en una concentracién final
de 3x10° cél/ml, se sembraron en placas de Petri de 30mm
(Falcon). Los cultivos se incubaron a 37°C en 5% de CO,
con atmdosfera humeda. La viabilidad celular de los
cultivos se determind en algunas muestras con Trypan-Blue.
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El medio de cultivo se cambid cada 2 dias.

Histologia

Inmediatamente después del sacrificio, los bazos
de ratones portadores de tumor se aislaron y fijaron en
solucidn de formaldehido y acido picrico durante 18 hs.

El material fue deshidratado en etanol; después
de embeberlo en parafina, se cortaron los bazos en
secciones de 3um de ancho y se analizaron 1los cortes
seriados, tefidos con hematoxilina-eosina.

Ensayo de SLIA

Las células esplénicas (4x10° en 0.1 ml de medio

199) fueron inyectadas i.d. en ratones normales
singeneicos. Estos animales fueron 1llamados "“ratones
receptores”. Cada raton recibio dos inyeccicnes, cada una

en la zona media de los flancos.

Cinco dias mas tarde los ratones receptores se
mataron con éter; la piel se separd cuidadosamente y se la
examind bajo un microscopio de diseccidn (Wild) con un
aumento de 6.4X.

Cuantificacidén de la vascularizacidén - Andlisis estadistico

Se realizd de la misma forma que en el trabajo de
la seccion V.4.1.
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Resultados
Tabla V.4.2.Respuesta vascular inducida en ratones
receptores
Qrigen de lqs Densidad de vasos Nimero de
celulas esplenicas - sitios inoculados
X + S.E.
Ratones inoculados
con:
Cél. tumorales MM3 3.76+0.13 17
Cél. tumorales M3 2.72+0.07 18
Cél. normales 1.58+0.08 19

Para estudiar si la mayor incidencia metastdsica
del tumor MM3  se podia correlacionar con una mayor
capacidad angiogénica se compard la respuesta vascular
indugida en la piel de ratones singeneicos, por células
esplénicas activadas con células tumorales M3 & MM3.

Como se puede observar en la tabla V.4.2., la
respuesta vascular inducida por células esplénicas de
ratones inoculados con tumor MM3 esta aumentada
significativamente (pP<¢p.001) con respecto a la respuesta

vascular obtenida
inoculados con

respuesta
células tumorales
diferente de 1la
ratones controles (

cé

En- este
mayor incidencia

angiogénica superior a la de la linea poco metastasica;
4
observada podria deberse a una mayor

diferencia

al ensayar células esplénicas de ratones

lulas de tumor M3.

’

(M3 o MM3) fue

respuesta inducida por los linfocitos

p<0.001).

modelo entonces,

Por otra
vascular inducida por linfocitos estimulados por

la linea
metastasica es la que posee una actividad

parte la

significativamente
de

tumoral con

la
retencion

de células neoplasicas en el bazo de los ratones portadores

de tumor MM3. Pa
realizaron cultivo
los bazos

ra descartar esta posibilidad se
s celulares y analisis histoldgicos de
tumor;

de ratones inoculados con ambos tipos de
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estos’estudios demostraron la ausencia de células
neoplasicas en el momento de utilizacidn de los bazos para
el ensayo del SLIA (18).

La generacién de metastasis por 1las células
tumorales es el resultado final de un proceso de miltiples
pasos, cada uno de los cuales esta controlado por

propiedades de la célula metastdsica y en parte también por
las linfoquinas liberadas desde los linfocitos estimulados,
capaces de generar una reaccidén vascular.

En este modelo, los resultados obtenidos sugieren
que el proceso metastdsico podria ser facilitado por 1los
linfocitos estimulados que actuarian sinérgicamente con las
células tumorales en el desarrollo de una adecuada red
vascular (19).
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4.3. Especificidad del estimulo activador de las

celulas esplénicas

Una vez comprobada la reaccién de SLIA con los
tumores M3 y MM3 surgid una pregunta clave: la activacidn
de las células esplénicas se produce sdlo ante la presencia
de células tumorales, o cualquier estimulo antigénico es
capaz de desencadenar una respuesta neovascular?.

Para clarificar este tema, se ensayd la reaccion

de SLIA usando como estimulo inductor antigenos xeno, alo y
singeneicos.

Materiales y Métodos

Se siguid el procedimiento detallado en la seccidn
4.1, variando el tipo de indculo en los ratc =s portadores
(RALB/c).

Tejidos inoculados en los ratones portadores

Estimulo xenogeneico: gldébulos rojos de carnero. Se
inocularon 102 cels en 0.1 ml en forma s.c.

Estimulo alogeneico: rifidn o muisculo de ratones
normales C57Bl1/6. Se cortaron en pequefios fragmentos y
se inocularon en forma s.c. con el empleo de un trocar.

Estimulo singeneico: tejido embrionario: los embriones
se aislaron desde el utero, eliminando amnios y placenta
y se cortaron en fragmentos pequefios, inoculandolos en
forma s.c. con el empleo de un trodcar.

Controles: tumor MM3 (control positivo), rifiédn normal
BALB/c (control negativo).

Preparacidn de las suspensiones de células esplénicas

Los ratones portadores de los distintos tipos de
indculo se sacrificaron a las 24-48 hs. de inoculados.
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. Por otro lado se prepararon suspensiones de las
celulas esplenicas de hembra prefiada, para determinar si
los antigenos fetales son capaces de activar a los
linfocitos maternos.

Ensayo del SLIA. Cuantificacidn de la vascularizacion

Como se explicd en la seccidn V.4.1.

Resultados

Tabla V.4.3. Respuesta vascular inducida en ratones
receptores

Origen de las células|Densidad de vasos| Numero de
esplenicas _ sitios

X + S.E. inoculados

1) ratones BALB/c
inoculados con:
.Globulos rojos

de carnero 1.62 + 0.07 18
.rifién C57 BL/6 1.71 + 0.09 14
.tejido embriona-

rio BALB/c 1.53 + 0.06 14
.tumor MM3(control

positivo) 3.72 + 0.11 14
.rifidn BALB/c(con-

trol negativo) 1.59 + 0.08 14

2) hembra prefiada
BALB/c 1.62 + 0.09 12

Para estudiar si 1la reaccién de SLIA  se
desencadena ante cualquier tipo de estimulo antigénico, se
inocularon distintos tejidos en ratones normales. Desde
los resultados expresados en la Tabla V.4.3, se concluye
que los tejidos ensayados no son capaces de estimular a
los linfocitos del ratdn portador, para inducir una
respuesta angiogénica como puede comprobarse al ensayar la
respuesta vascular en los ratones receptores.
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Las células de bazo tratadas con mitdgenos
(fitohemaglutinina, PHA) y las células de nddulo linfatico
tratadas con antigenos, inducen neovascularizacidn cuando
se las implanta en MCA; 1la misma respuesta se obtiene
cuando se ensayan los sobrenadantes de cultivo de estas
células (16, 17).

Las experiencias aqui detalladas se realizaron
para descartar que en el sistema singeneico del SLIA
también pudiera actuar como inductor de 1la respuesta
angiogénica un estimulo antigénico inespecifico.

