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células de endotelio vascular
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factor de crecimiento fibroblástico
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factor de crecimiento

factor crecimiento aislado de tejidos del ojo
factor crecimiento de células endoteliales
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EGP : factor de crecimiento epidérmico

TGF : factor de crecimiento transformante

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

TAF : factor angiogénico tumoral

ESAF : factor estimulante de células endoteliales

NGF : factor de crecimiento nervioso

IL : interleuquina
IFN : interferón

PA : activador de plasminógeno

PG : prostaglandina

MEC z matriz extracelular

BDP z banda densa periférica

SCS : sobrenadante de células esplénicas

En este trabajo, los términos tumor y neoplasia
fueron utilizados como sinónimos de malignidad en el
sentido de una formación celular invasiva y metastatizante.
El término transformación se empleó para designar el
proceso por el cual las células han adquirido todas las
características asociadas con la malignidad.



INDICE

CAPITULO I: ANGIOGENESIS

l. Introducción

2. Objetivos y desarrollo del trabajo de Tesis
3. Sistema microvascular

4. El proceso angiogénico

5. Bibliografía

CAPITULO II: MODULADORESDE LA ANGIOGENESIS

l. Inductores de la actividad angiogénica

2. Inhibidores de la angiogenesis

3. Bibliografia

CAPITULO III: ANGIOGENESIS NORMAL

l. Angiogénesis en tejidos normales

2. Angiogénesis en tejidos en regeneración

3. Bibliografía

CAPITULO IV : ANGIOGENESIS TUMORAL

l. Fases avascular y vascular del crecimiento
tumoral.

2. El sistema vascular de los tumores.

3. Aportes experimentales del presente trabajo
de Tesis al estudio de la angiogenesis
tumoral: actividad angiogénica en tumores

-primarios y sus metastásis.

4. Bibliografía

24

32

43

46

69

73

91

93

94

97

99

101

103

107

124



CAPITULO V: AEGIOGENESIS INDUCIDA POR COMPONENTES

5.

DEL SISTEMA INMUNE

Angiogénesis inducida por macrófagos

Angiogénesis inducida por mastocitos

Angiogénesis inducida por linfocitos

Aportes experimentales del presente trabajo
de Tesis al estudio de la angiogenesis
inducida por linfocitos.
Bibliografia

CAPITULO VI z DISCUSION

El proceso angiogénico

Aportes del presente trabajo de Tesis al
estudio de la angiogénesis.

Modelo propuesto para explicar las
interacciones entre los distintos moduladores
de la respuesta anqioqenica.

Bibliografía.

126

129

130

133

135

166

171

178

184

185



CAPITULO I

ANGIOGENESIS



INDICE

l. Introducción.

1.1. Perspectiva histórica.

1.2. Procesos normales y patológicos queinvolucran angioqenesis.

Objetivos y desarrollo del trabajo de Tesis.
2.1. Angiogénesis tumoral.

2.2. Angiogénesis inducida por linfocitos.

2.3. Actividad angiogénica en sobrenadantes decultivo de linfocitos.
2.4. Mecanismo de SLIA.

Sistema microvascular.

3.1. Origen de los vasos sanguíneos.

3.2. La estructura de la red capilar.
3.2.1. Arteriolas.

Capilares.
3.2.2.1. Estructura de la

capilar.
pared

3.2.2.2. Histofisioloqía del inter­
cambio a través de la
pared capilar.

3.2.3. Sinusoides.

3.2.4. Vénulas.

3.2.5. Vasoscolaterales.

10

10

ll

12

14

15

15



3.3. Aspectos estructurales y funcionales delendotelio

3.3.1. Ultraestructura de 1a superficiecelular.

3.3.2. Citoesqueleto de 1a célulaendotelial.
3.3.3. Membranabasal.

3.3.4. Actividades metabólicas.

3.3.5. Actividad sintética.

3.3.6. Antígenos de superficie de lascélulas endoteliales.
3.3.7. Marcadoresde células endoteliales.

4. El proceso angiogénico.
4.1.

4.2

Desarrollo secuencial de los capilares
frente a un estímulo angiogénico.

Sistemas empleados estudiar la
angiogenesis.

para

4.2.1. Cámarastransparentes.
Membrana coriolantoidea de embrión
de pollo

Implantación de muestras en córneas.
Polímeros de liberación lenta.

con células endoteliales.Ensayos

para la detección de angio­
inducida por linfocitos.

Ensayos
qenesis

5. Bibliografia.

16

16

17

18

20

21

21

24

24

25

26

29

30

31

32



l. INTRODUCCION

1.1 Perspectiva histórica

Durante más de cien años los patólogos observaron
que los tumores estaban irrigados por una rica red de vasos
sanguíneos. Las primeras descripciones de la red vascular
asociada con los tejidos tumorales fueron realizadas por
Virchow en 1881. En 1907, Goldman sugirió: "en los
tumores, el! ímpetu que dá lugar a la proliferación de losvasos sanguineos emanadesde la celula invasora" (1).

Años más tarde Algire y Chalkley observaron que el
crecimiento de nuevos vasos sanguíneos en un tumor
transplantado se produce desde los tejidos del huesped que
rodean al implanto y denominaron a este proceso
"angiogénesis tumoral" (2).

t Trabajos posteriores demostraron que la
angiogenesis tumoral esta mediada por factores solubles
liberados desde las celulas neoplásicas (3-6).

1.2 Procesos normales y patológicos que involucran
angiogenesis

Los procesos angioqénicos se producen desde los
primeros momentos de la vida del embrión. La formación de
la placenta requiere una activa proliferación vascular y
durante el desarrollo embrionario el crecimiento continuo
del lecho vascular implica no sólo el alargamiento de los
vasos sanguíneos sino también un complejo proceso de
remodelación (7).

Existe una amplia gama de procesos normales en los
que está involucrada la angiogénesis. Entre los más
notables se encuentran la maduracion del cuerpo luteo, los
procesos inflamatorios, la reparacion tisular en las
heridas y las reacciones de hipersensibilidad retardada
(8-10).

Una gran variedad de tejidos normales producen
factores angiogénicos. Entre ellos podemos citar aqui:
tiroides, retina, glándulas salivales, riñón, y tejido
linfático (11-15).



La angiogénesis en condiciones patológicas se
observa en tumores, respuestas inflamatorias crónicas,
formacion de queloides, procesos de neovascularización
ocular y psoriasis (16).

t Cualquiera ¡sea el estimulo disparador del procesoangiogenico, las celulas del sistema inmune participan
activamente en el desarrollo de la respuesta vascular. Se
ha demostrado que factores solubles liberados desde
linfocitos, macrófagos, mastocitos y neutrófilos 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 regulación autócrina del
crecimiento de las células endoteliales, mediada por la
liberación de factores solubles que promuevenel desarrollo
vascular (21).



2. OBJETIVOS Y DESARROLLO DEL TRABAJO DE TESIS

2.1 Angiogénesis tumoral

La vascularización en un tumor no sólo facilita su
desarrollo sino que ademasacelera la diseminacion celular
hacia zonas distantes (metastasis).

Para establecer si existe una correlación entre la
incidencia metastásica de un tumor y su capacidad
angiogénica, se realizaron estudios en un modelo murino.
En nuestro laboratorio contamos con un adenocarcinoma
mamario murino en cepa BALB/c con mediana capacidad
metastásica en pulmón (M3), desde el cual el Dr. Colombo
obt1vo una variante experimental con alta incidencia de
metástasis pulmonares (MM3),por transplantes sucesivos
s.c. de las metástasis en ratones singeneicos (22).

En principio se empleó una técnica sencilla para
determinar actividad angiogenica en el tumor primario y en
las metastasis pulmonaresrespectivas.

A continuación se aisló la fracción responsable de
dicha actividad, tanto desde extractos tumorales comodesde
celulas mantenidas en cultivo.

Por otro lado se desarrolló 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 metastásica (MM3)induce mayor proliferación de
células endoteliales que el tumor con mediana capacidad
metastásica (M3).

2.2 Angiogénesis inducida por linfocitos

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



Dado que en este tipo de respuesta neovascular es
bastante comúnhallar una masiva infiltración linfocitaria,
se estudiaron los linfocitos de ratones singeneicos
portadores de tumor para determinar si estos intervienen en
la inducción de respuesta angiogénica.

En los estudios realizados in vivo en ratones
BALB/cdemostramos que los linfocitos estimulados por la
presencia de un tumor producen 'una reacción
vasoproliferativa cuando se inoculan intradérmicamente en
la piel de ratones normales singeneicos; llamamos a esta
reacción angiogénesis inducida por linfocitos singeneicos
(SLIA).

A continuación estudiamos la reacción de SLIA en
los tumores M3y MM3para determinar si existen diferencias
en 1a respuesta angiogénica inducida por linfocitos
estimulados por tumores con distinta capacidad metastásica.

2.3 Actividad angiogénica en sobrenadantes de cultivode 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 inoculación 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 suposición demostraron que los
sobrenadantes de cultivo de células esplénicas de
portadores de tumor contienen factores solubles capaces de
inducir angiogénesis. Estos resultados sugieren que algún
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 1a actividad exacerbadora del crecimiento tumoral como
en la inducción de actividad angiogénica.



2.4 Mecanismo de SLIA

La angiogénesis inducida por linfocitos es
resultado final de una cascada de eventos que comienzan con
la activación de los linfocitos ante la presencia de un
tumor. Para comprender cuál es el mecanismo que lleva a la
aparición de una respuesta neovascular se estudió en primer
lugar si la activación de los linfocitos se debe a la
liberación de factores solubles desde las células tumorales
o bien si se produce por componentes de la membrana de la
célula tumoral. A continuación se realizaron distintos
estudios con el fin de caracterizar la población de células
esplénicas responsables de inducir angiogénesis.

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

En base a estos datos se quiso saber si, los
macrófagos intervienen en el SLIAy si lo hacen a traves de
la liberación de PGs.

Para realizar estos experimentos probamos:

l- el efecto de la eliminación de los macrófagos
2- el efecto de la inhibición 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 sanguíneos

Durante la embriogénesis el desarrollo del
endotelio vascular está fuertemente relacionado con la
aparición de las células hematopoyéticas. Los primeros
precursores de las células sanguíneas se encuentran en
sitios extraembrionarios formando pequeños grupos o
islotes, localizados en el mesodermoesplácnico del saco
vitelino. En estos islotes las células periféricas se
alargan y adelgazan, adoptando una morfología similar a la
de las células endoteliales, mientras que las células
centrales dan origen a las células hematopoyéticas. Los
islotes sanguíneos primitivos se fusionan mediante
anastomosis estableciendo asi los primeros plexos capilares
(23).

Después que el plexo capilar original se ha
formado, el sistema vascular se extiende por brotación,
crecimiento y migracion del endotelio. El desarrollo de
caminos vasculares mayores ocurre predominantemente a
traves de un proceso de alargamiento y diferenciacion de
los capilares en arterias y venas. Los factores que
influyen sobre este proceso son: herencia, patrones de
crecimiento de las células del parénquima, concentración
de metabolitos y fuerzas fisiras tales como el VOIUmende
sangre, su relación de flujo y su presión.

3.2 La estructura de la red capilar

Visualizados los capilares por Malpighi en 1661,
se tuvo de ellos una descripción simple: las arteriolas
más pequeñas terminaban en un pincel de 4 ó 5 capilares que
luego volvían a reunirse en una vénula.

En 1944 Chambers y Zweibach demuestran la
complejidad de la red capilar y crean una entidad anatómica
a la que llaman "unidad circulatoria“, constituida por:
arteriola, vénula, 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 mismocanal. La unidad se
completa con el tejido conjuntivo y los capilares
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linfáticos. A todos ellos les une un origen embriológico
comun,pues la celula primitiva es a la vez histioblásticay angioblastica.

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

3.2.1. Arteriolas

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

Las células endoteliales son delgadas y forman una
lamina continua asentada sobre una membrana basal con
ocasionales haces de fibrillas colagenas.

3.2.2. Capilares
El endotelio, componenteprincipal de la pared del

capilar, es la capa activa comuna todas las partes del
sistema vascular.

Las células endoteliales son alargadas en la
dirección del eje de los capilares y sus extremos, son
aquzados. En los capilares más pequeños, una sola celula
endotelial puede rodear toda la circunferencia del vaso,
mientras que en los capilares de tamaño mediano 2 o 3
células se extienden alrededor de la luz.

El calibre de los capilares varia en los distintos
órganos dentro de limites relativamente estrechos y esta enrelación con el tamañode los eritrocitos.
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' El microscopio electrónico ha demostrado que las
celulas endoteliales se hallan en estrecha aposición,
contactando unas con otras gracias a la presencia de
desmosomas.

La lámina basal asegura la cohesión y aporta a los
capilares su resistencia mecánica, jugando un rol muy
importante comofiltro. Está constituida por dos láminas,
una de ellas próxima al tejido conectivo (lámina densa) y
otra en íntima relación con la membranacelular de las
células endoteliales.

¡Por regla general los capilares van acompañados
por macrofagos fijos y células mesenquimáticas
indiferenciadas y algunas células nerviosas dispersas. Se
han descripto también otras células en muy estrecha
asociación con el endotelio, a las que se llamó pericitos y
que se encuentran englobadas por la membrana basal del
capilar. Si bien la función de los pericitos no ha sido
completamente determinada, estudios recientes sugieren que

a 1 . Iestas celulas podrian actuar en la regulac1on del
crecimiento del endotelio capilar (25).

3.2.2.1. Estructura de la pared capilar
Se describen tres tipos de capilares: continuos,

n Idiscontinuos y fenestrados.
Capilares continuos: El endotelio se presenta en

forma ininterrumpida, con una lámina basal continua. Las
células se hallan engrosadas en la región del núcleo, pero
pueden ser muy delgadas en otras zonas. Uno de los rasgos
más evidentes y característicos es la presencia de gran
cantidad de vesículas intracitoplasmáticas que parecen
originarse en un gran númerode invaginaciones saculares
(caveolas) de la membranaplasmática, que se abren ya sea
en la superficie basal o en la superficie de la luz de lascélulas 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 1a
luz capilar, en un estrecho pliegue o estructura a modode
solapa que sobresale dentro de la luz capilar.
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Este tipo de capilares se encuentra en el músculo
a í - I n s uliso, esqueletico y cardiaco y en diversos tejidos.

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

La membrana basal continúa a través de las
fenestraciones, en la parte externa del capilar. Las zonas
fenestradas sólo constituyen una parte de la circunferencia
del vaso. Las uniones de las células se hallan
generalmente en las zonas más 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 tamaño,
cantidad y distribucion.

l Estos capilares se hallan en glomérulos renales,glandulas endocrinas, vellosidades intestinales, etc.
Capilares discontinuos: Presentan grandes

orificios de hasta 2.nm de diámetro, que permiten el paso
de grandes moléculas y aún de eritrocitos; carecen de
pericitos. Se encuentran en médula ósea y en hígado.