Si bien estos estudios no descartan que otros
antigenos puedan promover una reaccidn neovascular,
resulta llamativa la ausencia de respuesta angiogénica
cuando se implantan gldbulos rojos de carnero como
estimulo antigénico.

Como se menciond anteriormente, la disparidad en
el complejo mayor de histocompatibilidad provee la
estimulacion esencial en la reaccidn de LIA; en cambio,
los resultados obtenidos con estas experiencias muestran
que la reaccidn de SLIA no se desencadena por disparidades
tan importantes como las que existen en una combinacidn
Xxenogeneica.

Por otro lado resulta interesante comprobar que
los antigenos fetales no actuian como inductores de SLIA,
tanto cuando se los inocula en los ratones receptores,

como cuando se ensayan 1i.d. los linfocitos de hembra

prenada.

4.4. Activacion de SLIA por células tumorales
formolizadas

La estimulacidn de las células esplénicas por la
presencia del tumor puede deberse tanto a factores
solubles liberados desde 1la célula tumoral, como a
componentes de 1la membrana celular o incluso a_ una
combinacidén de ambos. Para determinar si la activacion de
las células esplénicas se produce por la 1liberacion de
factores solubles desde las células tumorales, se fijaron
con formol ceélulas de tumor MM3 antes de inyectarlas en
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los animales portadores. El tratamiento empleado permite
mantener‘en forma practicamente inalterada las
caracteristicas generales de la membrana celular (20).

Materiales y Métodos

Animales

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

Tumor

Se estudio el efecto de la formolizacidn sobre el
tumor MM3, va que es éste el que induce mayor
proliferacion de celulas endoteliales (angiogénesis

tumoral) y mayor densidad de vasos en piel de ratdn
(SL1A).

Control

Como control se usaron células de rifidon normal

Suspensiones de células tumorales MM3 y de rifion normal

Se realizaron siguiendo el procedimiento
detallado en la seccidn V.4.1

Preparacidén de células formolizadas

Se trataron 1x10® céls./ml de tumor MM3 o de
rifion normal, con el mismo volumen de una solucion de

f8rmol al 0.2% en PBS y se mantuvieron durante 24 hs. a
4°C. Las células se lavaron con PBS (4 1lavados), se
resuspendieron en PBS y se dejaron una hora a temperatura
ambiente. Luego se centrifugaron y se 1llevaron a la

concentracion inicial.
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Inoculacion de las células

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

Suspensién de células esplénicas. Ensayo del LIA.
Cuantificacion de la vascularizacion.

Se realizaron siguiendo 1la metodologia va
mencionada.

Resultados

Tabla V.4.4: Respuesta vascular en los ratones
receptores

Origen de las células |Densidad de vasos N°de sitios
esplenicas X + S.E inoculados

Ratones portadores de:

células de tumor MM3 3.80 + 0.14 17
idem, formolizadas 3.98 + 0.22 15
células de rifidn 1.58 + 0.08 15
idem, formolizadas 1.62 + 0.05 16

Como se observa en la tabla V.4.4, la respuesta
vascular inducida por las células tumorales formolizadas
es similar a la respuesta promovida por células tumorales
sin tratamiento, ambas inducen una respuesta angiogénica
significativamente diferente de los controles (p<«0.00l).
No existen diferencias en la respuesta vas:ular por el
tratamiento con formol en ambos grupos.

Las células tumorales tratadas con formol no
liberan factores solubles al medio, por 1lo tanto los
resultados expresados en la tabla V.4.4. permiten suponer
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que la estimulacidn de las células esplénicas se deberia a
algun tipo de componente de la membrana de la célula
tumoral y no a la liberacion de factores solubles (21).

Actualmente se estan realizando en nuestro
laboratorio purificaciones de membrana celular de células
tumorales, con el fin de determinar cual o cuales son 1los
componentes de la misma que estdan involucrados en 1la
activacidon de las células esplénicas.

4.5. Actividad angiogénica en los sobrenadantes de
cultivo de celulas esplenicas aisladas desde
ratones portadores de tumor.

Los sobrenadantes de cultivo de células
esplénicas aisladas desde ratones portadores de tumor
exacerban el crecimiento tumoral cuando se los inyecta en
la almohadilla plantar de ratones normales, 24 hs antes
del indculo de células tumorales (22, 23).

Dado que los factores angiogénicos favorecen el
desarrollo de 1los tumores, se pensd que la actividad
exacerbadora podria deberse, al menos en parte, a la
liberacion de factores solubles desde 1los linfocitos
activados, capaces de inducir una respuesta vascular.

Materiales y Métodos

Animales

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

Tumores

Para realizar estos estudios se empled el tumor
S13, un adenocarcinoma mamario murino de la cepa BALB/c,
con mediana capacidad metastdsica en pulmén, que se
mantiene en el Bioterio del Instituto "Angel H. Roffo"
por transplante s.c. en ratones singeneicos.
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Suspensiones de células esplénicas de los ratones
portadores de tumor.

Entre los 7 y 10 dias de portacidn del tumor, los
ratones se sacrificaron por dislocacion cervical. Los
bazos se extrajeron en forma estéril y se procesaron
siguiendo 1la metodologia detallada en el punto V.4.1l.
Como control se prepararon suspensiones de células
esplénicas aisladas desde ratones normales.

Estas suspensiones fueron usadas para preparar
los sobrenadantes de «cultivo (spleen cell supernatants,
SCS), o bien para ensayar en forma directa la reacciodn de
SLIA.

Preparacion de los SCS

Desde las suspensiones de células esplénicas se
eliminaron los eritrocitos con tratamiento con NH4Cl 0.83%
buffer Tris pH7; las células se centrifugaron y el pellet
se lavd dos veces con medio de cultivo MEM 199 (Difco).
Después del tratamiento se determindé la viabilidad con
Trypan-Blue.

Las células esplénicas (5x10° ) se incubaron en 2
ml de medio de cultivo en tubos de propileno durante 24
hs. en una atmdsfera con 5% de CO2 en aire. Al finalizar
el periodo de incubacidn, se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10°'. Los sobrenadantes (Sgs) se concentraron por
liofilizacidén y se mantuvieron a 4 C hasta el momento de
ensayarlos.

Actividad exacerbadora de los SCS sobre el crecimiento
tumoral.

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se
demostré que los SCS de ratones portadores de tumor S 13
tienen actividad exacerbadora sobre el crecimiento tumoral
(24). Estos mismos sobrenadantes fueron ensayados con el
fin de determinar si contenian factores capaces de inducir
angiogénesis.
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Transferencia de la actividad exacerbadora de los SCS a
ratones normales.

La actividad bioldgica producida por los SCS se
puede transferir a las células esplénicas de ratones
normales singeneicos. La transferencia se realizd
inoculando i.p. 0.05 ml de SCS en ratones BALB/c. A las
24 hs. los ratones se sacrificaron y 1los bazos se
extrajeron en forma estéril para preparar las suspensiones
de células esplénicas.

Suspensiones de células esplénicas de ratones
transferidos con SCS.

Las suspensiones de células esplénicas de ratones
transferidos con SCS se realizaron siguiendo la teécnica
detallada anteriormente.