3.2.2.2. Histofisiología del intercambio a través de la
pared capilar.
El sistema vascular lleva las substancias

nutritivas, las hormonasy los metabolitos gaseosos que son
necesarios para las células y recoge de ellas los productos
primarios y secundarios de su metabolismo para su
distribución o excreción. De ahi que el mecanismo del
intercambio de substancias a través de las paredes
capilares (permeabilidad capilar) constituye uno de los
camposde estudio fisiológico más 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 vesículas, situadas junto a la
superficie endotelial y en el interior del endotelio,
constituyen una forma submicroscópica 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 la
existencia de vesículas libres dentro del citoplasma, que
transfieren material de la superficie luminal a la
superficie abluminal de la célula endotelial. Sin embargo,
a pesar de la aparente separación entre las vesículas,
estas constituyen en realidad elementos de un sistema de
invaqinación permanente de la membrana de la célula
endotelial (26).

Los estudios histoquímicos con peroxidasa como
enzima marcadora han confirmado la rápida absorción y
transporte transendotelial por las vesículas de
micropinocitosis.

En los capilares fenestrados el intercambio se vé
facilitado por la presencia de las fenestraciones, aún
cuando ellas estén cerradas por un delgado diafragma. En
estos capilares, el intercambio de macromoléculashidrofí­
licas entre el fluido intersticial y el plasma sanguíneo se
realiza a través de las fenestraciones (que poseen un solo
diafragma), de canales transendoteliales (con dos
diafragmas) y de las vesículas intracitoplasmáticas. Estas
estructuras presentan variaciones en númeroen los distin­
tos órganos, lo que explicaría 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, los vasos tienen forma de horqu1lla o asa,
ordenadas paralelamente unas a otras; su pared es
simplemente una capa de células endoteliales continuas que
se han fenestrado en la proximidad venular.

Además de los capilares en ansa, se encuentran en
la piel los glomus, formaciones epitelioides apelotonadas y
aisladas por una cápsula dentro de la cual se hallan las
vénulas aferentes, circunvoluciones de las arteriolas
preglómicas con paredes gruesas formadas por mieloblastos o
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células mioepiteliales y un tejido conjuntivo rico en
histiocitos. La función de los glomuses intervenir en la
regulaCion de la temperatura cutanea y corporal.

Otro ejemplo interesante lo constituyen los
capilares del pulmón, en los que el endotelio se encuentra
casi en directo contacto con el epitelio respiratorio, ya
que posee sólo una fina trama de fibras conectivas y
elásticas, Jacilitando asi el intercambio gaseoso.

3.2.3. Sinusoides

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

Los Sinusoides son característicos de la
. . a t a a ,Circulacnon del higado, bazo, medula osea y Ciertas

glandulas endocrinas, comosuprarrenal e hipofisis.
Podemosdiferenciar:

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

Sinusoides fenestrados: no hay brechas
intercelulares, la lámina 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 composición del liquido en el
espacio perivascular es esencialmente la mismaque en el
plasma.
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3.2.4. Vénulas

Cuando varios capilares se unen, forma primero un
tubo de aproximadamente 2me de diámetro, constituido por
una capa de endotelio rodeada de una delgada capa de fibras
colágenas 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 más próxima entre si.

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

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

Hay razones para creer que no todo el intercambio
se realiza en los capilares. Al parecer, en este proceso
actúan también las vénulas, siendo particularmente
importante su intervencion en los cambios que acompañan la
inflamacion. Aparentemente existe un gradiente de
filtración desde el lado 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 comovasos colaterales aquellos
vasos que actúan como rutas de aporte sanguíneo a un tejido
u órgano en respuesta a una injuria del sistema vascular.

Estas rutas alternativas se formanpor dilatación
de canales preexistentes o por neovascularizacion desde
vasos colaterales.

Se ha sugerido que las fuerzas mecánicas que
actúan sobre el endotelio proveen un estimulo para la
formación de nuevos vasos. La separación fisica de las
células endoteliales por vasodilatación puede sacarlas del
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estado de inhibición por contacto, permitiendo que las
celulas normales quiescentes comiencena proliferar. Por
otro lado participan factores bioquímicos liberados en la
zona de la injuria, tales comoproductos de metabolismo
anaerobio y factores angiogénicos.

l La neovascularización asociada con retinopatía
dial tica, reparación tisular de heridas y crecimiento
tumcral, está siempre precedida por el desarrollo de un
tejido pobremente perfundido. Tambiénse han identificado
factores mitogénicos para células endoteliales en los
extractos de músculo cardiado isquémico. Estos tejidos
contienen mitógenos que estimulan la proliferación de
células endoteliales in vitro, ademásde angiogénesis in
vivo (28, 29).

3.3 Aspectos estructurales y funcionales del endotelio

Hasta el año 1970 aproximadamente, se pensó que
las células endoteliales constituían una población
prácticamente 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
investigación ultraestructural se centró casi con
exclusividad en encontrar una correlación entre la
morfología celular y la permeabilidad vascular.

La introducción del cultivo de células
endoteliales (30, 31), permitió el análisis de la biología
de la célula endotelial en forma específica; se realizaron
estudios sobre demandasmetabólicas, actividades sintéticas
y reacciones celulares frente a condiciones ambientales
definidas (32-34).

3.3.1. Ultraestructura de la superficie celular

La superficie apical de la célula endotelial
incrementa su área a través de varios niveles de
organización: proyecciones endoteliales, caveolas y
glicocálix.

Las proyecciones endoteliales tienen dos
funciones, por un lado incrementan el area superf1C1al y
por el otro limitan el acceso de celulas sanguineas a 1a
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superficie, permitiendo asi 1a existencia de una capa de
plasma libre de células, en la que se encuentran los
sustratos que percolan sobre las enzimas asociadas a la
superficie de la célula endotelial.

Las caveolas son pequeñas depresiones de la
membranacelular, en donde se encuentran distintas enzimas;
actuan creando un microambiente apto para el procesamientode los sustratos circulantes.

El glicocálix está involucrado en interacciones
con proteínas plasmáticas y, bajo ciertas condiciones, con
células sanguíneas. Actúa como un filtro molecular,
controlando el acceso de los sustratos; además regula la
interacción de la célula con su ambiente, enmascarando
receptores latentes sobre 1a superficie de 1a célulaendotelial.

3.3.2. Citoesqueleto de la célula endotelial

Los elementos más importantes del citoesqueleto
son: microfilamentos, microbúbulos y filamentos
intermediarios. Estas proteínas fibrosas constituyen un
sistema altamente dinámico, regulado por proteínas
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 bioquímica, propiedades inmunológicas y
función (35).

Microfilamentos de actina: se los conoce en general como
"fibras de stress" ya que se les atribuye función
contráctil en condiciones de esfuerzo mecánico; proveen la
fuerza de contracción para 1a migración (36).

En algunos sistemas los microfilamentos no parecen
ser necesarios para la locomocion y se hacen aun mas
prominentes cuando las celulas estan adheridas al substrato
(37).

Los microfilamentos de actina están localizados en
la periferia celular y también dentro de la célula. Los
estudios de tinción in situ con inmunofluorescencia han
mostrado que contienen miosina, alfa-actinina y F-actina.
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Microtúbulos y centrosomas: las células endoteliales
contienen centrosomas formados por centriolos apareados
alrededor de los cuales aparece un material amorfo. El
centrosoma actúa como centro de organización de los
microtubulos, los que emanandesde 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 celulas
endoteliales. Por ejemplo los anticuerpos anti-filamentos
intermediarios inyectados en fibroblastos, inducen el
arrollamiento de los filamentds alrededor del núcleo, pero
no alteran la morfología celular ni la locomoción. (38).

3.3.3. Membranabasal

La membrana basal de las células endoteliales
tiene una composición compleja con variaciones en los
diferentes órganos, lo que explica la diversidad de
reacciones inmunológicas de la misma.

El desarrollo reciente de técnicas para mantener
células endoteliales en cultivo brindó la posibilidad de
investigar la producción de membranabasal bajo condicionescontroladas.

Al microscopio óptico la membranabasal aparece
como una zona PAS positiva de gran espesor y facilmente
visible. Cuandose la observa con microscopio electrónico
la morfología cambia: la densidad no es homogenea y se
diferencian dos zonas: 1a lamina rara, en contacto con las
células y la lámina densa, de mayor espesor y en contacto
con una zona de fibras reticulares.

En la composición de la membranabasal intervienen
glicoproteinas colágenas (colágenos tipo IV y V),
glicoproteinas no colágenas (laminina, fibronectina) y
proteoglicanos (heparán sulfato).

El colágeno tipo IV es específico de membrana
basal y constituye la proteína estructural más importante.
Las células endoteliales sintetizan procolágeno tipo IV y
lo depositan en la lámina densa de la matriz extracelular
(39,40).
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La laminina está localizada en la lámina rara;
tiene estructura en forma de cruz, con un brazo largo y
tres brazos cortos similares entre si, unidos por puentes
disulfuro. Estos brazos están interrumpidos por dominios
globulares y en sus extremos hay también dominios
globulares, con distinta sensibilidad al tratamiento
enzimático con proteasas. Se ha demostrado que 1a laminina
interviene en la unión de las células endoteliales con el
substrato de colágeno, a través de los dominios globulares
de los brazos cortos. La interacción con la célula es
altamente específica e involucra a una proteína de PM
70.Q00 situada en la membranaplasmática. Un sitio de
union al heparán sulfato se encuentra en el dominio
globular terminal del brazo largo, pero además existen
otros sitios de unión de menor afinidad en otras zonas de
la molecula. Las propiedades de la laminina sugieren que
actuaria como molécula mediadora en la unión entre las
celulas y los componentes de la membranabasal (41,42).

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

El heparán sulfato se encuentra en la lámina rara,
pero cercana a 1a lámina densa; es responsable de los
sitios aniónicos de la membranabasal, 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 pulmón y en la pared de los
grandes vasos, donde actúa como componente dinámico
importante de la elasticidad tisular. En las arterias, por
ejemplo, la lámina elástica interna es adyacente a la
membrana basal del endotelio, formando un puente común
entre las células endoteliales de la intima y las células
musculares de la media. No se sabe aún con seguridad si la
lámina media se origina desde las células endoteliales o
desde las células musculares o bien desde ambas. La
producción de elastina por las células endoteliales en
presencia de medio condicionado por células de músculo
liso, favorece la idea de una regulación a través de
mediadores solubles, que actuaría tanto en la formación de
la pared vascular comoen la reparación de injurias (43).
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La membranabasal brinda una estructura de sostén
y anclaje para las células endoteliales. En el riñón actúa
ademas como una barrera de filtración, ya que retiene las
moleculas de alto peso molecular; esta función depende
tanto de la porosidad de la membranacomo de la carga
electrica (dada por los sitios aniónicos). La membrana
basal de las células endoteliales actúa además comoreserva
de factores de crecimiento con actividad angiogénica, esta
propiedad es de gran importancia en los procesos de
neovascularización (44).

3.3.4. Actividades metabólicas

Las células endoteliales son capaces de inactivar
varias susta cias humorales, tales como adenosina y
norepinefrinaï Además poseen la enzima convertidora de
angiotensina “enla superficie apical; esta enzima degrada
la bradiquinina (vasodilatadora) en productos inactivos y
convierte la angiotensina I en angiotensina II, que se
libera directamente a la circulación ejerciendo un efecto
marcadamente hipertensivo; asi el endotelio juega un rol
importante en la regulación de la presión sanguínea
(45,46).

Las angiotensinas II y III son producidas en la
superficie de la célula endotelial y actúan 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 (PGIZ) y 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 la celula
endotelial provoca una amplificación de la liberacion de
PGIZ. Por lo tanto dependiendo del tipo de interacción con
las células endoteliales, la bradiquinina afecta el tono
vascular y el flujo sanguíneo (48).
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En los pulmonesel endotelio facilita la excreción
de C91. Las células endoteliales poseen la enzina anhidrasa
carbonica, que ayuda a mantener el pH sanguíneo controlando
el equilibrio entre bicarbonatos y C02plasmáticos.

3.3.5 Actividad sintética

Las células endoteliales sintetizan glicoproteinas
de la membranabasal: colágeno, laminina y fibronectina.

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

Los GAGs son componentes esenciales del
glicocálix. Dado que éste se encuentra en la superficie
apical y ademáscubre la superficie basal del endotelio, la
variación en la concentración de ácido hialurónico que
contiene, podria ser responsable de las variaciones en la
adhesión de las células endoteliales a su substrato (49).

El heparán sulfato, otro constituyente del
glicocálix, actúa como agente bloqueante de la
proliferación de células musculares, impidiendo 1a invasión
de células de 1a túnica media en la capa intima en
condiciones normales.

El factor de von Willebrand y el antígeno
relacionado al factor VIII (FVIII-RAg)son glicoproteinas
sintetizadas por las células endoteliales que formanparte
también del glicocálix.

3.3.6. Antigenos de superficie de las células
endoteliales

Cuando se comparan las células de endotelio
capilar de órganos diferentes, se observa que éstas no son
similares entre si. Se ha demostrado que las células
endoteliales expresan antígenos en su superficie,
especificos del órgano en el que se encuentran (50).
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Las células del endotelio vascular (VEC) son
notablemente inmunogénicas y expresan antígenos únicos.
Son capaces de actuar comopresentadoras de antígenos, de
manera similar a los monocitos de sangre periférica. Se
demostro que las células endoteliales y los monocitos
presentan un antígeno no HLAque puede funcionar como
inmunogenopotente en el transplante de órganos.

Los estudios sobre rechazo de injertos demostraron
que los anticuerpos pre-formados contra el sistema
antigénico VEC-monocitodel donante producen el rechazo del
órgano transplantado aún en combinaciones HLA idénticas,
sin embargo los anticuerpos dirigidos contra los monocitos
del donante (antígenos específicos de monocito) parecen no
tener efecto (Sl).

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

3.3.7. Marcadoresde células endoteliales

El criterio empleado en la identificación de
células endoteliales se caracterizó por la búsqueda de
aspectos morfológicos y fisiológicos únicos, tales comolos
cuerpos de Weibel-Palade, la presencia de enzima
convertidora de angiotensina y la capacidad de sintetizar
el factor VIII anti-hemofílico (FVIII) (53).

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

En base a estos resultados se recomendó el uso de
lectinas derivadas de Ulex europeans ( UBA I) como
marcadores sensibles para células endoteliales humanas,
especialmente para el estudio del endotelio capilar. sin
embargo, las lectinas no son específicas cuando se emplean
como marcador en material no humano (55).
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El desarrollo de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra epitopes localizados en antígenos
específicos de células endoteliales permitió 1a detección
de estas células con gran definición y exactitud (56).
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4. El proceso angiogénico

4.1 Desarrollo secuencial de los capilares frente a un
estimulo angiogénico.
Los estudios sobre neovascularización 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 pequeñas (vénulas) o bien desde otros
capilares, los vasos mayores en los que existen células
musculares lisas, generalmente no dan origen a nuevos
capilares.

l. Unode los eventos iniciales es la degradación
local de la membrana basal en el lado venoso cercano alestimulo angiogénico (57). Las células endoteliales
estimuladas por substancias angiogénicas segregan altas
concentraciones de colagenasa y activador de plasmimógeno
(57, 58). Esto sugiere que la degradación local de la
membranabasal es llevada a cabo directamente por las
celulas endoteliales, una vez que éstas reciben el estimulo
angiogenico.