Ensayo de SLIA

Las células de bazo de ratones transferidos con
SCS y de ratones portadores de tumor S 13, se inocularon
i.d. en ratones BALB/c normales.

El ensayo de SLIA se realizdé en la forma
habitual.

Cuantificacién de la vascularizacidn

La densidad de vasos sangquineos se determind para
cada grupo de animales segun la formula explicada en la
seccién V.4.1.

Analisis estadistico

LLos resultados se analizaron con el test t de
Student.
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Resultados

Tabla V.4.5.1. Respuesta vascular inducida por células
esplenicas de ratones portadores de tumor

S 13
Origen de las Densidad de vasos Numero de
células esplé- _ sitios
nicas X + S.E. inoculados
Portadores de
tumor S 13 4.13 + 0.05 20
Ratones normales 1.67 + 0.09 20

Los resultados expresados en la tabla V.4.5.1
demuestran que las células esplénicas de ratones
portadores de tumor S 13 son capaces de inducir una fuerte
reaccion angiogénica cuando se las inocula en la piel de
ratones normales singeneicos.

La respuesta vascular inducida por las células
esplénicas de portadores de tumor S13 difiere
significativamente (p<0.001) de la respuesta inducida por
células esplénicas de ratones normales.

Tabla V.4.5.2 Respuesta vascular inducida por células
esplénicas de ratones transferidos con SCS

Origen de las célu-| Densidad de vasos| Numero de
las esplénicas. _ sitios
X + S.E. inoculados

Ratones trans-

feridos con SCS

de:

1. portadores de 4,09 + 0.09 14
tumor S 13

2. ratones normales 1.65 + 0.08 14
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Los resultados de la tabla V.5.2 demuestran que
las células esplénicas de ratones normales transferidos
con SCS de portadores de tumor S 13, son capaces de
inducir una respuesta vascular que difiere
significativamente (p<0.00l1) de los controles.

Por otra parte, los valores obtenidos al ensayar
células esplénicas de ratones portadores de tumor S 13
(expresados en la tabla V.4.5.1) no difieren de 1los
valores de densidad inducidos por las células esplénicas
de ratones transferidos con SCS de portadores de tumor
(tabla v.4.5.2).

En conjunto, estos resultados indican que la
respuesta angiogénica inducida por células esplénicas de
ratones portadores de tumor esta mediada por la
liberacidn de factores solubles, que pueden ser
transferidos a ratones normales. Esto sugiere que algun
factor o factores, contenidos en los SCS de ratones
portadores de tumor S 13, son capaces de activar a las
células esplénicas de ratones normales para que estas
adquieran tanto 1la capacidad de inducir una respuesta
angiogénica como de exacerbar el crecimiento tumoral (24).

El mecanismo involucrado en la respuesta
angiogénica in vivo aun no esta completamente dilucidado.
Los linfocitos activados liberan linfoquinas que podrian
actuar directamente sobre las células endoteliales, o en
forma indirecta, activando a 1los macrdfagos para que
generen a su vez una respuesta vascular.

4.6. Estudio de las poblaciones esplénicas
responsables de la liberacion de factores con
actividad angiogenica.

Para caracterizar la poblacidn celular
responsable de inducir 1la respuesta vascular en el
huésped, se ensayaron los SCS obtenidos desde cultivos de
distintas poblaciones de células esplénicas de ratones
portadores de tumor.

Por otro lado se estudid la respuesta angiogénica
inducida por <células esplénicas de ratones atimicos
(nu/nu) y heterocigotas (nu/+), portadores de tumor.
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Materiales y Métodos

Animales

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

Ratones atimicos (nu/nu) y heterocigotas (nu/+)
de la cepa BALB/c, hembras de 3 meses de edad obtenidos
desde el Bioterio de la Comisidn Nacional de Energia

Atodmica. Estos animales se mantuvieron en condiciones
’ ] . . .

esteriles (en flujo laminar), dentro de cajas

autoclavadas; recibieron comida esterilizada y agua

estéril acidificada.

Tumores

Se emplearon tumores MM3 y S 13.

Inoculacidn de tumores

Los ratones atimicos y heterocigotas fueron
inoculados con tumor MM3 en forma s.c. mediante un
trocar. Los ratones portaron el tumor durante 25 dias.

LLos ratones BALB/c normales se inocularon s.cC.
con tumor MM 3 o S 13 mediante un trocar.

Suspensiones de células esplénicas

Se prepararon suspensiones de células esplénicas
con la técnica habitual.

- Estas suspensiones fueron inoculadas 1i.d. en
ratones BALB/c para ensayar la reaccion de SLIA, o bien se
cultivaron durante 24 hs. para preparar SCS.
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Deplecion de células T por tratamiento con suero anti
Thy 1.2

Los ensayos de deplecion de células T desde
suspensiones totales de células esplénicas se realizaron
con un anticuerpo monoclonal obtenido comercialmente (CL
8600, Cerdalane Laboratories Limited, Hornby, Ontario,
Canada) . El anticuerpo se adiciond a la suspensidén de
células esplénicas (1 x 10° cels/ml en medio RPMI 1640)
en una diluc%én final de 1:20; después de una incubacidn
é2 60' a 4°C las células se lavaron 3 veces Yy se
resuspendieron en el volumen original en medio RPMI 1640
con complemento (C' Cerdalane CL 3051, Ontario, Canada).

) El porcentaje de células Thy 1.2 positivas se
calculd como indice citotdxico (C.I.), de acuedo con la
formula:

$ citot.(anticuerpo + C') - % citot.(C'solo)
C.I.:

100% - % citot. (C'solo)

El C.I. fue de aproximadamente el 20% en todas
las suspensiones de células esplénicas de 1lcs ratones
portadores de tumor S 13. Las células muertas se aislaron
por resuspensidén en PBS 1:20 en solucidén de glucosa
(buffer de baja fuerza idnica). La suspensidn se pasé a
través de una pipeta Pasteur en cuyo interior se colocd

lana de nylon. Las células efluentes (viablesz se
colectaron y resuspendieron en medio MEM 199. Las celulas
viables se ajustaron a una concentracion de 25x10

células/ml y se cultivaron para obtener los SCS.

. 2 ’ ’ . . e
Separacion _de celulas esplénicas por pasaije a traves
de columnas de lana de nylon.

Las columnas se prepararon empaguetando 1.5 g de
lana de nylon en jeringas de 30 ml; se autoclavaron y se
mantuvieron en forma estéril hasta el momento de usarlas.

cada columna se sembrd con 2 ml de una suspension
de células esplénicas (5x108 cels/ml aisladas desde
ratones portadores de tumor) en medio de cultivo MEM 199.
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Después de la giembra, las columnas se
mantuvieron durante 45' a 37 C. Las células no adherentes
fueron aisladas lavando las columnas con 30 ml de medio de
cultivo con 5% e SFB; el medio se mantuvo en
aproximadamente 37 °C durante todo el proceso.

Para reducir 1la contaminacidén con células poco
adherentes, la suspension se paso a traves de una segunda
columna, repitiendo el tratamiento anterior.

) Las células no adherentes (llamadas células T de
aquil en adelante) se centrifugaron y se mantuvieron
durante 24 hs en cultivo para obtener los SCS.

La recuperacion de las células efluentes fue de
aproximadamente el 20% del total de la siembra; 1la pureza
de suspension de células T después del pasaje por la
primera columna fue de aproximadamente el 20% mientras que
el pasaje por la 2 columna elevd este valor hasta un 80%

Preparacion de los SCS

Los SCS se obtuvieron desde:

a) células esplénicas de ratones portadores de tumor S 13
tratadas con suero anti- Thy 1.2 + C' antes de 1la
incubacion.

b) células esplénicas de ratones portadores de tumor S 13
pasadas a traves de columna de lana de nylon.

c) células esplénicas de ratones portadores de tumor S 13
sin tratamiento.

d) células esplénicas de ratones normales.

El procedimiento seguido para preparar los SCS
fue el habitual.

Transferencia de los SCS

Los SCS se transfirieron por inyeccidén i.p. a
ratones normales BALB/c. A las 24 hs los animales fueron
sacrificados y los bazos se extrajeron esterilmente.
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Suspensiones de células esplénicas.

Se prepararon suspensiones de células esplénicas
de ratones atimicos (nu/nu) vy heterocigotas (nu/+)
portadores de tumor MM3, de ratones transferidos con SCS y
de ratones normales.

Ensayo de SLIA

La técnica seguida fue la habitual.

Cuantificacion de la vascularizacidn

Se determind 1la densidad de vasos en la forma
habitual. Los resultados se analizaron con un test t de
Student.

Resultados

Tabla V.4.6.1. Respuesta _vascular inducida por células
esplenicas de ratones portadores de tumor

MM3

Origen de las cé- Densidad de vasos Nimero de

lulas esplénicas. X + S.E. sitios
inoculados

Portadores de tumor

MM3:

Ratones atimicos,

nu/nu 1.54 + 0.40 9

Ratones heterocigo-

tas nu/+ 3.65 + 0.23 8

Ratones normales

BALB/c 3.72 + 0.12 12

Para demostrar que la presencia de tumor estimula
a las células T a gue induzcan una reaccidén neovascular,
se estudidé 1la actividad de las células esplénicas de
ratones atimicos (nu/nu) v se la compard con la respuesta
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inducida por células esplénicas de ratones heterocigotas
(nu/+). Los resultados expresados en la tabla V.4.6
demuestran que las células esplénicas de ratones atimicos,
portadores de tumor MM3 no son capaces de inducir una
respuesta angiogénica, mientras que las células esplénicas
de ratones portadores de tumor si lo hacen, como fue
demostrado anteriormente.

Tabla V.4.6.2: Respuesta vascular inducida por células
esplénicas de ratones transferidos con
SCS.
Origen de las célu- Densidad de vasos Numero de
las esplénicas. _ sitios
X + S.E. inoculados
Ratones transferi-
dos con:
- S8CS de ratones
normales. 1.76 + 0.08 16

- SCS de ratones
portadores de
tumor 4,16 + 0.09 16

- idem, células
esplénicas deple-
cionadas de céelu-

las T 1.87 + 0.05 16
- idem, células

esplénicas enri-

quecidas en célu- 3.72 + 0.09 12

las T

Otro método empleado para caracterizar la
poblacién de células de bazo responsable de la liberacion
de factores angiogénicos, consistié en estudiar la
respuesta vascular inducida por diferentes poblaciones de
células esplénicas activadas in vivo por la portacién de
un tumor.

Para esto, se prepararon sobrenadantes de cultivo
de suspensiones esplénicas enriquecidas en dos distintas
poblaciones celulares (células B o celulas T).
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Para estudiar si la actividad angiogénica de los
SCS preparados desde ratones portadores de tumor persiste
aun después de la deplecion de las células T, las
suspensiones de células esplénicas se trataron con
antisuero anti-Thy 1.2+C' vy 1luego se incubaron para
obtener los SCS.

Para enriquecer en células T, las suspensiones de
células esplénicas se pasaron a través de una doble
columna de lana de nylon y las células no adherentes se
colectaron y cultivaron. Los SCS fueron luego ensayados
in vivo.

La tabla V.4.6.2. muestra que después del
tratamiento de las células de bazo con antisuero anti-Thy
1.2+C', los sobrenadantes de la poblacidn remanente,
enriquecida en células B, no son capaces de inducir una
respuesta vascular.

Los SCsS preparados desde la suspension
enriquecida en células T obtenida a través del pasaje por
columna de 1lana de nylon, son fuertes inductores de

angiogénesis. La respuesta vascular se detecta facilmente
debido al aumento en el numero de vasos, tortuosidad y a
la tendencia de formacidn de loops (25).

4.7. Rol de los macrofagos en la reaccion SLIA

La reaccion de SLIA es el resultado final de una
cascada de eventos que comienzan con la activacion de los

linfocitos ante 1la presencia de un tumor; una vez
activados, 1los 1linfocitos nroducen factores solubles
capaces de inducir una respuesta neovascular.

Posiblemente estos factores funcionen como mediadores del
evento angiogénico, actuando a su vez sobre otro tipo de

células.

Ha quedado demostrado que la activaciodn de 1los
macrofagos produce la liberacidén de PGs; por otro lado se

observd que los macrofagos activados son capaces de
inducir angiogenesis. Dado que las PGs estan relacionadas
con la angiogenesis tumoral, se quiso estudiar si

participan también en la reaccidn de SLIA y si esa
participacion se produce a traves de los macrofagos.
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Para realizar estos experimentos se probd:

1- el efecto de 1la eliminacidn de 1los macrofagos del
huesped con carrageenan (citotdxico para macrdéfagos)

2- el efecto de la indometacina (inhibidora de la sintesis
de PGs).

sobre 1la respuesta vascular inducida por 1linfocitos

estimulados por células tumorales. Cada tratamiento se
realizo por separado.

Materiales y Métodos

Animales

Ratones endocriados, machos o hembras de 3 a 6
meses de edad, de las cenas BALB/c v Cs57Bl1/6,
pertenecientes al Bioterio del Instituto "Angel H. Roffo".

Tumor

Para este estudio se emplearon tumores MM3.

Controles

Como control se emplearon rifiones normales de
ratones BALB/cC.

Suspensiones de células normales y tumorales

Las suspensiones celulares se prepararon segun la
técnica explicada en la secciodn V.4.1.

Las células (1x10° en 0.1 ml) se inocularon en
forma s.c. en ratones normales (portadores).



Suspensidn de linfocitos

A las 24 hs de la inoculacidn de células normales
o tumorales, 1los ratones portadores se sacrificaron y los
bazos se extrajeron en forma esteril.

IL.Las suspensiones de linfocitos se prepararon con

la técnica habitual y se inocularon i.d. (4x10° /0.1ml)
en los ratones receptores.

Tratamiento de los animales receptores con indometacina

Stocks de Indometacina (Merck, Sharp y Done) de
una concentracién _de 10 ma/ml en alcohol absoluto se
conservaron a -20C. Para la administracidén oral de 1los
ratones receptores, se diluyd 1/500 (20 _ug/ml) y se cambid
3 veces por semana el liquido de bebida, tomando 1los
ratones entre 4-6 ml por dia (80 a 120 mg de
indometacina). El vehiculo (alcohol) se usd como control
diluyéndolo hasta la concentracidn adecuada.