2. A través de la zona de degradación de la
membranabasal, 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 observo tanto in vivo comoin vitro (59).

4. A continuación se forma el lúmen. En muchos
ejemplos de angiogénesis post-embrionaria, el lúmen parece
originarse en una curvatura que se desarrolla en la célula
endotelial, comosi el citoesqueleto en si mismose hubiera
reordenado para formar dicha curvatura (60). Sin embargo,
en el desarrollo embrionario temprano, la formación del
lúmen se produce a través de la aparición de una vacuola enla célula endotelial.

5. Comienzana dividirse las células ubicadas en
la parte media del borde vascular. Las celulas apicales
continuan 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
orígen a brotes adicionales. No se conoce el proceso por
el cual los brotes se reconocen entre si. Los loops
continúan su desarrollo dirigiéndose hacia la zona en la
que se encuentra el estímulo angiogénico.

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

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

9. Se sintetiza la membranabasal.

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

Los estudios realizados in vivo e in Vitro parecen
indicar que la célula endotelial expresa un programa
definido para generar redes vasculares. Los eventos son
los mismos, independientemente de que el estimulo
desencadenante provenga de un agente inflamatorio, de un
estímulo inmunológico o de un tumor (63).

4.2 Sistemas empleados para estudiar 1a angiogénesis.

4.2.1. Cámarastransparentes

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

El primer modelo de cámaras fue diseñado por
Sandison y Clark para el estudio dinamico de 1a
inflamación. Las cámaras se insertaron en la oreja de
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conejos, observándose la aparición de nuevos vasos
sanguineos' en respuesta a la herida causada por la
implantac1on de la camara (64, 65).

Algire y Chalkley modificaron la cámara de
Sandison-Clark para insertarla en el dorso de ratones; con
este sistema fue posible estudiar la vascularización de
tumores murinos. Se observó que la respuesta vascular
provocada por el implanto tumoral era más intensa que la
vascularización inducida por un estimulo inflamatorio.
Estos estudios llamaron la atención sobre el fenómeno de
neovascularización tumoral y sin duda establecieron que los
tumores incitan dicha respuesta. Sin embargoel sistema
empleadoadoleció a ciertas limitaciones importantes. En
primer lugar no fue posible obtener una descripción
morfológica de alta resolución debido a que la cámara era
pequeña y sólo pudo implantarse en un espacio limitado. En
segundo lugar con este sistema sólo pudieron estudiar
tumores transplantables para que no se produjera el rechazo
del implanto (66, 67).

En 1964 Sanders y Shubik diseñaron una nueva
versión de la cámara transparente para implantarla en la
bolsa de la boca del hámster Sirio. Este sistema brindó un
sitio privilegiado inmunológicamente en el cual pudieron
implantarse tumores de distintas especies sin que se
produjera rechazo (68).

Por último Greenblat y Shubik usaron una cámara
similar a la anterior y demostraron la proliferación de
capilares sanguíneos inducida por un tumor separado del
lecho vascular del huéSped por un filtro que impedía el
contacto directo entre el tejido normal y el implanto

.tumoral (69).

4.2.2. Membranacoriolantoidea de embrión de pollo

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

Para exponer la MCAes necesario crear una falsa
cámara de aire entre esta y la membranalucida. Luego se
efectúa una pequeña abertura en la cascara con ayuda de un
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torno y se coloca sobre la MCA un trozo de filtro
(Millipore, 0.22 ¡um) con la fracción a testear. Las
fracciones de tumor implantadas en'el día 9 inducen una
respuesta vascular entre las 48 y 72 horas. Esta respuesta
puede ser reconocida comouna proliferación capilar con
aspecto arborescente que converge hacia la zona del
implanto (71).

Los embriones pueden desarrollarse además sin la
cáscara, colocándolos dentro de cápsulas de Petri en estufa
gaseada. Esta técnica permite visualizar continuamente el
desarrollo vascular y brinda además una mayor superficie
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
liberación de pequeñas cantidades de la substancia a
testear (1-50 ¡“9). Unode los vehiculos más empleados es
metilcelulosa al 0,5%. Unmétodoalternativo consiste en
disolver la muestra en 5-10 _pl de agua destilada y
colocarla sobre un cubreobjetos plástico dejándola secar,
para luego implantar sobre la membrana.

La evaluación de la neovascularización se realiza
de tres maneras: por observación estereomicroscópica (16X)
que puede hacerse diariamente de los embriones cultivados
sin la cubierta de la cáscara; por proyección fotográfica,
que permite evaluaciones posteriores y comparación entre
distintas experiencias, y por estudios histológicos (73).

La valoración de la respuesta angiogénica en la
MCAes cualitativa; comúnmente se le asigna un valor
positivo o negativo, o bien se dá una gradación a la
respuesta positiva en función de la intensidad de la
neovascularización (74). Algunos autores emplean la
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 la
vascularización; por ello han sido ampliamenteutilizados
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 riñón y además para determinar la actividad
inhibidora de la angiogénesis en los extractos de humor
vitreo, cartílago y córnea (76-87).

A pesar de las ventajas antes mencionadas, ésta
técnica t ene varias limitaciones, tales como la
subjetiviaad de la evaluación, la dificultad en cuantificar
la respuesta vascular y el problema de diferenciar
vasoproliferación de efectos causados por los mismos
implantos sobre la distribución de los vasos sanguíneos en
la superficie de la MCA. Se demostró que la implantación
de diferentes materiales sobre la MCAprovoca una reacción
inflamatoria con proliferación de fibroblastos y capilares.
La iniciación de esta reacción es independiente de la
naturaleza del material empleado y es causada aún por los
mismos materiales del huevo, tales comopequeños trozos de
cáscara, albúmina coaugulada y vitelo. Incluso los filtros
Millipore pueden inducir proliferación de vasos sanguíneos,
fibroblastos y células ertodérmicas. Esto llevó a concluir
que el estímulo para la proliferación reside en parte en la
misma MCA. Sin embargo, 1a reacción inflamatoria y la
proliferación vascular inespecifica pueden prácticamente
suprimirse embebiendolos filtros con hidrocortisona (0,5
mg/ml) antes de aplicarlos sobre la MCA(88, 89).

El ensayo sobre MCApuede 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 aplicación particular. Los .actores que pueden
influenciar la respuesta y su interpretación incluyen:
edad del embrión, temperatura de incubación, infecciones y
diferencias topográficas del patrón vascular en el sitio de
implantación de la muestra. Los ensayos con extractos y
substancias difusibles son dificiles de evaluar cuando se
compara con estudios de muestras sólidas.

4.2.3. Implantación de muestras en córneas

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



29

Para formar una cámara en la córnea, se efectúa
una incisión superficial a una distancia de aproximadamente
l a 2 mmdel borde del ojo y con una pequeña espátula se
atraviesa la córnea hacia abajo, en esta cámara se coloca
la muestra (90). La implantación de la muestra a una
cierta distancia de los vasos del limbus produce una
separación anatómica que permite la observación secuencialde la neovascularizacion.

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

Los primeros ensayos de neovascularización en
córnea se llevaron a cabo en conejos, pero cuando se
estudió la vascularización inducida por tumores murinos,
este modelo tuvo comodesventaja el rechazo inmunológico
del implanto, una vez que los vasos sanguíneos alcanzaban
al tumor (91). Este problema fue subsanado con el
desarrollo de una técnica para el estudio de la actividad
angiogénica en ratones, que permitió el empleo de cepas
singeneicas evitando asi el rechazo del tumor (92). Más
tarde se desarrolló una técnica similar para el estudio de
la angiogénesis en córnea de rata (93).

4.2.4. Polímeros de liberación lenta.

A partir del desarrollo de técnicas de muestreo en
córnea de animales de experimentación, resultó interesante
substituir los implantos tisulares por extractos libres de
células. El problema era conseguir la liberación lenta del
extracto, de tal forma que se estableciera un gradiente de
concentración adecuado dentro de la córnea. Fue necesario
cubrir dos requerimientos esenciales: el vehiculo debia
ser inerte para no causar por si mismoinflamacion y por
otro lado debia ser capaz de liberar moléculas de alto peso
molecular.

Después del estudio empírico de una gran variedad
de polímeros, se encontraron dos que cubrieron las
condiciones requeridas: poli-(2-hidroximetil—metacr11ato)

a u i ay etilen-v1nil-acetato. Con estos polimeros se mantiene
una tasa de liberación constante de proteinas y otras

l . n l tmacromoleculas a una veloc1dad de microgramos/dia y mas
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recientemente nanogramos/dia. Los implantos tienen un
tamaño pequeño (l mm) y son bien tolerados en la córnea y
otros tejidos, como la MCA(94).

4.2.5. Ensayos con células endoteliales

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

La migración se estudia con la cámara de Boyden,
el ensayo de A1brecht-Buelher y la técnica de gelatina
agarosa. La cámara de Boyden consiste en dos
compartimientos separados por una membranaporosa, 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 membranay migran a través de los poros,
quedando adheridas a la superficie inferior de la misma.
Menosdel 5%de las células endoteliales se despegan desde
esta superficie y por lo tanto el número de células
adheridas a 1a cara inferior de la membrana refleja el
total de células que migró a lo largo de los poros. La
relación entre el número de células que migra y el
gradiente de concentración del extracto a través de la
membrana, provee una medición de la actividad quimiotáctica
de la substancia para las células endoteliales in vitro
(98).

En el elegante sistema diseñado por
Albrecht-Buelher para analizar migración, las células se
plaquean 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 imágenes se determina el perímetro,
diámetro máximo y área total. El patrón de movimientos es
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altamente irregular y por lo tanto un incremento en el
trazado fagocitico se detecta con mayorexactitud teniendoen cuenta el area total.

La técnica de gelatina-agarosa consiste en
preparar placas de Petri con una capa delgada de gelatina
al 1%sobre la cual se coloca agarosa al 1.8% formando una
capa gruesa. En esta última se hacen tres perforaciones
alineadas hasta llegar a la capa de gelatina. Las células
endoteliales se siembran en la perforación central y en las
otras dos se colocan la muestra y el control. En una
cuarta perforación, 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
ningún tratamiento. Después de la incubación, se elimina
la capa de agarosa y se colorean las células; la
cuantificación de la migración se realiza determinando dos
parámetros: distancia alcanzada y númerode células que
han migrado (99).

En el ensayo de proliferación de células
endoteliales frente a extractos de diverso orígen, se
determina el incremento en el número celular, la
incorporación de precursores marcados y el contenido en ADN
(100 —105).

4.2.6. Ensayosgpara la detección de angiogénesis inducida
por linfocitos.
Los ensayos de la angiogénesis inducida por

linfocitos (LIA), se realizan inoculando i.d. linfocitos
inmunocompetentes en ratones alogeneicos o semialogeneicos
previamente irradiados. La respuesta angiogenica se mide 5
dias después, en función del número de divaricaciones
vasculares que rodean al inóculo (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 a1 aumento en la densidad de vasos
de la zona que rodea al inóculo (107). El ensayo de SLIA
será explicado en detalle en el capítulo V.
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l. Inductores de la actividad angiogénica

Í Si bien en un principio se pensó que laangiogenesis era resultado de 1a acción de un factor
soluble sobre un tipo celular especifico (endotelio), hoy
se sabe que en la iniciación del proceso de
neovascularizacion intervienen multiples factores que
actuan en diferentes niveles y desencadenan la
proliferación de los vasos sanguíneos.

En este capítulo haremos mención de los factores
mejor estudiados, dejando en claro que día tras día se

r . . . ' .amplia el conoc1miento de este complejo mecanismo.

1.1. Factores de crecimiento

1.1.1. Características Generales

La regulación del crecimiento celular es un
proceso complejo, que requiere 1a acción coordinada de
diferentes factores, tales comohormonas, elementos del
sistema nervioso central, contacto directo intercelular,
etc. En todos los casos la transferencia de información
hacia la célula está mediada por mensajeros quimicos (l).

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

En general estos factores polipeptídicos inducen
tanto respuestas hipertróficas comohiperplásicas en los
tejidos "blanco". En su mayoría son mitógenos potentes y
estimulan la sintesis de ADNen concentraciones del orden
de nanogramos. '

Según el momento del ciclo celular en el que
actúan han sido agrupados en dos categorías:

1- factores que actúan sobre células quiescentes (Go) y
las estimulan a entrar en un estado de competencia.
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2- factores que actúan sobre células competentes (G1) para
que entren en fase S del ciclo celular y luego enmitosis (2).

Algunos de estos factores cumplen también un rol
en la diferenciación celular. La mayor parte ejerce además
otras funciones no inherentes a la estimulación del
crecimiento celular, actuando comofactores de regulación
en el organismo adulto. Por ejemplo, los anticuerpos
anti-factor de crecimiento nervioso pueden producir atrofia
de neuronas de los sistemas sensorial y simpático (3).

r Mientras algunos GF actúan sobre células
espec1f1cas, otros lo hacen sobre un amplio espectro detipos celulares.

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

Aunque los GF son semejantes a las hormonas por su
mecanismo de acción, raramente se los ha clasificado como
tales. Esencialmente transfieren información 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 duración, evidentes aún cuando ya no se puede
demostrar la interacción ligando-receptor.

Los GF se unen a receptores de 1a superficie de
las células blanco, esta unión es altamente especifica y
selectiva. Después de la formación del complejo
ligando-receptor se estimula el metabolismo anabólico,
activándose algunas funciones celulares tales como el
transporte de glucosa y aminoácidos. Es probable que estos
efectos estén regulados directamente por la interacción con
el receptor (4). Por otra parte los factores de
crecimiento actúan regulando otras funciones celulares a
través de la producción de nucleótidos cíclicos y de la
alteración en los niveles intracelulares de CÉW(5).

Los complejos ligando-receptor se agrupan en áreas
especializadas de la superficie celular que consisten en
pequeñas depresiones recubiertas por clatrina, una proteina
vinculada funcionalmente con el citoesqueleto, que forma
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celdillas pentagonales y hexagonales alrededor de la
excavacion. El complejo es endocitado incorporándose a
ve51cu1as no recubiertas por clatrina, llamadas
receptosomas; estos receptosomas transportan al complejo
ligando-receptor y los transfieren a los lisosomas. Este
proceso se conoce comoendocitosis mediado por receptor y
es empleado por una 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 último caso es necesaria la síntesis de
nuevos receptores para que ocupen la superficie celular.

La internalización del complejo ligando-receptor
juega funciones importantes en 1a acción de los GF, ya sea
a través de la interacción con receptores intracelulares,
del procesamiento del factor o del receptor para generar un
segundo mensajero, de la acción directa del receptor con
organoides intracelulares o de la regulación de la
sensibilidad de 1a célula a la acción de GF por una
disminución del número de receptores en la membrana.

En conclusión los GF, a1 igual que las hormonas,
desencadenan eventos en la superficie celular y requieren
su incorporación y unión a estructuras intracelulares para
ejercer una acción completa (6).

1.1.2. Factores de crecimiento fibroblástico: una
familia de mitógenos para células endoteliales con
afinidad por la heparina.
La estrategia seguida en la purificación de

factores angiogénicos fue la de aislar GF con activ1dadsobre la movilidad y la proliferación de las celulas
endoteliales in vitro, basándose en la idea de que aquellosfactores que estimularan estas funciones celulares debian
ser angiogénicos in vivo.

Un gran avance en la purificación de factores
angiogénicos se produjo al demostrar que muchos poseen una
marcada afinidad por la heparina, lo que permitió el empleo
de columnas de afinidad para purificarlos (7).
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I El análisis de los distintos mitógenos para
celulas endoteliales mediante el estudio de los perfiles de
elución desde columnas de afinidad con heparina,
secuenciacion de aminoacidos, reacciones inmunológicas y
union a receptores celulares específic;s, clarificó la
interrelacion entre estos GF. Ahora se sabe que no existen
tantos factores diferentes como se había pensado en un
primer momento; de hecho muchos pueden Ser incluídos
dentro de 2 clases, aquellos relacionados estructuralmente
con el FGF acidico (FGFa) y los que están relacionados con
el FGFbásico (FGFb). Dentro de cada una de estas dos
clases, los GFson idénticos o bien representan variaciones
de un mismo polipéptido, que se diferencian en su PM
(8-9).

La clase de los FGFa está constituida por
polipéptidos aniónicos que eluyen de columnas de afinidad
de Sefarosa-heparina con 1MClNa; tienen un pI entre 5 y 7
y su PMes de 15 a 19 kDa. Se los aísla desde tejido
neural e incluyen: ECGFaislado de hipotálamo, GF aislado
de ojo tipo II , GF aislado de retina, GF aislado de
astroglía tipo I y GFaislado de médula (lO-12).

La otra clase de mitógenos con afinidad por la
heparina incluye polipéptidos catiónicos que eluyen desde
las columnas de afinidad con 1.5M ClNa, tienen un pI entre
8 y lO y un PM entre 16 y 19 kDa. Son polipéptidos
similares al FGFbque presentan diferencias en cuanto a su
PM. Se distribuyen en forma muyamplia entre distintos
tipos celulares, habiéndose logrado aislarlos desde
cerebro, pituitaria, hipotálamo, ojo, cartílago, riñon,
placenta, cuerpo lúteo, macrófagos, células endoteliales y
algunas células tumorales (13-16).

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

fibroblástico (fibroblast growth factors, FGF)se conoce
desde 1940, cuando se demostró 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 básico (FGFb); se trata de dos proteinas
fuertemente relacionadas, que poseen un rango similar de
actividades biológicas; difieren sin embargoen algunas
propiedades fisicas y químicas y en su distribución en los
tejidos (17-19).

La actividad de los FGFsse identificó en base a
la inducción de la síntesis de DNAen 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 la
acción de los FGFs incluyen fibroblastos, músculo liso
vascular, osteoblastos, condrocitos y células endoteliales.
Ademásson quimiotácticos y poseen actividad neurotrópica
in vitro; son angiogénicos in vivo ya que estimulan la
proliferación de nuevos capilares en córnea de conejo y en
MCA (20).

FGFa: tiene capacidad angiogénica ín vivo, esta
actividad aumenta en un 400%cuando se adiciona heparina.
Al estudiar 1a capacidad del FGFa para actuar en la
reparación de las heridas, se observa que este factor
acelera en forma significativa la velocidad decicatrizacion.

FGFb: comose explicó en el capítulo precedente,
durante el proceso angiogénico, las células endoteliales
son estimuladas a migrar y proliferar, formando a51 una
nueva red de capilares; esta actividad se correlaciona con
tres respuestas de las células endoteliales en cultivo,
frente a la acción de factores angiogénicos: estimulación
de la producción de proteasas (colagenasa y activador de
plasminógeno) aumento en la quimiotaxis y en la velocidad
de proliferación. (21-31)

Se identificaron dos tipos de sitios de unión
celular para el FGFb: uno de alta afinidad y otro de baja
afinidad (27).
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. La unión del FGFbal sitio de alta afinidad es
sen51b1e a variaciones de pH, lo que indica que este sitio
corresponde al receptor celular para el FGFb.

La heparina compite con el FGFbpor la unión al
sitio de baja afinidad, pero no compite por la unión al
sitio de alta afinidad. El heparán sulfato compite
aproximadamente unas 30 veces más que la heparina por la
union al sitio de baja afinidad, mientras que el condroitin
sulfato, el dermatán sulfato y el queratán sulfato no
tienen efecto en la unión al sitio de baja afinidad. Todo
esto sugiere que la unión al sitio de baja afinidad
representa la unión a moléculas tipo heparina asociadas con
la célula. La unión del FGFba los sitios de baja afinidad
actúa comoreservorio de FGFbalrededor de la célula.

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

Aunque el FGFb parece ser entre 30 y 100 veces más
activo que el FGFa, ésta diferencia puede deberse a una
inactivación parcial del FGFa durante el proceso de
purificación. En presencia de heparina, que estabiliza la
conformación del FGFa y disminuye el Kd aparente de unión a
su receptor, la actividad del mitógeno aumenta entre 3 y
100 veces. La heparina tiene poco o ningún efecto sobre la
actividad del FGFb; por lo tanto, en presencia de heparina
ambos FGFs son mitógenos igualmente activos.

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

Los FGFs, e incluso los mitógenos con ellos
relacionados, podrian estar involucrados en varias
patologías proliferativas. Si uno de los FGFo un oncogen
equivalente de estos mitógenos se expresara en forma
anormal en células transformadas, podría inducir 1a



hiperplasia observada a menudoen los tejidos normales que
rodean al tumor, 1a estimulacion autocrina del crecimiento
tumoral y la angiogenesis.

El conocimiento de la secuencia de aminoácidos de
los FGFs permitió clonar el gen del FGFa y el gen del FGFb.
El estudio del gen del FGFbdemostró la presencia de
codones para 155 aminoácidos que codifican para la cadena
polipeptidica de 146 aminoácidos más una extensión
amino-terminal de 9 codones; la secuencia que sigue al
codón de iniciación es muyrica en G-C, lo que indicaria
que corresponde a una zona no codificante. Otra evidencia
que apoya la idea de que el producto de translación
primaria del FGF contiene 155 aminoácidos proviene de la
comparación con las secuencias amino-terminales del FGFa
bovino, el cual tiene una extensión amino-terminal de 15
codones, y un producto de translación primario de 155
aminoácidos. Las extensiones amino-terminales de los 2
factores son altamente homologas, aunque las secuencias de
las regiones no transcriptas divergen completamente. La
estructura de los genes para FGFay FGFbes similar, con
dos intrones localizados en posiciones idénticas. El gen
para FGFa está en el cromosoma humano 5 y el gen para FGFb
está en el cromosoma 4 (29-31).

Cuando se comparan las secuencias de aminoácidos
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 FGFsy la interleuquina 1 (IL-l),
observándose que las regiones homóloqas corresponden a los
sitios activos y que la estructura tridimensional es la
mismapara los dos polipéptidos. Aunquela IL-l tiene
actividad mitogénica sobre fibroblastos, los FGFsno poseen
actividad mitogénica sobre timocitos. Los FGFsy las ILs
constituyen asi un conjunto de GF homólogos, que
posiblemente se originaron por divergencia desde una
proteina ancestral común(32).

Los FGFa y b interactúan con receptores asociados
con la membrana celular, por lo tanto se esperaría que

f ­estos factores fueran proteinas secretadas al medio
extracelular; sin embargo, el estudio de las secuencias
amino-terminales no mostró la existencia de un peptido
señal. El mecanismopor el cual los FGFsdejan la célula
en la que fueron sintetizados es aún desconocido; los
posibles mecanismos de liberación incluyen lisis celular o



transporte a lo largo de la membranaen asociación con un
componente de la matriz extracelular, tal como heparánsulfato.

Debe definirse aún si los FGFs forman algún tipo
de complejo intra o extracelular con el heparán sulfato y
si permanecen asociados con fragmentos de heparán sulfato
después de ser liberados desde la MEC. La liberación de
FGFsasociados con el heparán sulfato, mediante tratamiento
con heparinasa, indica que la actividad heparinasa hallada
en ciertas células tumorales e inflamatorias podría estar
involucrada en la angiogénesis.

1.1.2.2. Factores de crecimiento aislados desde tejidos del
ojo

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

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

Los EDGFs estimulan la proliferación 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
córnea de conejo. Por lo tanto los BDGF podrian jugar
varios roles en la fisiología y patología oculares,
involucrándoselos en funciones tan variadas como control
del desarrollo del cristalino, reparación de daños en la
córnea o neovascularización de la retina; en este último
proceso también intervendría el GF derivado de retina
(RDGF) (36-38).

Tanto el EDGFI como el II se unen a todas las
membranas basales del ojo, incluyendo la membranabasal de
los vasos sanguíneos. Esta unión sólo puede ser desplazada
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cuando se adiciona un exceso de EDGFo bien cuando se
realiza un tratamiento enzimático con heparinasa. Se
propuso que la interacción entre la membranabasal y el
EDGFcontrolaria el movimiento y la actividad de este GF
durante el desarrollo y en los procesos patológicos. Lanaturaleza de esta interacción está relacionada con alta
afinidad del EDGF por la heparina, habiéndose demostrado
que la heparina es capaz de estimular o inhibir la
actividad mitogénica del EDGFII, en función de 1a presencia
o no de suero bovino en el medio de cultivo (39). Asi, la
unión de los GF a 1a membrana basal está mediada por
heparina o por compuestos similares que regulan positiva o
negativamente la actividad mitogénica del EDGF.

Aunque los roles especificos aún no fueron
establecidos con exactitud, se piensa que los EDGFtienen
una función importante en la regulación de la fisiología
normal de la retina; la actividad angiogénica encontrada
en extractos de retina se libera como resultado de la
disrupción de la organización normal del tejido, debido a
una injuria o a una situación patológica.

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 retención en cromatografía líquida en fase reversa de
alta presión (RP-HPLC): tipo alfa (ECGF-x)y tipo beta
(ECGF-P).

La secuenciación de aminoácidos demostró que el
ECGF-Pes el polipéptido precursor del ECGF-d.y además su
estructura es homóloga en un 55% a la del FGFb y homologa
en un 30% a la IL-l. La comparación de las secuencias del
ECGF-(5y del FGFa demostró que el FGFa es la forma des 1-14
del ECGF-fi, sugiriendo que ambos GF son producto de las
condiciones de extracción empleados durante el proceso de
purificación (41).

La unión del ECGF-d.a células endoteliales y
fibroblásticas demostró que éstas poseen receptores
específicos en su superficie. El polipéptido receptor
tiene un PM de 150 kDa; la unión del ligando dispara una
señal mitogénica a través de la activación de una tirosina
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hinasa que fosforila un polipéptido de PM 150 kDa;
involucrado en la transducción de la señal iniciada por el
ECGF (42-43).

La heparina no sólo tiene afinidad por el ECGF,
sino que tambien modula sus actividades biológicas, al
potenciar la actividad mitogénica y la actividadquimiotactica sobre células endoteliales (44-46).

1.1.2.4. Factores de crecimiento aislados de cartílago

El factor de crecimiento aislado de cartílago
(cartilage derived growth factor, CDGF)es un polipéptido
de 19 kDa que estimula la proliferación de células
endoteliales y BALB/c3T3 in vitro y tiene además actividad
quimioatractante sobre células mononucleares yfibroblásticas (47).

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

La rápida estimulación de la angiogénesis por
estos factores se debe al aumento en la velocidad de
proliferación y de migración de las células endoteliales
(48).

1.1.3. Factor de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento epidérmico (epidermal
growth factor, EGP), fue descripto en 1962 como un
polipéptido capaz de estimular 1a apertura precoz de los
párpados y 1a erupción de los dientes en ratones recién
nacidos; años más tarde se reconoció su capacidad de
estimular el crecimiento de varios tipos celulares en
cultivo.

Aunque originalmente se lo aisló desde glándula
submaxilar de ratón y desde orina humana, los estudios de
hibridización in situ demostraron oue el RNAcomplementario
del EGFprobe (lazo) clonado, está presente en una gran
variedad de tejidos (49).
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Este GF está constituido por 35 aminoácidos que
forman una cadena polipeptidica simple, con tres puentesdisulfuro internos (50,51).

El receptor para EGFse encuentra en varios tipos
celulares; es una proteina integral de membranade l70 kDa
con un dominio intracelular con función tirosina-quinasa.
En respuesta a la unión con el EGPel receptor es capaz de
autofosforilarse en los residuos de tirosina. El oncogen
v-erb B codifica para un producto homólogoal receptor para
EGFpero que carece de dominio extracelular; ésta deleción
llevaria a una activación constitutiva del receptor, sin
necesidad de que se produzca la unión con el ligando
(52-54).

El EGF tiene actividad mitOgénica en células
mesenquimáticas y epitelioides; esta actividad está
potenciada fuertemente por la insulina. El tratamiento con
EGFfavorece la diferenciación celular tanto in vivo como
in vitro (55-58).

1.1.4. Factores de crecimiento transformantes

Los factores de crecimiento transformantes
(transforming growth factors, TGPs) son polipéptidos con
capacidad de conferir un fenotipo transformado a célulasnormales. Esta definición llevó al aislamiento de
entidades moleculares que difieren en su composición, en el
tipo de receptor al que se unen y en la respuesta biológica
que inducen (59).

Aunque los TGFs más estudiados son los TGF alfa
(TGF-NJ y TGFB beta (TGF-G ), se han descripto otros
factores transformantes, tales comoel TGF-2que estimula
el crecimiento en agar blando de células BALB/c3T3 y el
factor aislado desde tejido epitelial, que estimula el
crecimiento en agar blando de una línea de carcinoma humano
y posiblemente actúe comoun regulador autócrino (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 y
en gran variedad de células tumorales. Juega un rol
importante en la patogenia neoplásica a través de un
mecanismoregulatorio autócrino (62, 63).