El tratamiento con indometacina se 1llevd a cabo
en los animales receptores invectados con linfocitos de
ratones portadores de células tumorales; comenzd 3 dias
antes de la inyeccidén intradérmica y continud hasta que
los animales fueron sacrificados.

Tratamiento con carrageenan

24 hs vy 96 hs previas a la inyeccidén i.d. de
linfocitos, 1los ratones receptores fueron inoculados con
carrageenan iota (SIGMA). Las inyecciones fueron i.p. vy
el carrageenan se disolvid en solucién fisiologica (25
mg/10 ml) para que cada raton recibiera 500 _ug de
carrageenan en cada dosis.

Los controles recibieron igual volumen de
solucidén fisioldgica.

Cuantificacidn de la vascularizacion

La densidad de vasos se cuantificod en la forma
habitual.
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Analisis estadistico

Los datos de densidad de vasos se analizaron con
un test t de Student.

Resultados

Tabla V.4.7.1 Efecto del tratamiento de los ratones
receptores con carrageenan, sobre 1la
respueta vascular.

Origen de las |Tratamiento de| Densidad Nimero de
celulas los ratones de_vasos sitios
esplenicas receptores. X +S.E.| inoculados

Ratones inyec-
tados con:

Células tumo- vehiculo 3.65+0.10 12
rales. -
Células tumo- carrageenan| 1.80+0.07 14
rales.

Células norma- vehiculo 1.58+0.10 12
les.

Células norma- carrageenan| 1.62+0.09 11
les.

Como se desprende desde los resultados de la
tabla V.4.7.1., el tratamiento con carrageenan inhibe
totalmente la respuesta vascular inducida por los
linfocitos de ratones portadores de tumor (p<0.001l). Los
valores de densidad de vasos en los ratones tratados con
carrageenan no difieren de los controles.

Por otro lado el tratamiento con carrageenan no
afecta la densidad de vasos en los controles. Los valores
de densidad de vasos en los dos grupos control
corresponden al valor normal de la piel de ratones BALB/c.
Estos resultados indican que el carrageenan no actia en
forma directa sobre 1los vasos sanguineos del ratdén
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receptor; por el contrario, la actividad del carrageenan
se deberia a la inhibicidn de los macrdéfagos, que se
traduce en la disminucion en el valor de densidad de vasos
en los ratones tratados.

Tabla V.4.7.2. Efecto del tratamiento de los ratones
receptores con indometacina sobre 1la
respuesta vascular.

Origen de las Tramiento de|Densidad |Numero de
celulas los ratones|de_vasos sitios
esplénicas receptores. X + S.E.|inoculados

Ratones inocu-
lados con:

~-Células tumo-
rales. vehiculo [3.53+0.13 11

-Células tumo-
rales. indometacina|{l.82+0.08 15

-Células norma-
les. vehiculo [1.58+0.0 9

Como se observa desde los resultados expresados
en la tabla V.4.7.2., 1los 1linfocitos de 1los ratones
portadores de tumor fueron capaces de inducir una fuerte
respuesta vascular, mientras que los linfocitos de ratones
portadores de células normales no lo hicieron (p<0.001).

La adicidn de indometacina en el agua que
bebhieron los animales receptores bloqued totalmente 1la
fuerte respuesta angiogénica inducida por los 1linfocitos
de portadores de tumor. Dado que la indometacina inhibe
la sintesis de PGs, 1los resultados obtenidos en estos
ensayos indican que en la reaccidon de SLIA las PGs juegan
un rol importante como mediadoras de la respuesta
neovascular (26).
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Desde estas experiencias podemos concluir que los
macrofagos intervienen en la reaccion de SLIA, ya que su
deplecion por tratamiento con carrageenan inhibe el
desarrollo de wuna respuesta vascular. Los macrdéfagos
activados constituyen una de las fuentes principales de
liberacién de PGs; el blogueo de la sintesis de PGs por
tratamiento con indometacina impide la aparicidén de una
respuesta angiogénica.

Posiblemente entonces los macréfagos activados
induzcan neovascularizacidén a través de la liberacidn de
PGs, las cuales, como ya hemos hecho referencia, tienen
actividad angiogénica in vivo (26).
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1. El proceso angiogénico

La proliferacidn vascular constituye un proceso
necesario para el crecimiento normal de los tejidos.

En el adulto, sin embargo, la angiogénesis ocurre
con escasa frecuencia y se la observa casi exclusivamente
durante la reparaciodon de heridas y fracturas; el sistema
reproductor femenino constituye un caso excepcional, ya que
en cada ciclo estral se desarrollan vasos sanguineos tanto
en el foliculo ovdrico como en el cuerpo liteo. Estos
periodos de actividad angiogénica normal son relativamente
breves y se encuentran muy bien regulados.

Por el contrario, la angiogénes:is en condiciones
patoldégicas evade los mecanismos de control y lleva a la
formacion de una red vascular anormal, que frecuentemente
agrava la evolucidn del cuadro clinico. .

En condiciones normales las células endoteliales

son marcadamente quiescentes; sin embargo, ante un
7 ) ’ . ) . .

estimulo angiogénico migran vy proliferan en forma activa

siguiendo wuna secuencia ordenada de eventos. El primer

paso de esta secuencia consiste en la activacidén de 1la

celula endotelial, que se manifiesta a traves del aumento
e 4 3 .

en el numero de organelas, de la sintesis de enzimas con

actividad proteolitica (colagenasas, activador de
plasminogeno, etc.) y de la aparicion de proyecciones en la
membrana plasmatica. A continuacion la membrana basal es

degradada localmente por la accidn enzimdtica y las células
endoteliales comienzan a migrar formando brotes vasculares
que se anastomosan entre si dando origen a los loops. Los
nuevos capilares son rodeados por pericitos, que se _ unen
fuertemente a 1la superficie abluminal de 1la celula
endotelial. Por ultimo las células endoteliales sintetizan
los componentes de la membrana basal liberando en primer
lugar laminina y luego colageno tipo 1IV.

l1.2. Factores que influencian el crecimiento vascular

Si bien en wun principio se pensd que la
angiogénesis resultaba de la accién de un factor soluble
sobre un tipo celular especifico (endotelio), hoy se sabe
que en la iniciacién del proceso de neovascularizacion



intervienen miltiples factores que actian en diferentes

niveles y desencadenan la proliferacidn de 1los vasos
sanguineos. Consideraremos aqui aquellos que tienen mayor
influencia sobre el desarrollo vascular: interacciones
celulares, matriz extracelular, GFs con actividad

angiogénica y otros moduladores importantes de la respuesta
neovascular.

1.2.1. Interacciones celulares

Las interacciones entre células endoteliales
adyacentes regulan el crecimiento celular; las membranas
plasmdticas aisladas desde cultivos de células endoteliales
en confluencia son capaces de inhibir la sintesis de DNA de
cultivos con una tasa activa de crecimiento, ésto sugiere
que las interacciones de membrana juegan un rol importante
en el control del crecimiento (1).