Las secuencias de aminoácidos del TGF-d.y del EGF
poseen un 53%de homologia, con una notable conservación de
los seis residuos de cisteína. La capacidad de ambos
factores de unirse a un mismoreceptor se debería a la
similitud en la conformación de los puentes disulfuro
(64-66). El EGFes la forma adulta del TGF-K_embrionario y
las moléculas tipo-EGP aisladas desde distintas líneas son
en realidad TGF-M. Ambos GF parecen ser mitógenos
igualmente potentes para células endoteliales in vitro.
Sin embargo, cuando se compara la actividad angiogénica in
vivo, se demuestra que el TGPinduce angiogénesis a dosis
menores (0,3-l,0 mg) que el BGF(10 mg). Esta discrepancia
en los resultados puede explicarse suponiendo que el TGF
actúa en forma cooperativa con otros factores en la
inducción de la respuesta angiogénica (67-69).

1.1.4.2. TGF-beta

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

La secuencia de aminoácidos del TGF-pcorresponde a
un dímero cuyas cadenas, de 112 aminoacidos, estan unidas
por dos puentes disulfuro (76).

El gen para TGF-G se transcribe en 2 RNAmde 2.5
kb que están presentes tanto en células normales como en
células transformadas (77-79). Por otro lado se demostro
que un gran número de células en cultivo producen TGF-{By
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-G liberado al medioextracelular por las celulas en cultivo, se encuentra en
una forma inactiva de mayor PM(80-81).

I El TCP-(¿es mitogénico para una gran variedad de
celulas fibroblásticas en cultivo y en algunas este efecto
se produce a través de una interacción con el GF derivado
de plaquetas (platelet derived growtn factor, PDGF) (83,
84).

La adición exógena de TCP-Bmediante inyecciones
s.c. provoca 1a formación de tejido de granulación; esta
respuesta es similar a la que se produce durante el proceso
de reparación y ocurre entre los 2 y 3 dias de inoculado elfactor (85).

Cuando se implanta TGF-pen la córnea de conejos,
se observa el desarrollo de vasos sanguíneos, pero una
caracteristica diferencial de este factor es la aparición
de una zona de opacidad alrededor del implanto. El exámen
histológico muestra engrosamiento del estroma, deposición
de colágeno y aparición de infiltrados mononucleares.

In vitro, sin embargo, el TGF-{3 inhibe el
crecimiento de células endoteliales y antagoniza con el FGF
en su capacidad mitogénica sobre células de endotelio de
aorta y de capilares (87).

La ausencia de una estimulación directa de las
células endoteliales in vitro, junto con la actividad
quimiotáctica para monocitos y con la capacidad de
estimularlos a que secreten factores mitogénicos, sugiere
que 1a actividad angiogénica del TGF-(3 está mediada a
través de la activación del sistema monocito-macrófago.

1.1.5. Factor de crecimiento aislado desde plaquetas
Generalmente los GF difunden en el medio

circundante a través de los espacios intercelulares y
actúan en forma local. El plasma contiene pocos GF y
aquellos que se encuentran en el suero derivan de las
plaquetas y se liberan durante la coagulación. La
presencia de GFen las plaquetas facilita su liberación
hacia la zona en donde se produjo una injuria tisular
(88-89). El factor de crecimiento derivado de plaquetas,
(PDGF)es el mitógeno más importante de los que se



encuentran en el suero; posee _además actividad
quimiotactica sobre fibroblastos y células de músculo liso
(90). Aunqueoriginalmente se lo aisló desde plaquetas, en
donde se almacena en los gránulos alfa, también se demostró
su Sintesis [en células endoteliales de grandes vasos y en
celulas de musculo 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-Z)es codificada por el
protooncogen c-sis cuyo transcripto celular aparece comoun
RMAmde 4.2 kb. Parte del locus genómico c-sis fue
clonado, demostrando la existencia de 7 exones en el
cromosoma 22, que comprenden 23 kb de DNA.

Los receptores para PDGFse encuentran en una gran
variedad de células mesenquimáticas y en las células del
trofoblasto. Su estimulación a través de la unión con el
ligando induce la autofosforilación de una proteina de 185
kDa (94-96).

La producción de PDGFpor parte de las células
endoteliales puede ser modulada por varios factores
exógenos. Ciertos productos que dañan el endotelio, tales
comodosis letales de endotoxina bacteriana y ésteres de
forbol, estimulan la sintesis de PDGF(97). La incubación
de células endoteliales con concentraciones fisiológicas de
alfa-trombina, una proteasa que está presente generalmente
en los sitios de inflamación, produce una estimulación de
la sintesis de PDGF en 24 hs. Por otro lado, la
organización de las células endoteliales en estructuras
tubulares está acompañada por una disminución en la
expresión del RNAmde cadena B del PDGF. La composicióndel substrato también puede influenciar la produccion de
PDGF,el colágeno tipo I disminuye la sintesis de este GF
cuando se lo compara con substratos de fibronectina o
plástico (98).

1.1.6. Factor necrótico tumoral

La estimulación de leucocitos con mitóqenos induce
la secreción de proteinas inmunomoduladoras, llamadas
citoquinas: IL-2, IFNy otros varios factores entre los
que se encuentra el factor necrótico 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) y
endotoxina, por su actividad de inducir necrosis
hemorrágica en sarcomas e inhibición del crecimiento de
células tumorales in vivo e in vitro (99).

Los leucocitos producen al menos dos tipos de
factores citotóxicos; los macrófagos activados liberan
TNF-alfa (TNqu) mientras que los linfocitos liberan
TNF-beta (TNF-fi).

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

In vivo, el TNF-d.induce la formación de capilares
a muybajas dosis. In vitro estimula la quimiotaxis de las
células de endotelio capilar y la formación de estructuras
tubulares cuando se las siembra sobre un substrato de
colágeno tipo I.

En el proceso inflamatorio, el TNF-aípromueve la
reparacion a1 estimular el crecimiento de los vasos
sanguíneos; en los tumores actuaría en dos nive‘es
diferentes: por un lado favoreciendo el crecimiento
neoplasico a traves de la activacion del proceso
angiogénico, mientras que por el otro lado participaría en
la destruccion celular a traves de un efecto citotoxico
sobre las celulas neoplasicas.

La respuesta vascular desencadenada por el TNF-x
esta acompañada por la aparicion de inflamacion cuando se
ensayan dosis altas; sin embargo a dosis menores la
respuesta es solo angiogenica, sin infiltracionleucocitaria.

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

Los tumores sólidos tienen la capacidad de
favorecer el desarrollo de una red vascular desde los
tejidos circundantes, gracias a 1a liberación de factores
solubles con actividad angiogénica (103).

En 1971 Folkman demostró que los extractos
tumorales solubles son capaces de inducir la proliferación
capilar. Desdeestos extractos aisló el factor angiogénico
tumoral (tumor angiogenic factor, TAF), un compuesto de
alto)PM (90-100 kDa), cuya naturaleza es aún poco conocida104 .

El empleo de un anticuerpo anti-TAP permitió
demostrar que los factores angiogénicos aisladas a partir
de extractos y sobrenadantes de cultivo de tumores murinos
y humanos poseen determinantes antigénicos comunes (105,
106).

Este anticuerpo sirvió ademáspara desarrollar dos
ensayos cuantitativos de la actividad angiogénica en
extractos tumorales: radioinmunoensayo (RIA) y ensayo
radioinmunométrico (RIMA). Con el empleo de estas dostécnicas se encontró una correlación directa entre la
capacidad de un tumor de inducir angiogénesis in vivo y el
grado de unión al antisuero detectado in vitro (107).

La preparación de columnas de afinidad con
anticuerpo anti-TAP sirvió para demostrar que la fracción
activa del TAP corresponde a una molécula de bajo PM (200 —
300 Da), capaz de producir neovascularización en MCA
proliferación de células de endotelio capilar cuando se las
cultiva sobre un substrato de colágeno (108).

Este factor angiogénico de bajo PM fue aislado
también desde fuentes no tumorales, tales como retina y
fluido sinovial (109, 110); por esta razón y para
diferenciarlo del TAP, se lo denominó factor angiogénico
estimulante de las células endoteliales (endothelial cell
stimulating angiogenesis factor, ESAF). El ESAFes capaz
de activar la procolagenasa presente en el medio
condicionado de fibroblastos de piel, promoviendo la
degradación de colágeno tipo I y en menor medida, del
colágeno tipo III (lll-112).
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1.1.8. Angiogenina

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

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

Desde una biblioteca de ADNc preparada con
poli-ARNm de hígado humano, se aislaron los ADNc
codificantes de la angiogenina. Se demostró una secuencia
5' no codificante, seguida por una secuencia para un
péptido señal de 22 aminoácidos y por 369 nucleótidos que
codifican la proteina madura; a continuación se encuentra
el codón de terminación y luego una secuencia no
codificante de 173 nucleótidos y una cola de poli-A. El
gen de la angiogenina está libre de intrones y contiene un
TATAbox en el extremo 5', además de dos secuencias
repetitivas Alu flanqueando los dos extremos 5' y 3'. Una
tercera secuencia Alu se encuentra a una distancia
aproximada de 500 nucleótidos de la secuencia Alu del
extremo terminal 3' (l16).

1.1.9. Otros factores de crecimiento con actividad
angiogéhica.
Se han aislado factores angiogénicos desde

distintos tejidos normales, de los cuales mencionaremos
aqui solo los mas interesantes, sin pretender abarcar

. . I ototalmente la extensa bibliografia ex1stente.
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Las glándulas submaxilares y parotideas normales
contienen varios GF: EGP, factor de crecimiento nervioso
(nerve growth factor, NGF), factor estimulante del
mesénquina, factor de diferenciación muscular, etc. Desde
estas glándulas se aisló además un factor con capacidad
angiogénica en MCA,con un PMaproximado de 80 kDa, que
provoca alargamiento del lecho vascular, con capilares
delgados y células endoteliales moderadamentehipertróficas
(117).

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

Las células BALB/C-3T3inducen proliferación de
células endoteliales in vitro. La purificación del factor
responsable de esta actividad permitió caracterizar una
molécula de PMaproximada a 120 kDa, de naturaleza proteica
y resistente a la inactivación con B-mercaptoetanol, lo que
la diferencia del FGF(118).

Por otro lado la linea celular BALB/c-3T3 F442A,
que sufre diferenciación adiposa in vitro, libera un factor
angiogénico capaz de estimular la proliferación endotelial
in vitro. Este mitógeno no es sensible a1 tratamiento con
proteasas y atraviesa los filtros con un corte de PMde 10
kDa; su actividad no es eliminada por calentamiento a 60°C
durante 30' o a 90°C durante 5' (120).

Los cambios en la vascularización del ovario son
rápidos y profundos. En el cuerpo lúteo tiene lugar un
proceso de neovascularizacion notable y los datos
morfológicos sugieren que tambien se produce
neovascularización en el folículo ovárico no luteal en

Idesarrollo. Los extractos de foliculo entero, o de la teca
(pared folicular), poseen capacidad mitogenica ¡y
quimiocinética sobre celulas endoteliales in v1tro, ademas
de promover angiogénesis in vivo. La caracterizac1on
bioquímica del factor responsable de estas actividades
revela la presencia de un polipéptido catiónico sensible al
tratamiento con calor y estable a 1a acción de agentes
reductores, soluble en 40%de sulfato de amonio (121).
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Por otra parte el fluído folicular posee actividad
angiogénica in vivo y capacidad quimiocinética y mitogénica
sobre células endoteliales in vitro. Las fracciones
activas se encuentran en dos en dos rangos de PM: entre 40
y 60 kDa y, en la fracción menor a 1,5 kDa, lo que sugiere
que la molecula activa podría ser una especie de bajo PM
ligado a una molécula transportadora de mayor PM. Durante
1a fase folicular del ciclo menstrual generalmente un solo
folículo madura y ovula en respuesta a1 aumento de
gonadotrofinas. Este folículo tiene una densidad de vasos
muysuperior a la del resto de los folículos del ovario; el
aumentoen 1a vascularización perifolicular favorece la
llegada de gonadotrofinas, lo que resulta en la selección y
mantenimiento del folículo dominante (122).

Desde la placenta y la membrana amniótica se
aislaron factores mitogénicos con características similares
al EGPy al FGF, además de otros GF activos sobre distintos
tipos celulares. Entre ellos un factor con actividad
angiogénica de bajo PM, capaz de inducir neovascularización
in vivo y migración de células endoteliales in vitro (123).

1.2. El ácido hialurónico y sus productos de
degradación modulan 1a angiogenesis

La MECinfluencia la geometría, el metabolismo y
1a expresión génica a través de receptores de transmembrana
y del citoesqueleto. El ácido hialurónico (HA) es el
componente principal de 1a MEC; es un GAGde alto PM, con
carga negativa constituido por unidades repetitivas del
disacárido N-acetil-qlucosamina y glucuronato. Se
diferencia de otros GAGsen que no está sulfatado ni unido
covalentemente a una proteína.

E1 HAtiene un rol importante en la embriogénesis,
en la regeneración tisular y en numerosos estados
patológicos. Por ejemplo durante la diferenciación que
tiene lugar en la embrjogónesis y en la reparación tisular,
los niveles de HAson inicialmente altos y luego disminuyen
rápidamente en respuesta al aumento en la actividad de
HAasa. Además, el tamaño de los fragmentos de HA puede
variar en el curso de la embriogénesis.
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Por otra parte el HA y sus productos de
degradación tienen notables efectos sobre las células
endoteliales tanto in vivo comoin vitro. Los pacientes
con cáncer, psoriasis y artritis reumatoidea poseen niveles
elevados de HA en suero y los fibroblastos sinoviales
activados de estos últimos sintetizan mayores cantidades de
HAde bajo PMque el producido por células normales.

Los fragmentos de HAde 4 a 16 disacáridos inducen
angiogénesis in vivo y estimulan 1a proliferación y la
migración de células endoteliales in vitro, mientras que
una elevada concentración de HA nativo inhibe la
proliferación de células endoteliales. Se demostró que los
fragmentos de HA se unen a las células endoteliales y
aumentan la fluidez de la membranacelular (124).

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

1.3. Activador de plasminógeno

El activador de plasminógeno (plasminogen
activator, PA) es una serina proteasa que cataliza la
síntesis de plasmina desde el plasminógeno (precursor
inactivo). Por su parte la plasmina convierte 1a
procolagenasa (inactiva) en colagenasa (activa). El PAesta involucrado en varios procesos fisiológicos que
incluyen ovulacion, migracion celular, diferenciacion y
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 1a actividad PAI en extractos celulares de
distintos origenes, en suero y en plasma (127).

La síntesis de PAdesde células de endotelio
capilar aumenta notablemente cuando éstas crecen en
presencia de promotores tumorales; este incremento en la
síntesis de PAno se observa cuando se estudia la respuesta
de las células de endotelio vascular al estímulo con TPA,
lo que refleja una de las varias diferencias bioquímicas
entre ambostipos celulares.
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1.4. Prostaglandinas

Los niveles de prostaglandina son elevados en los
tumores, en macrwfagos activados, en exudados inflamatorios
y en las heridas (128).

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

1.5. Rol del cobre en la angiogénesis

La observación de que el cobre promueve la
neovascularización, llevó a pensar que uno de los pasos
iniciales de la formación de nuevos capilares podria
consistir en la migración de las células endoteliales a lo
largo de un gradiente de concentración de iones libres o
acomplejados.

Para estudiar esta posibilidad, se analizó la
capacidad de los iones cúpricos (Cu++) para movilizar las
células endoteliales in vitro, demostrándose que el C11Cuy
el SOqCuincrementan la actividad migratoria de las células
cuando se agregan al medio de cultivo. Se observó además
que al menos el 95%de las células responden a la presencia
de iones, migrando en diferentes direcciones. Otros iones
con capacidad inductora de la migración, aunque en menor
medida que el Cu, son Ni y Sn; sin embargo éstos no tienen
capacidad mitogénica sobre células endoteliales (129).

El análisis de distintos factores angiogénicos,
con espectrometría de absorción atómica demostró que las
fracciones activas contienen CuH} la eliminación de estos
iones por pretratamiento con EDTAconduce a la desaparición
de la actividad angiogénica, la cual se reestablece por
adición de CÚHexógeno. Por otro lado, se demostró que la
unión de cu**a la molécula de heparina o al polipéptido
glicil-L-histidil-L-lisina, hace que éstos adquieran
capacidad anqioqénica (130).



67

La ceruloplasmina, proteina circulante
transportadora de cobre, no sólo tiene actividad
quimioatractante, sino también mitogénica sobre células
endoteliales en cultivo y capacidad angiogénica in vivo.
Si se prueba su acción en animales previamente tratados con
indometacina, conocido inhibidor de la síntesis de PGs, la
ceruloplasmina no induce neovascularización (131, 132).
Cuando la córnea de conejo se trata con PGEu otro efector
de la angiogénesis, se observa un incremento en los niveles
de Cd”yadquisición de actividad quimiotáctica para células
endoteliales, previo a la aparición de capilares. Sin
embargo, en los animales mantenidos con dieta deplecionada
en Cd‘, la PGEno tiene actividad angiogénica.

1.6. Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteína de alto PM
(200 kDa) presente en el plasmï y en la MEC. En cultivo
actúa aparentemente como una proteina adhesiva,
participando en la unión de las células con su substrato.
Sin embargo, contraponiéndose a su función de proteina de
anclaje, la fibronectina también estimula la locomociónal
azar en algunas lineas celulares y tiene una fuerte
actividad quimiotáctica sobre células endoteliales (133­
136).

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

La interacción entre gangliósidos y fibronectina
tiene un rol determinante en la capacidad de migración de
las células endoteliales. Se ha sugerido que la
redistribución de la fibronectina en la superficie celular
en respuesta a la presencia de CuH y el aumento en el
contenido en- gangliósidos estarian relacionados con el
incremento en la movilidad del endotelio (137), 139).

1.7. Fibrina
La fibrina actúa como un activador de la

producción de GF y GF con actividad angiogénica por parte
de los leucocitos, habiéndose demostrado que tanto la
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fibrina como sus productos de degradación producen
migracion de leucocitos en 1a cornea de conejo frente a un

I - Í oestimulo angiogenico.

Este influjo de células inflamatorias está seguido
por una intensa neovascularizacion y proliferación defibroblastos.

La deposición de fibrina se observa en la
inflamación crónica y alrededor de los tumores invasivos.
Las células neoplásicas poseen tanto actividad
procoagulante como fibrinolítica y hay evidencia de que
estas propiedades son importantes en 1a invasión y en el
proceso metastásico.

Dado que los productos de degradación de la
fibrina tienen efecto en la permeabilidad vascular, en la
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 los tejidos normales contienen
factores que promueven la proliferación vascular. Sin
embargo, las células del endotelio capilar se encuentran en
un estado generalmente quiescente, con la excepción de los
esporádicos eventos neovasculares que ocurren en
condiciones fisiológicas (ovulación, reparación del útero
durante el periodo menstrual y formación de la placenta)
(145).

Cómomantienen estas células una baja velocidad de
proliferación en presencia de tantos y tan abundantes GF?
Se puede postular la existencia de mecanismos que prevengan
la proliferación vascular en condiciones normales, pero que
puedan ser salteados o inhibidos cuando se requiera la
formación de vasos sanguíneos, comopor ejemplo durante la
regeneración tisular.

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

2.1. Inhibidores angiostáticos
La función de los esteroides angiostáticos fue

descubierta al realizar estudios sobre el rol de la
heparina en 1a angiogenesis.

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

En este ensayo la respuesta angiogénica oueda
muchas veces enmascarada por una reacción inflamatoria,
iniciada por pequeños fragmcntos de la cáscara del huevo
que caen sobre la MCA. La aplicación de cortisona o
hidrocortisona previene la reacción inflamatoria pero no
interfieren con la angiogénesis inducida por 1a muestra.
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Cuando se aplica en forma conjunta heparina e
hidrocortisona se observa inhibición de la angiogénesis
tumoral y regresion de los capilares de la MCA(150).

Este sinergismo es independiente de la actividad
anticoagulante de la heparina; de hecho fragmentos de
hexasacáridos sin actividad anticoagulante producidos por
clivaje enzimático o pentasacáridos sintéticos de heparina
son más potentes que la heparina nativa.

La actividad antiangiogénica de la mezcla
heparina-esteroide no está relacionada con las propiedades
anti-inflamatorias (glucocorticoides) o de retención de
sales (mineralocorticoides) de los corticoesteroides, ya
que un estereoisómero biológicamente inactivo de la
hidrocortisona (el ll-hidrocortisona o epicortisol) es
igualmente efectivo para provocar la regresión capilar en
presencia de heparina.

La actividad angiostática parece estar determinadatpor distintas configuraciones estructurales del nucleo
pregnano. Los grupos hidroxilo ll y 21 pueden ser
eliminados sin pérdida significativa de la actividad
angiostática, pero la remoción del grupo hidroxilo-l7
reduce la actividad antiangiogénica en un 76%. La
reducción del anillo A (por remoción del doble enlace 4,5)
aumenta la actividad antiangiogénica al doble de lahidrocortisona.

Las MCAtratadas con una combinación de heparina y
esteroides angiostáticos muestran fragmentación de la
membranabasal de los capilares sanguíneos, con pérdida de
laminina y fibronectina; la degeneración de la membrana
basal está asociada con la retracción y regresión capilar y
con el redondeamiento de las células endoteliales. La
membranabasal de los vasos mayores, del epitelio y de los
capilares que no están en una etapa de crecimiento no son
afectadas por el tratamiento (151).

Aún no está claro el mecanismo por el cual sólo la
membranabasal de los capilares en desarrollo sufre
alteraciones, mientras que las membranas basales del
epitelio vecino y de los grandes vasos se mantienen
intactas. En la MCAnormal el lecho capilar subectodermico
sufre un rápido crecimiento, asociado con acumulac1on
continua de membranabasal. Varios factores angiogénicos
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estimulan la producción de proteasas y colagenasas por
parte de las células endoteliales (152). También el
crecimiento y la migración de las células endoteliales in
vitro está asociada con la degradación y la deposición de
componentes de la membranabasal (153). Esto sugiere que
el crecimiento de los capilares sanguíneos requiere un
recambio continuo de los componentes de la membranabasal;
por el contrario los tejidos adyacentes son relativamente
más estáticos.

Los esteroides angiostáticos no producen regresión
en los capilares que finalizaron su etapa de crecimiento;
estos están rodeados por una membranabasal más gruesa que
contiene mayor concentración de laminina y colágeno tipo
IV. La primera acción bioquímica identificada para los
esteroides angiostáticos es la disolución de la membrana;
las alteraciones inducidas regulan el crecimiento y la
Viabilidad de las células endoteliales (154).

Los esteroides con actividad y sin actividad
glucocorticoide combinados con heparina previenen la
angiogénesis tumoral en MCAcuando se los administra
después de la inoculación de las células. Por otro lado el
tratamiento con una sola dosis de esteroides con actividad
glucocorticoide antes de la implantación del tumor aumenta
el número de colonias pulmonares, mientras que el
tratamiento con esteroides sin actividad glucocorticoide no
aumenta el número de metástasis. Ambostipos de esteroides
actúan sobre el crecimiento metastásico, aunque los
esteroides con actividad glucocorticoide afectan los pasos
de la cascada metastásica que ocurren después de la
liberación de las celulas tumorales en el torrente
sanguíneo y antes que se produzca el proceso de
neovascularización en el foco secundario, promoviendo la
aparición de metastasis.

2.2. Factor de crecimiento transformante tipo beta

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



El TGF-(Binhibe 1a proliferación de células de
endotelio de aorta bovina in vitro y antagoniza la
actividad mitogénica del FGFben forma no competitiva. La
inhibición del TGF-(Besreversible ya que después de la
remoción del factor las células comienzana proliferar con
1a mismavelocidad que los controles sin tratamiento (156,
157).

2.3. Interferón

Los distintos tipos de interferón (IFN)
recombinantes, son inhibidores de la proliferación de las
células endoteliales en cultivo. La acción inhibitoria es
proporcional a la dosis empleada y no se debe a un efectocitotóxico.

El IPN-gamma es el inhibidor más potente;
notablemente el efecto inhibitorio de los IFNs es mayor
para células estimuladas por FGFbque para células que
crecen sólo en presencia de suero. Por otro lado los
IPN-alfa l y beta 2 tienen una pequeña actividad
estimuladora sobre células endoteliales que crecen en
presencia de suero.
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l. Angiogénesis en tejidos normales

Nuestro conocimiento sobre la angiogénesis en
tejidos normales se basa mayormenteen 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
neovascularización en MCA, podemos mencionar aqui:
glándulas salivales, glándula tiroides, cuerpo lúteo,
retina, epidermis, nódulos linfáticos, cuerpo vítreo,
testículo y útero en gestación (1-8). Los tejidos
embrionarios no siempre evocan una respuesta angiogénica en
MCA,lo que llevó a pensar que estos tejidos se
vascularizarían mediante anastomosis entre los vasos del
implanto y los del huésped (9).
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2. Angiogénesis en tejidos en regeneración

2.1. Reparación del endotelio in Vivo

A1 producirse un daño vascular, las células
endoteliales pierden la inhibición del crecimiento debido
al contacto intercelular, se alargan rápidamente,
desarrollan lamelipodios y comienzan a migrar hacia la zona
de la herida. Esta migración la realizan las células en
forma de una lámina continua, lo que sugiere que los
contactos intercelulares se mantienen durante el proceso de
reparación. Seguidamentetiene lugar la proliferación
celular para cubrir el área dañada (10).

Se ha observado que las células endoteliales, al
migrar hacia la zona de la herida, redistribuyen sus
centrosomas ubicándolos entre el núcleo y el borde del
lamelipodio. La redistribución ocurre en forma muyrápida
y requiere la presencia de microtúbulos intactos (ll).

El mecanismo por el cual se desplazan los
microtúbulos durante la migración es aún desconocido.
Posiblemente existan conexiones directas o indirectas entre
los microtúbulos 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 reparación del endotelio

Para estudiar la locomoción 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 y perpendicular con respecto a su eje. Por
detrás se encuentra la zona de células endoteliales
elongadas, sin BDPpero con microfilamentos paralelos al



eje celular. Detrás se define la zona de transición que
contiene células endoteliales con aspecto algo elongado,
pero que retienen su morfología poligonal; estas células
contienen microfilamentos distribuidos uniformemente. Por
ultimo se encuentra 1a monocapa confluente con BDP
prominentes. Las células de las dos primeras zonas migran,
mientras que en las dos zonas restantes las células están
ancladas al sustrato sin evidencias de migración; por lo
tanto la presencia de BDPestá asociada con una inhibición
marcada de la migración celular (12).

En resumen, podemos decir que la reparación del
endotelio vascular ocurre en tres pasos. En el primero las
células intentan reparar la zona de injuria mediante la
extensión de lamelipodios, lo que requiere la existencia de
un sistema de microfilamentos intacto. El segundo paso
incluye la elongación de las células endoteliales y la
redistribución de los centrosomashacia el frente celular,
como preparación para 1a locomoción. Las lesiones mayores
requieren un tercer paso, que consiste en la proliferación
de las células endoteliales comomedio para reestablecer el
número de células de la monocapa.

2.3. Reestructuración de la red vascular

Después de producirse una injuria traumática
aparecen exudados que contienen leucocitos, eritrocitos y
fibrina; esto está seguido por dilatación de los vasos
sanguíneos adyacentes y proliferación de capilares dentro
de la zona de la herida. En pocos días gran parte de estos
capilares comienzana regresionar y desaparecen, mientras
que otros se diferencian en arteriolas y venulas.

Los factores que gobiernan 1a neovascularizacion y
el crecimiento en un tejido de granulacion son varios.
Para que las células epiteliales se multipliquen, es
esencial que posean un adecuado aporte de nutrientes y
oxígeno; existe una gran variedad de substanCias que
estimulan el crecimiento tisular tales comoel PDGF (13,
14), factor de crecimiento fibroblástico (FGF) (15),
factores humorales y somatomedinas (16). Por otra parte el
crecimiento puede ser inhibido por productos del
metabolismo celular, tales comoC02, ácido láctico, AMPc,
etc (17).
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Los nuevos vasos se forman sólo si existe una masa
compacta de restos celulares (glóbulos 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 mecánicas de los restos celulares (existencia
de gaps, densidad, etc.) (18).

En un área dada de tejido aparecen primero los
vasos pequeños (10 — 20 yum) en gran número y a una
distancia de aproximadamente IDO/umentre si. A medida que
el tejido se desarrolla se incrementa la distancia entre
los vasos, el número de vasos disminuye y el diámetro
promedio de éstos aumenta; aparecen luego grandes vasos
que actúan brindando un drenaje venoso. Luego la distancia
entre los vasos se estabiliza en aproximadamente 300/pm y
el númerode vasos totales, incluyendo los vasos de drenaje
venoso, disminuye.

El rápido aumento y subsiguiente disminución en el
volumen, superficie y largo de los vasos sanguíneos por mm3
de tejido, debe ser considerado como una evidencia
estructural apoyada por una evidencia funcional. Existe
también un aumento y posterior disminución en la pOz , esta
variación es una manifestación de la capacidad funcional de
la red vascular.
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1. Fases avascular y vascular del crecimiento tumoral

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

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

Cuando se colooan piezas tumorales en la MCA de
embriones de pollo, los vasos penetran al tumor en
aproximadamente 72 hs. Para estudiar detalladamente la
fase avascular se puede retrasar la vascularización
colocando el tumor en el humor acuoso de la cámara anterior
del ojo; aqui se observa oue el esferoide tumoral
permanece avascular y no crece más allá de l mmde diámetro
(2).

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

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

En contraste, la característica más típica de la
fase vascular es el rápido 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 ó 6 días y a
continuación se produce el crecimiento exponencial de la
masa tumoral.