Se ha postulado ademdas que los pericitos son

capaces de suprimir la proliferacion de 1las células
endoteliales. La neovascularizacién se caracteriza a
menudo por la ausencia de pericitos, 1lo que puede
comprobarse tanto en la fase proliferativa de la
retinopatia diabética como en la vascularizacidn tumoral;
por otro lado en 1los hemangiomas se observan escasos

pericitos.

La proliferacién de las células de endotelio
capilar es inhibida por co-cultivo con pericitos o células
musculares 1lisas, sin embargo el medio condicionado por
estas células no tiene ningun efecto sobre el crecimiento
endotelial; en base a estos resultados se postula un
mecanismo inhibitorio mediado por el contacto intercelular
(2).

1.2.2. Matriz extracelular

Para el propdsito de esta discusidon consideraremos
como matriz extracelular al conjunto de tejido conectivo
intersticial y componentes de la membrana basal. Esta
definicién incluye tres tipos de moléculas: a) colagenos,
tipo IV en la membrana basal y tipos I y 1III en el
conectivo intersticial; b) moléculas de adhesidn distintas
del colageno: laminina, fibronectina, etc., c)
proteoglicanos/glicosaminoglicanos, tales como heparan
sulfato, dcido hialurdnico, condroitin sulfato.



El comportamiento de las células del endotelio
microvascular se ve afectado por la composicién de 1la
matriz extracelular. Las células endoteliales, cultivadas
en placas cubiertas previamente con coldgeno tipo 1V, se
organizan formando estructuras tubulares; sin embargo si
el substrato es de coldgeno tipo I & 1II, 1las células
proliferan formando una monocapa y ocasionalmente aparecen
estructuras tubulares después de un periodo prolongado de
cultivo (3-8).

La laminina, por su parte, es uno de los
componentes de la MEC que favorece en mayor medida el
crecimiento de las células de endotelio capilar. Como se
menciond en el capitulo I, la laminina interviene en 1la
union de las células endoteliales con el substrato de
colageno a través de los dominios globulares de los brazos
cortos; el sitio de unidn al heparan sulfato se encuentra
en el dominio globular terminal del brazo largo, mientras
que la interacciodn con la célula se realiza a través de una
proteina de 1la membrana plasmatica. Las propiedades de la
laminina sugieren que actuaria como molécula mediadora en
la unidén entre las células y los componentes de la membrana
basal.

La fibronectina vy la fibrina son dos de 1las
moléculas de adhesidn mejor caracterizadas con respecto al
comportamiento del endotelio frente a un estimulo
angiogénico. Distintos trabajos han demostrado la
importancia de 1la fibrina en el proceso de angiogénesis
tumoral (8-9). Los estudios de Mc Auslan, por otro lado,
permitieron comprobar que la fibronectina actia como una
sefial para desencadenar la migracion de las células
endoteliales frente a un estimulo angiogénico (10); por
otro lado los niveles de fibronectina aumentan en
asociacion con el crecimiento de las células endoteliales y
con la formacidén de capilares durante la reparacidn de las
heridas (11). Probablemente 1la migracidon de las células
endoteliales no se deba a una respuesta gquimiotactica, sino
a una respuesta haptotdctica frente a 1los niveles de
fibronectina (12). La haptotaxis es la estimulacidén de un
movimiento celular direccional debido a gradiantes de
adhesidén a componentes del substrato; diversos trabajos
han demostrado el rol de la fibronectina y de la laminina
en la haptotaxis de una gran variedad de células tumorales
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y normales (13-15), habiéndose comprobado ademas que la
fibronectina posee dominios especificos que promueven 1la
migracion haptotactica de distintos tipos celulares (16).

El rol de los protecoglicanos o glicosaminoglicanos

en la angiogénesis es de alguna manera paraddjica. La
heparina aislada desde sobrenadantes de cultivo de
mastocitos estimula la migracién de 1las células de
endotelio capilar y ademds promueve la aparicion de wuna
respuesta angiogénica en MCA (17). El efecto de 1la

heparina en la angiogénesis no esta relacionado con su
capacidad anticoagulante ya que fragmentos de heparina sin
capacidad anticoagulante son fuertes inductores de
angiogénesis. Posiblemente la capacidad de la heparina de
promover angiogénesis se deba a su gran afinidad por GFs
con actividad mitogénica sobre células endoteliales
(18-19).

En cambio, la accidén combinada de heparina vy.
glucocorticoides tiene capacidad inhibitoria sobre 1la
angiogénesis e induce 1la regresién de capilares en
desarrollo de la MCA de embriones jdévenes (20-21).

Otro de 1los glicosaminoglicanos estudiados en
relacién con la angiogénesis, el acido hialurdnico (HA),
tiene una marcada actividad reguladora del desarrollo de
los vasos sanguineos (22). Mientras que el HA nativo
inhibe la proliferacidon de las células endoteliales, los
fragmentos obtenidos por digestidén con hialuronidasa son
fuertes inductores de angiogénesis in vivo y favorecen la
proliferacién y 1la migracion de células endoteliales in
vitro (ver capitulo II1).

1.2.3. GF con actividad angiogénica.

Hasta el momento se han aislado varios GF con
actividad angiogénica, tanto desde células neopldsicas como
desde ceélulas normales. Estos GF pueden ser clasificados
en base a su capacidad de unirse a la heparina; asi surgen
dos grandes grupos: GF angiogénicos con afinidad por 1la
heparina y GF angiogénicos sin afinidad por la heparina.
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1.2.3.1. GF con afinidad por la heparina

Dentro de este grupo, el andlisis bioquimico
mediante el estudio de perfiles de elucidn, secuenciacidn
de aminodcidos, reacciones inmunoldégicas y unidén a
receptores celulares especificos permitid establecer que
estos GFs son similares al FGF y pueden ser incluidos
dentro de dos tipos: GF tipo FGFa y GF tipo FGFb (tabla
VI.I). Dentro de estos dos tipos, los GF son similares
entre si y en general representan variaciones de un mismo
polipéptido con distintos PM (ver capitulo II).

Tabla VI.l: Clasificacidon de GF con actividad angiogénica
que presentan afinidad por la heparina.

Tipo GF
FGFa ECGF =<
EDGF 1II
GFs aislados desde: retina
astroglia
medula
FGFb ECGF @
EDGF I

CDGF y ChDGF

GFs aislados desde:pituitaria
cerebro
hipotalamo
rifndn
placenta
cuerpo luteo

La heparina se une con gran avidez a las células
endoteliales a través de receptores de membrana
especificos; la unidén de los FGFs con la heparina
favoreceria 1la concentracién de estos GF alrededor de 1la
célula endotelial. Dado que en las células tumorales e
inflamatorias se detecta actividad heparinasa, se postula
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que la degradacidén enzimdtica de la heparina permitiria la
liberacion de estos GF en la proximidad de las células en
las que ejercen su efecto bioldgico.

1.2.3.2. GF sin afinidad por la heparina.

. Este grupo comprende una gama muy amplia de
moleculas complejas de diversa naturaleza.