Para estudiar por qué el crecimiento tumoral se
detiene cuando el estadío avascular se prolonga, se
hicieron crecer células tumorales en agar blando, con el
fin de simular el microambiente 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
diámetro de pocos milímetros, independientemente de la
frecuencia con que se realicen los cambios del medio de
cultivo. Las células de la periferia continúan
proliferando, mientras que las células de la zona central
mueren y se lisan, con lo cual su desaparición balancea la
proliferación de las células periféricas. La explicación
más plausible es que, a medida que se expande el volúmen de
células, se alcanza un diámetro crítico en el que el área
superficial del esferoide comienzaa ser insuficiente para
la absorción de nutrientes y eliminación de metabolitos.
Posiblemente el mismo mecanismo tenga lugar en un nódulo
tumoral avascular "in vivo"; aún cuando dicho nódulo pueda
estar rodeado por vasos sanguíneos, su área superficial es
limitante para el intercambio de substancias con el medio.

Tanto en el esferoide tumoral suspendido en la
cámara anterior del ojo, comoen la fase avascular del
crecimiento tumoral en la MCA,se observa el mismo patrón
histológico. Sólo las células periféricas se multiplican,
mientras que las células centrales forman un foco denecrosis.
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2. El sistema vascular en los tumores

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

El método de transplante consiste en la inyección
de suspensiones celulares o simplemente en la implantación
de una pequeña pieza tumoral con el empleo de un trócar.
La forma en que se efectúa el transplante es de gran
importancia para el desarrollo del tumor. Las suspensiones
celulares obtenidas desde el tejido tumoral por tratamiento
enzimático fueron empleadas para estandarizar y cuantificar
las condiciones de transplante. Sin embargo, se brindó
poca atención a la contaminación de las suspensiones con
otros tipos celulares tales comofibroblastos, fagocitos y
células endoteliales que, eventualmente, pueden llegar a
jugar un rol en la formación de la red vascular del tumor.

Cuando una pieza tumoral se implanta en un lecho
vascular, el tejido inicialmente translúcido deviene opaco
comoresultado de procesos de degeneración celular (4).
Después de uno o dos dias, los vasos sanguíneos vecinos
(Vénulas) envian brotes vasculares que penetran el tumor;
esto es lógico 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 y responden con dilatación y
vasoproliferación. La conexión arterial se establece poco
después y el tejido que rodea a los vasos se hace
nuevamente translúcido. A continuación tiene lugar el
crecimiento del tumor.

En el periodo de- crecimiento casi todos los
tumores parecen desarrollar redes caóticas que se conectan
con la red arterial y con 1a red venosa. Las venas estan
generalmente dilatadas y por ello son los vasos mas
conspicuos; las arteriolas en cambio forman canales finoslo cual hace dificil su visüalización.
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El crecimiento del sistema vascular se produce por
brotación desde los vasos del huésped; estos brotes
vasculares se desarrollan tanto alrededor del tumor comoen
su periferia. La vascularización tumoral constituye un
proceso dinámico en el cual los patrones de crecimiento
parecen no tener sentido: pueden aparecer nuevos vasos en
forma súbita, mientras que otros vasos se dilatan o
comprimen a medida que se produce su alargamiento.

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

Los melanomas se vascularizan rápidamente 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
ángulos agudos. El patrón vascular básico 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
parenquima y la vascularizacion se produce
predominantemente en el perímetro del tumor (6).

El carcinoma de células escamosas tiene gran
tendencia a formar una "superficie invertida"; la
gueratina se libera en el centro del tumor, formando unarea central que contiene restos celulares. Las celulas
tumorales forman cordones entre los cuales se dirigen los
capilares que conectan con vasos mayores ubicados en la
periferia del tumor; estos capilares adoptan la forma de
un bucle que frecuentemente está dilatado en su zona mas
extrema, debido a la disminución de la presión tisular en
el centro necrótico del tumor.

Los sarcomas, por su parte, forman en general
masas celulares entrelazadas; muchasveces se observan
áreas homogéneasde células indiferenciadas. Los capilares
son alargados y se comprimen por el crecimiento de la masa
tumoral, lo que origina un centro tumoral isquémico que
luego deviene necrótico.
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La microcirculación tumoral posee una serie de
propiedades distintivas. Unhallazgo notable es la forma
aparentemente azarosa en la que el flujo sanguíneo se
dirige a lo largo del tumor. Puede haber un flujo rápido
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 raton y rata, muestran excesiva proporción de
sinusoides; en estos el flujo sanguíneo es de solo 100
ym/seg (7). En contraste con los Sinusoides amplios y bien
visibles están las delgadas arteriolas, en las que el flujo
sanguíneo tiene una velocidad de aproximadamente 650,um/seg
(8). Debido al flujo laminar, la orientación de los
eritrocitos es tal que la absorción óptica está 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
mismotiempo. Mientras que en la periferia tiene lugar el
proceso de neovascularización, otros factores disminuyen la
densidad vascular y el flujo sanguíneo: a causa de una
proliferación celular contínua la presión tisular aumenta,
lo que lleva a la compresión de los vasos sanguíneos 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 más largo para llegar a las áreas
centrales del tumor. La compresión de los vasos, en
combinación con el alargamiento de éstos, dá como resultado
una disminución en el flujo sanguíneo y eventualmente el
desarrollo de isquemia en el centro del tumor; esto va
seguido inevitablemente por la formación de un foco de
necrosis. Una vez que la necrosis se ha desarrollado, la
presión tisular disminuye en esa zona y los vasos
sanguíneos que rodean el área necrótica pueden expandirse
nuevamente; como resultado de una presión sanguínea mayor
en el lado aferente que en lado eferente de los vasos, se
forman los lagos sanguíneos que se observan con frecuencia
en los tumores (10). El estímulo angiogénico en la zona
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central de los tumores probablemente no sea lo
suficientemente potente comopara que las células tengan un
adecuado aporte sanguíneo, aún cuando todos los factores
que gobiernan la angiogénesis puedan estar presentes en
abundancia.

En conclusión, las diferencias en el patrón
vascular en los distintos tumores estan gobernadas por la
combinacion de, al menos, tres factores:

1- el patrón de crecimiento de las células tumorales.

2- la influencia de 1a presión intersticial en las
distintas áreas del tumor sobre los movimientos de
fluido intersticial y sobre la compresiónde los vasos
sanguíneos.

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

Las diferencias en la contribución relativa de
estos factores determina en gran parte el desarrollo del
patrón vascular, especifico para cada tumor.



107

3. Aportes experimentales del presente trabajo de
Tesis al estudio de la angioéÉnesis tumoral.
Actividad Angiogénica en tumores primarios y ensus 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,
espontáneo, transplantable y de mediana capacidad
metastásica en pulmón (M3) y de una variante obtenida
experimentalmente con alta incidencia de metástasis
pulmonares (MM3). Era dc interés establecer si en este
modelose podía detectar actividad angiogénica, tanto en el
tumor primario subcutáneo comoen las metástasis pulmonares
respectivas.

Materiales y Métodos

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

l- El sitio de la implantación y la zona de la cámara de
aire se limpiaron con alcohol.

2- Se hizo una pequeña perforación en la cáscara en ambas
zonas.

3- Se aplicó succión con un bulbo de goma en la perforación
de la cámara aérea, creándose asi una falsa cámara de
aire en el diámetro mayor del huevo, por debajo de la
segunda perforación.

4- En esa zona se delimitó una ventana de aproximadamente l
cm , se removió la cáscara y 1a membrana pelúcida. con
lo cual quedó expuesta la MCA,que habia bajado luego de
su separación de 1a cáscara.

5- Sobre la MCAse colocó un filtro Millipore estéril de
0,25 mmde radio, cuyo tamaño de poro es de 0,45)mn.
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6- Se cortaron pequeños explantos ( lmms) de los tumores en
estudio, se lavaron con PBSy se colocaron sobre el
filtro. Comotejido control se utilizaron explantos de
corazón murino. Un segundo control consistió en filtros
Millipore embebidos en PBS.

7- Se selló la abertura de la falsa cámara de aire con
cinta adhesiva transparente y se incubaron los embriones

f . u Í odurante 4 dias, en p051c1onhorizontal.

8- Al final del periodo de incubación se rompió la cáscara
en la zona de la implantación, para exponer una amplia
zona de la MCA.

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

Resultados

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

La neovascularización en MCAse presenta como una
. u n f nzona muydensa en capilares, distribuidos radialmente

alrededor del fragmento tumoral.

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

Muestra MCApositivas/ Porcentaje de
total muestras positivas

Control l 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 l= filtros Millipore embebidos en PBS

Control 2= fragmentos de corazón murino

sc = tumor subcutáneo

p = metástasis pulmonar

Se comprobó de esta manera la existencia de
actividad angiogenica, tanto en los tumores subcutaneos
comoen 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 subcutáneos comoen las
metástasis pulmonares respectivas, se procedió al
aislamiento del factor angiogénico.
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Materialesgy Métodos
l. Para la obtención de una suspensión celular a partir de

tumores enteros, se procedio de la siguiente manera:

a) Se extrajeron tumores de 50 ratones y se lavaron con
solucion fisiologica heparinizada (Heparina: lmg/
10ml).

b) Se eliminaron las zonas necróticas, los gumores secortaron en piezas de aproximadamente l mm.

199
agitación

Se incubó
(GIBCO),
(Pronasa:

c) con Pronasa-DNAsa en 580 ml de mediodurante 40 minutos a 37 C sin
0,1%, DNAsa 2,4 mg/ml).

d) El
minutos.

sobrenadante se centrifugó a 200 g, durante lO
El pellet se resuspendió en medio 199.

lisar los glóbulos rojos se hicieron dos lavados
con una solución de NHqu 0,87% en volúmen

igual al de la suspensión celular. Se centrifugó a
200 g, durante lO minutos a 40€ y se descartó
el sobrenadante. Se realizó luego un lavado con medio
199, centrifugando a 2009 durante 10 minutos a 4°C; se
descartó el sobrenadante.

Para
sucesivos

Para lisar las células tumorales se hizo un tratamiento
hipotónico. Para ello se resuspendió el pellet en
solución hipotónica (solución fisiológica diluida al
medio).

Se centrifugó a 900 g durante 20 minutos, a 40€, para
separar la fracción nuclear de la fracción
citoplasmática. Se testeó la actividad angiogénica de
ambas fracciones.

La fracción citoplgsmática se centrifiugó a 280.000 gdurante 2 horas a 4 C. Se resuspendio el pellet en 20
ml de solución fisiologica.

ml de
mezcla

Los lípidos se removieron por adición de 100
C13CH: CHSOH(2:1) y 0.2 ml ClK (0,5 M). La
se centrifugó a 900 g durante 5 minutos a 4 C.
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Se aspiró la fase acuosa superior y la interfase sólida
con metanol. Ambasse concentraron por calentamiento a
37 C, hasta llegar a un volúmen final de 60 m1.

El soncentrado se centrifugó a 900 g durante 10 minutosa 4 C, descartándose el precipitado.
varios

de
El sobrenadante se dializó contra PBS,
cambios, durante 3 días. Se testeó 1a
actividad angiogénica.

con
presencia

El dializado se cromatografió en una columna Sephadex
G-100 (3,5 x 100 cm) en presencia de PBS. El eluyente
se monitoreó a 280 nmy se concentró por liofilizacion.
Las fracciones obtenidas se testearon en MCA.
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GRAFICO IV.1: AISLAMIENTO DE FRACCIONES CON ACTIVIDAD
ANGIOGENICA A PARTIR DE TUMORES SOLIDOS

TUMOR SOLIDO

Tratamiento con Pronasa (0 1%)
DNAasa (2,4 mg/ml) 40', 37 C

SUSPENSION CELULAR

I Centrifugación a 200 g —10'

Sobrenadante Precipitado
Se descarta células

2 tratamientos con NH4C1
0,87%, centgifugación a
200 g-lO' 4 C

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

900 g 20' - 4 C\
Sobrenadante Precipitado

fracción citoplasmática núcleos.

Centrifugación 280.000 g, 2horas, 4 C

Sobrenadante Precipitado

Resuspensión en 20 m1
sol. fisiológica; ex­
tracción de lípidos
con cloroformo:meta—
nol (2:1) + KCl 0.5Mi \ —

Fase acuosa superior Interfase solida Fase inferior
Concentración hasta volúmen final
ds 60 ml.Centrifugación a 900 g 10'
4 C/\

Sobrenadante Precipitado. Se descarta

Diálisis contra PBS; cromatografía y monitoreo a 280 nm.
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gesultados
A lo largo del proceso de extracción se probaron

distintas fracciones sobre MCA, encontrándose actividad
angiogenica después del tratamiento hipotónico, tanto en la
fracción citoplasmática comoen la fracción nuclear.

La actividad angiogénica de la fracción nuclear
está asociada a proteínas no histónicas, pero debido a la
dificultad que presenta la técnica de purificación del
factor a partir de núcleos, esta fracción se descarta. Se
testeó además 1a presencia de actividad angiogénica en el
dializado. La prueba sobre MCAfue positiva.

Después de la cromatografía a través de la columna
de Sephadex G-100, se ensayaron las distintas fracciones en
MCA,encontrándose actividad anqiogénica en la fracción
correspondiente a un peso molecular aproximado de 90 kDa.
El peso molecular se determinó pasando marcadores proteicos
de peso molecular conocido a través de la misma columna de
Sephadex G-lOO.

3.3. Estudio de la actividad anqiogénica de células
tumorales gue 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 angioqénesis
en los tumores M3 y MM3se realizaron cultivos de ambos
tumores y se probaron los medios condicionados sobre
células cndotelialcs dc aorta bovina. Como control se
ensayó la actividad proliferativa del medio de cultivo
condicionado por fibroblastos murinos.

Materiales erétodos
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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Se limpió el tumor, eliminándose la cápsula y las zonasnecroticas.

Se lo cortó en fragmentos de aproximadamente l m 3.

m1 de solución de PronasaSe agregaron 10 (0.1%) en
medio 199 (DIFCO) y 5 a 10 gotas de DNAasa (2.4 mg/ml)segun la viscosidad de la preparación.

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

El sobrenadante se centrifugó durante 5' a 900 rpm.

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

El pellet se lavó 3 veces, con lO m1 de medio MEM
(Eagle) cada vez.

Se resuspendió el pellet en medio de cultivo: MEM
(Eagle) suplementado con 10%de SFB, glutamina (0.3
mg/ml) y gentamina {80 mg/ml). Se observó la viabilidad
celular y se sembro en frascos de vidrio o en placas de
Petri (Falcon).
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 contenía 5%de C02 en aire.

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

Cultivo de fibroblastos

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

l. La hembra preñada se mató por dislocación cervical; se
abrió la cavidad peritoneal en forma esteril y se aislo
el útero, el cual fue transferido a una caja de Petri.
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bos embriones fueron separados entre si cortando el
utero en forma transversal. Se eliminaron amnios y
placenta en cada uno de los embriones, estos se
colocaron en una nueva caja de Petri y se lavaron con
PBS.