Desde células tumorales se han logrado aislar
distintos factores con actividad angiogénica: TAF, ESAF,
angiogenina, etc, (ver capitulo II). El ESAF es capaz de
activar la procolagenasa sintetizada por fibroblastos v de
esa manera promueve la degradacion de coldgeno de la
membrana basal. Las células endoteliales producen
colagenasas v elastasas, que difunden en la MEC. Estas
enzimas se encuentran en estado latente y son activadas por
el ESAF favoreciendo 1la formacidén de canales en la MEC, a
través de los cuales pueden migrar las células
endoteliales.

Los TGFs, por otro lado, son liberados tanto desde
células embrionarias v células tumorales, como desde
linfocitos y macrofagos activados. Se los puede
diferenciar en dos tipos TGF«x , con actividad angiogénica
in vivo e in vitro y TGF® , cuva actividad angiogénica in
vitro esta mediada por la activacién del sistema
monocito-macréfago, favoreciendo la liberacidn de factores
mitogénicos desde macrdfagos activados y estimulando 1la
produccidén y acumulacidén de fibronectina y coldageno en
células normales y tumorales.

1.2.4. Otros moduladores de la respuesta angiogénica.

Distintos moduladores intervienen en la aparicidn
de una respuesta vascular. Entre ellos, los mas estudiados
son el TNF, el PA, las PGs y los iones Cutt,

El TNF liberado desde macrdofagos activados actua
como mediador pleiotrdpico con interesantes efectos sobre
la citotoxicidad tumoral y sobre las reacciones
inmunoldgicas. Este factor tiene actividad angiogénica in
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vivo y estimula 1la formacidn de estructuras tubulares
("vasos") cuando las celulas endoteliales se plaquean sobre
un substrato de colageno.

El PA favorece 1la degradacién del coldgeno a
través de un primer paso en el que el plasmindgeno
(inactivo) se convierte en plasmina, que a su vez activa la
procolagenasa transformandola en colagenasa.

Las PGs del tipo E (PGEl y PGE2) liberadas desde
desde tumores, macrofagos, exudados inflamatorios Y
macrofagos activados son también fuertes inductoras de
angiogénesis in vivo.

El aumento en la concentracidn de iones Cu++
promueve la redistribucidén de fibronectina sobre la
superficie de 1la célula endotelial y con ello genera un
estimulo que favorece la migracidn de dichas células.
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2. Aportes delvpresente trabajo de Tesis al estudio
de la angiogenesis.

La neovascularizacién es un fendmeno comin a
diferentes estados normales y patoldgicos, que se activa
por estimulos diversos, tales como los cambios metabdlicos
en la diabetes, la tensidn de oxigeno el O, en la
fibroplasia retrolental, los productos de reacciones
inflamatorias y en general los distintos factores
angiogénicos 1liberados tanto desde tejidos normales como

tumorales.

Cualquiera sea el estimulo que desencadena la
respuesta vascular, las células endoteliales parecen tener
un programa especifico de proliferacién, que se cumple
segun una secuencia ordenada vy lleva a la formacidén de
nuevos vasos sanguineos.

Los estudios detallados en este trabajo de Tesis
estuvieron enccninados a tratar de dilucidar en parte 1los
mecanismos implicados en la vascularizacidn tumoral. Para
ello encaramos el problema desde dos puntos diferentes:
por un lado el estudio de la angiogénesis inducida
directamente desde la célula neoplasica y por el otro lado
la cooperacidn de 1los linfocitos estimulados en el
establecimiento de la red vascular del tumor.

2.1. Estudio de la angiogénesis tumoral

Mediante una técnica de evaluacidén sencilla in
vivo, como es el ensayo de la actividad angiogénica en MCA,
demostramos en primer lugar que los tumores primarios (M3 y
MM3) y las metdstasis pulmonares respectivas, son fuertes
inductores de anaiogénesis, superando en todos los casos el
85% de resultados positivos. La respuesta neovascular en
la MCA se manifiesta a través de un aumento en la densidad
de capilares que se distribuyen radialmente alrededor del

fragmento tumoral. Aunque esta técnica es meramente
cualitativa, la respuesta vascular obhservada alrededor del
implanto tumoral indico la eaxistencia de una notable

actividad inductora de angiogénesis en todos los tumores
estudiados.
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, Una wvez comprobada 1la existencia de actividad
angiogenica  tanto en los tumores primarios como en las

metdstasis pulmonares respectivas, nos abocamos al
aislamiento de 1la fraccion responsable de 1la actividad
angiogenica. A lo 1largo del proceso de extraccidén se

probaron las distintas fracciones sobre MCA. Si bien no se
emplearon técnicas de purificacidn y de caracterizacidn
posteriores que ayudaran a una mejor identificacidn del
factor angiogénico, pudimos demostrar que la fraccidn
citoplasmatica correspondiente a un PM aproximado de 90 kDa
era la uUnica capaz de inducir angiogénesis en MCA.

Dado que uno de 1los puntos de interés para
nosotros era comparar la actividad angiogénica de dos
tumores con distinta capacidad metastasica (M3 y MM3),
necesitdbamos desarrollar un ensayo cuantitativo que
pusiera de manifiesto las posibles diferencias entre ambos
tumores.

Con este fin realizamos cultivos de células
tumorales y aislamos los medios condicionados, para ensayar
in vitro su efecto mitogenico sobre celulas endoteliales de

aorta fetal Dbovina; los resultados se expresaron en
funcion del incremento en el numero de celulas endoteliales
con respecto a los valores control. A traves de estas

experiencias pudimos comprobar que los medios condicionados
por células del tumor primario M3 (M3-sc) no tienen efecto
sobre la proliferacidn celular, observandose so6lo una leve
tendencia al incremento en el nuimero de células con
respecto a los controles. Por el contrario, los medios
condicionados por células aisladas desde el tumor primario
MM3 (MM3-sc) y desde las metastasis de ambos tumores (M3p y
MM3p) promueven activamente la proliferacidén de las células
endoteliales, Estos resultados parecen estar indicando la
presencia, en el tumor primario de origen (M3-sc), de wuna
poblacidén celular con mayor actividad angiogénica, que
predominaria en el foco metastdsico (M3p). Dado que el
tumor MM3 se obtuvo por transplante s.c. de las metastasis
pulmonares del tumor M3, se puede suponer que en el proceso
de seleccidn fueron favorecidas aquellas celulas que, entre
otras caracteristicas importantes para el proceso
metastasico, fueron capaces de inducir una mayor actividad
angiogénica.
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2.2. Estudio de la angiogénesis inducida por linfocitos

La respuesta vascular es inducida por wuna gran
variedad de moduladores que favorecen tanto la migracidn
como la multiplicacidén de las células endoteliales. Para
determinar si los 1linfocitos estan involucrados en el
desarrollo vascular de los tumores, aislamos las células
esplénicas de ratones portadores de tumor y ensayamos la
actividad inductora de neovascularizacidén en un huésped

normal singeneico. Los resultados de estos estudios
demostraron que los 1linfocitos, estimulados por la
presencia de un tumor, producen una reaccion

vasoproliferativa cuando se los inocula i.d. en ratones
normales singeneicos.

Posteriormente realizamos ensayos de la reacciodn
de SLIA a distintos tiempos de portacion de tumor, desde
las 24 hs. de realizada la inoculacion, hasta 30 dias de
portacién, con el fin de estudiar si existian variaciones
en la respuesta vascular a lo largo de la evolucidén del
tumor. En todos 1los casos la respuesta angiogénica se
mantuvo practicamente sin diferencias en los valores de
densidad, los que aumentaron sdlo levemente a medida que
transcurrié el tiempo de portacidn; estas diferencias no
fueron significativas en un test t de Student. En base a
estas experiencias, los estudios posteriores se efectuaron
con 24 a 48 hs de portaciodn.

Una vez comprobado que las células esplénicas
activadas por la portacion de un tumor son capaces de
inducir una respuesta neovascular y siguiendo con el
estudio sobre las diferencias en la angiogénesis entre dos
tumores con distinta capacidad metastasica, nos resultd
interesante estudiar si existian diferencias en la reaccidn
de SLIA entre ambas variantes tumorales.

Las células metastdsicas son capaces de
desprenderse desde el tumor primario, invadir los tejidos
adyacentes, alcanzar el torrente sanguineo o 1los vasos
linfdticos que las transportan en deneral hacia zonas
distantes y formar focos de crecimiento secundario. La
sobrevida de las células después de haber entrado en la
circulacidén depende de la capacidad de invadir o extravasar
el endotelio capilar y establecer un lecho vascular
adecuado para la proliferacidn celular; los factores que
promuevan la vascularizacidn favoreceran entonces tanto el
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desarrollo del tumor primario como la dispersién de las
células metastasicas en el torrente sanguineo vy el
establecimiento de un nuevo foco de crecimiento tumoral.
Para estudiar los distintos factores involucrados en este
proceso, resulta apropiado comparar el comportamiento de
células de un tumor altamente metastasico y de las células
del tumor de origen, con baja capacidad metastdasica.

El modelo experimental obtenido por el Dr.
Colombo en el Instituto de Oncologia Angel H. Roffo
resulta muy util para estudiar las distintas propiedades
asociadas con la aparicién y el desarrollo de las
metastasis. Nos parecid entonces interesante estudiar si
la capacidad metastasica de los tumores M3 y MM3 se podia
correlacionar en forma directa con la actividad angiogénica
inducida por los linfocitos estimulados.

Los resultados obtenidos sugieren que en este
modelo el proceso metastdasico podria ser facilitado por los
lifocitos estimulados, los cuales actuarian sinérgicamente
con las células tumorales promoviendo el desarrollo del
lecho vascular.

Con el fin de determinar cual es la poblacidn de
células esplénicas que se activa por la presencia del
tumor, tratamos las suspensiones con antisuero anti-Thy
1.2, o bien 1las pasamos a través de una doble columna de
lana de nylon. Estas suspensiones, enriquecidas en células
B y T respectivamente, se cultivaron durante 24 hs y los
sobrenadantes (SCS) se transfirieron a ratones normales
para estudiar la induccidn de angiogénesis. Por otro lado
estudiamos la respuesta angiogénica inducida por células
esplénicas de ratones atimicos (nu/nu) y heterocigotas
(nu/+) portadores de tumor MM3. Tanto las suspensiones
tratadas con anti-Thy 1.2, como las preparadas desde
ratones atimicos, fueron incapaces de promover una
respuesta vascular en los ratones receptores. En cambio
las suspensiones - enriquecidas en células T Yy las
provenientes de ratones heterocigotas indujeron una
respuesta angiogénica similar a los controles positivos de
la reacciodn. Desde estos resultados concluimos que en la
reaccién de SLIA 1los linfocitos T son responsables de 1la
induccidon de la respuesta vascular.
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Una vez comprobado que los linfocitos estimulados
por células tumorales son capaces de inducir angiogénesis,
quedaba ain por estudiar si esta activacidén se producia
exclusivamente por las células tumorales o bien si
cualquier estimulo antigénico era capaz de desencadenar una
reaccidén neovascular en el sistema de SLIA. Para responder
a esta pregunta inoculamos distintos tipos de estimulos
antigenicos en los ratones portadores y ensayamos la

actividad de los 1linfocitos en ratones normales,
demostrando que no se produce respuesta angiogénica aun
cuando se inoculen antigenos xenogeneicos. Estos

resultados indican que la induccidn de una respuesta
vascular desde linfocitos activados es un proceso altamente
especifico, que podria estar mediado por antigenos
tumorales que se encontrarian ausentes en células normales,
tanto adultas como embrionarias.

Para determinar cual es el mecanismo de activacidn
de los linfocitos ante la presencia de células tumorales,
fijamos células MM3 con un tratamiento suave con formol.
Los estudios de immunizacidn han demostrado que las células
tumorales formolizadas retienen sus caracteristicas de
membrana y su antigenicidad, son relativamente faciles de

preparar y pueden mantenerse sin alteraciones durante
varios meses. Al ensayar dichas celulas en la reaccion de
SLIA pudimos comprobar aque la respuesta vascular se

mantenia en los mismos valores aque los controles sin
tratamiento, lo que nos indicd que la estimulacidén de los
linfocitos se produce por componentes de 1la membrana
celular y no a través de factores solubles liberados desde
la célula tumoral.

Es necesario aclarar que estos resultados
corresponden a un estudio preliminar; actualmente estamos
realizando purificaciones de membrana celular de tumores
para caracterizar la fraccidn responsable de estimular a
los linfocitos para inducirlos a desarrollar una respuesta
vascular.

Por otra parte, para estudiar si los linfocitos
liberan factores solubles con actividad angiogénica,
ensayamos la reaccidn de SLIA con sobrenadantes de cultivo
de células esplénicas aisladas desde ratones portadores de
tumor S13 y comprobamos que estos sobrenadantes son capaces
de inducir una respuesta neovascular cuando se los
transfiere a ratones normales singeneicos.
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Al estudiar el efecto del carrageenan sobre 1la
reaccidon de  SLIA, comprobamos que la deplecidn de
macrofagos inhibe completamente el desarrollo de una
respuesta angiogénica. Esto nos indicé que los macréfagos
actuan como mediadores del mecanismo de SLIA.

Dado gque los macrdofagos activados liberan PGs vy
gue estas tienen actividad angiogénica, nos propusimos
estudiar si las PGs estan involucradas en la reaccidon de
SLIA; para ello inhibimos 1la sintesis de PGs en los
ratones receptores con indometacina. Los resultados de
estos ensayos nos demostraron claramente que la respuesta
vascular depende de 1la liberacidon de PGs desde los
macréfagos, dado que el tratamiento con indometacina inhibe
completamente la formacidn de nuevos capilares.

Desde nuestros resultados se desprende que 1los
linfocitos activados por la portacidn de un tumor liberan
linfoquinas con actividad angiogénica. Estas linfoquinas
inician una cascada de eventos que desembocan en la
aparicién de la respuesta ncovascular.
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3. Modelo propuesto para explicar las interacciones
entre  los__ distintos moduladores de la
reSpuesta angl genlca.
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