Se descartaron vísceras, cola y extremidades y se lavó
nuevamente con PBSpara eliminar todo resto de sangre.

Se cortaron en pequeños fragmentos de no más de l mms.

En un erlenmeyer se colocaron aproximadamente ¿o ml desolucion de tripsina al 0.3%, precalentada a 37 C.

Se puso un poco de tripsina en la cápsula y se
recogieron los fragmentos con una pipeta Pasteur de boca
ancha. Dentro del erlenmeyer se puso un iman esgeril yse coloco sobre un agitador electromagnetico a 37 C.

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

Se hizo recuento celular se sembraron 7x105
células/m1 en medio de cultivo MEMsuplementado con 10%
de SFB, glutamina y gentamina.

Aislamiento de los medios condicionados

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

Se cubrieron los cultivos con medio gin SPB. Losfrascos se colocaron en agitacion a 4 C, durante 3
horas.

Después de finalizado el periodo de incubación se aspiro
el medio de cultivo y se lo transfirió a un tubo de
ensayo.

Para eliminar cualquier resto celular, a1 final de
periodo de incubación se centrifugo el medio durante 20
minutos a 1200 rpm.
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S. Se dializó durante 48 horas a 4°C contra agua destilada
con dos cambios.

6. Se midió el volúmen del dializado y por otro lado se
disolvieron las células con NaHO0.1M. Se midió su
contenido en proteinas con la técnica de Lowry, para
estandarizar la relación 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 gestación),
obtenidos asépticamente en el Frigorífico Rioplatense S.A.,
de la localidad de Pacheco (Pcia. de Bs.As.).

Materiales y Métodos

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

El procedimiento empleado consistió en los
siguientes pasos:

l. Se abrieron los fragmentos aórticos a lo largo,
exponiendo el endotelio. Se lavo con PBSpara eliminar
glóbulos rojos.

2. El endotelio se cubrió con cantidad suficiente ge
colagenasa (0.95%) (Sigma) y se incubó durante 5' a 37 C

3. Con ayuda de una espátula de acero, se raspó suavemente
la superficie expuesta de la aorta, con el fin de
desprender las células endoteliales que aún estuvieran
adheridas.

4. Se agregaron aproximadamente 2 ml de medio de cultivo y
se aspiro con una pipeta; se repitio este paso una vez
mas.
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5. Se centrifugó a 900 rpm durante 5 minutos.

6. El precipitado se lavó dos veces con medio MEMsinsuero.

7. El pellet final se resuspendió y se sembró en frascos de
vidrio o en cajas de Petri (Falcon), con medio MEM
suplementado con 10%de SPB, glutamina (0.3 mg/ml) y
gentamina (80 mg/ml). I

Los cultivos se repicaron dos veces por semana,
utilizando para ello una solución de tripsina 0.25%, EDTA
0.075%en solución salina balanceada. '

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

Una fracción de las células se sembró en tubos
Leighton, a los 4 días fueron tratadas con técnicas
rutinarias de histología para estudiar la morfología
celular y la pureza del cultivo.

Curva de crecimiento de las células Eafb

Para conocer la frecuencia de replicación de las
células endoteliales, se sembraron 1,5x105 células con
medio MEM suplementado con 10% de SFB, glutamina y
gentamina, incubándolas a 37 C en una atmósfera de 5% de
C02 en aire.

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

Los resultados se expresan en la tabla IV.2.
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i La frecuencia de replicación fue estimada a partirde la formula:

Nt
Log

Nof:
0.301 x t

donde: Nt es el número 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 células Eafb a

Cuando se quiere determinar la capacidad
mitogénica de un GF, es necesario conocer primero cuál es
la concentración de SFBque mantiene a las células viables,
pero con una tasa de proliferación minima.

Las células Eafb se sembraron en placas de Petri
de 3 cm de diametro (Falcon) en medio MEMsuplementado con
10% de SPB. A las 3 horas se cambió el medio de cultivo
por medio fresco con distintas concentraciones (5%, 2% y
1%) de SFB. Cada 24 hs se tomaron muestras por triplicado
y se cuantificó la proliferación contando el número decelulas.

Ensayo de la actividad angiogénica sobre células Eafb

Se sembraron 1,5 x lOS células en medio con 10%
de SFB, sobre placas de Petri (Falcon) de cm de diámetro
y se incubaron durante 24 horas a 37 Q. Una vez
transcurrido este periodo, se cambio el medio,
suplantándolo por medio con 2%de SFB y se agregaron las
fracciones a testear en una concentración final del 10%.
Los controles recibieron igual cantidad de PBSo de medio
condicionado por fibroblastos embrionarios murinos.

Cada experiencia se repitió 3 veces; a1 final del
periodo de incubación (en total 72 hs), se hizo recuento
celular en dos placas y se midió el contenido en proteinas
en otras dos placas.
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Resultados

Cultivo de tumores

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

Los tumores M3se adaptaron con facilidad a las
condiciones del cultivo y llegaron a confluencia más
rápidamente que los tumores MM3, lo que confirma su
comportamiento in vivo.

En cuanto a la capacidad de ser repicadas, los
cultivos de células MM3difícilmente soportaron más de 2 ó
3 pasajes in vitro, mientras que las células M3llegaron en
algunos casos hasta el pasaje número15 sin alteración en
el patrón de crecimiento.

Cuando se pusieron las células en presencia de
medio de cultivo sin suero, las M3no presentaron cambios
en su morfología, mientras que las células MM3tendieron a
perder adhesión al substrato y a redondearse dentro de las
24 hs. Por este motivo los medios condicionados se
aislaron después de transcurridas sólo 4 hs. desde el
momentoen que se colocaron en medio sin suero; en este
lapso tanto la morfología celular como la viabilidad
permanecieron inalteradas.

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

Las células endoteliales se desprendieron desde la
íntima en forma de láminas de tamaño variable, siendo común
observar entre 10 y 20 células que permanecían fuertemente
unidas entre sí, aún cuando se las hiciera pasar varias
veces a través de una pipeta Pasteur de punta fina.

La viabilidad de la suspensión fue de un 90%
aproximadamente. Se obtuvieron cultivos muy puros con
escasa contaminación con otros tipos celulares,
generalmente células musculares que pudieron eliminarse
fácilmente con ayuda de una varilla de punta redondeada,
con 1a cual se las despegó del substrato.

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

El estudio histológico mostró células con
morfología aproximadamentetriangular, extremos ahusados,
citoplasma claro, extendido, con vesículas en cuyo interior
se encontraron gran variedad de inclusiones, lo que indica
una alta actividad fagocítica. El núcleo es oval, de
posición central, con cromatina granular y dos a tres
nucleolos prominentes, que se ubican a lo largo del eje
mayor del núcleo.

Tabla IV.2: Curva de crecimiento de células Eafb

Tiempo Proteínas/placa Nodecélulas/placa
hs _ (mg) (3 10J

x ¿8.13. x ¿5.13.

24 89.2 i 1.3 108 i 5
48 148.5 i 0.9 290 1 17
72 385.2 i 2.1 626 i 29
96 486.1 1 1.7 730 i 23
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En base a los datos de la tabla IV.2 se calculó la
frecuencia de replicación (f) de las células Eafb. El
valor obtenido (f = 1.27) indicó que la población celular
proliferaba activamente in vitro, lo ue la hacía apta para
ser usada en un ensayo de proliferacion.

Tabla IV.3: Efecto de 1a concentración de SFB sobre el
crecimiento de células Eafb

Node células (x 10-3) + S.E.
Tiempo _

(hs) 5% SPB 2% SPB 1% SFB

24 109 i 3 110 i 2 75 1 1
48 215 i 11 117 i 2 63 i 2
72 357 i 11 138 1 1 65 i 3
96 362 i 10 143 1 3 41 1 2

Desde los resultados expresados en 1a Tabla IV.3,
se decidió que la concentración óptima de SFBpara mantener
a las células Eafb en estado quiescente era del 2%. Con 5%
de SFBse produce una notable proliferación celular,
mientras que una concentración del 1% de SFB es
insuficiente para mantener a las células en cultivo.

Tabla IV.4: Ensayo de los medios condicionados sobrecélulas Eafb.

Muestra No de células Contenido en
por placa proteínas por

_ placa (mg) N
x 1 S.E. X i S.E.

Control l 134,66 i 5,10 92,1 i 2.1 9
Control 2 143,55 1 3,21 95,3 i 1.7 9
M3 —sc 183,22 i 2,40 118,2 i 0.8 9
MM3-sc 241,22 i 4,17 155,6 1 1.9 9
M3-p 242,11 112,51 146.2 i 1.2 9
MM3-p 259,33 i 6,33 161.2 i 1.9 9
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Control l: PBS
Control 2: Mediocondicionado por fibroblastos de ratón.
M3-sc. : Medio condicionado por células M3 (tumor prima­rio)
MM3-sc. : Medio condicionado por células MM3 (tumor pri­mario)
M3-p : Medio condicionado por células M3 (metásis pul­

monar)
MM3-p : Medio condicionado por células MM3(metástasis

pulmonar)

Los resultados expresados en la tabla IV.4 fueron
analizados con un Anovaunidireccional. Se realizaron
contrastes entre los distintos grupos experimentales por
método de Bonterroni. Los valores críticos se buscaron en
una tabla de distribución 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, unatendencia hacia el incremento en la actividad mitogenica
cuando se ensayan medios condicionados por células del
tumor primario M3 (M3sc). En cambio, la proliferación
inducida por medios condicionados MM3sc, difiere
significativamente con respecto a los controles (p<0.01).

Cuando se analizan los resultados obtenidos a1
ensayar medios condicionados por células metastásicas, se
demuestra que el medio condicionado M3-p induce una
actividad mitogénica significativamente diferente con
respecto a los controles (p<0.01) y también con respecto al
tumor primario (M3sc), (p‘0.05). Por otro lado, el medio
condicionado MM3pinduce 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 y MM3sc) se encuentran diferencias
significativas en la actividad mitogénica (p<0.05), lo que
demuestra [un aumento en la capacidad de inducir
proliferacion de celulas endoteliales en el tumor mas
metastásico (MM3sc).

La diferencia en los resultados obtenidos al
ensayar medios condicionados M3sc y M3p (p<0.01), puede
estar indicando la presencia, en el tumor primario, de una
población con mayor actividad angiogénica que sería la que
predomina en el foco metastásico.

En el tumor MM3, en cambio, los valores de
actividad proliferativa sobre células endoteliales se
mantienen relativamente constantes y no se diferencian
entre el tumor subcutáneo y la metástasis pulmonar.
Tampocodifieren en forma significativa de los valores
obtenidos al ensayar los medios condicionados por células
M3p. Dado que el tumor MM3deriva del tumor M3, se puede
suponer que en el proceso de selección se han visto
favorecidas aquellas células que, entre otras
caracteristicas importantes para el proceso metastásico,
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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l. Angiogénesis inducida por macrófagos

Cuando se inoculan macrófagos activados en la
córnea de animales singeneicos y medios condicionados por
estas células, se produce una intensa neovascularización
(l). Diversos trabajos han demostrado que esta respuesta
no está asociada con una reacción inflamatoria aguda (2-4).

Se ha demostrado además que 1a disminución en la
tensión de oxígeno estimula a los macrófagos para que
produzcan factores angiogénicos. Así, tanto los tumores,
comolas heridas, 1a inflamación o la reducción del flujo
sanguíneo, crean condiciones locales de hipoxia que
promueven 1a llegada de macrófagos; la respuesta vascular
que éstos inducen, reestablece las condiciones normales de
tensión de oxigeno y con ella se inactiva el sistema (5-6).

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

La expresión de TNP-x.por los monocitos requiere
la activación de estas celulas, por ejemplo con IPN-gammao
endotoxina.

Las plaquetas contienen TGF-Gen sus gránulos alfa
y los liberan localmente en los sitios de injuria celular;
a su vez el TGF-Gposee 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 TNFHK.
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2. Angiogénesis inducida por mastocitos

' Los mastocitos residen generalmente en 1a cercanía
de venulas y capilares maduros; además, en los procesos
que involucran un rápido crecimiento capilar tales como
inflamación crónica, psoriasis o en la vascularización 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 a1 inóculo; estas células
aparecen aproximadamente 24 hs. antes que se produzca la
llegada de capilares. Los mastocitos purificados con un
gradiente de Ficoll (90%de pureza) no inducen angiogénesis
en la MCA. Estos resultados indican que los mastocitos
facilitan el crecimiento capilar, pero son incapaces deiniciarlo (8).

2.1. Estimulación de los mastocitos sobre 1a migración decelulas de endotelio capilar in vitro.
Como se mencionó anteriormente, la migración

direccional de las células endoteliales es uno de los
primeros eventos en la formación de un brote capilar.
Cuandolas células endoteliales se incuban con lisados de
mastocitos o con medio condicionado por mastocitos, su
capacidad de migración se vé incrementada. Se ha
demostrado además que el co-cultivo de células tumorales
con mastocitos produce la degranulación de éstos y 1a
liberación de distintas substancias, histamina, condroitin
sulfato, heparina, tripsina, quimiotripsina, etc. Detodas
ellas sólo la heparina promueveen forma significativa la
migración endotelial (9).

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

La heparina puede aumentar la angiogénesis
inducida por extractos tumorales implantados en la MCAy la
angiogenesis inducida por células no neoplásicas
(adipocitos)

Mientras que la heparina no puede por si sola
1n1c1ar la angiogenesis, parece adquirir esa capacidad
cuando se une a iones Cu++ (10).

2.3. Inhibición de 1a angiogénesis con administración
combinadade heparina y corticosteroides

Generalmente se emplea cortisona para eliminar la
1nflamac1on que aparece, tanto en MCA como en cornea,
cuando se realiza el ensayo de angiogénesis. Como se
mencionoanteriormente, la cortisona no inhibe la respuesta
angiogenica. Sin embargo, si se la aplica en forma
combinada con heparina se observa una inhibición total de
la angiogénesis y la aparición de una zona avascular con
regresión de vasos sanguíneos. Cuandose coloca un filtro
embebido en esta combinación se puede comprobar regresión
vascular sobre los vasos del saco vitelino de embriones muy
jóvenes. Por el contrario, los vasos maduros, que
detuvieron su crecimiento, (MCAde embriones de 10 dias o
más) no son afectados. Este efecto antiangiogénico es
independiente de la actividad anticoagulante de la
heparina.

Los estudios realizados con fragmentos de
degradación de la heparina, demostraron que un hexasacárido
de PM1,6 kDa sin función anticoagulante posee actividad
antiangiogénica. Cuando se combina este fragmento con
cortisona, se observa inhibición de la angiogénesis
tumoral. Además, la inoculación del hexasacárido combinado
con cortisona en ratones con tumor palpable produjo
regresión de la masa tumoral (11).
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2.4. Degradación de la heparina por administración oral

Dada la imposibilidad de producir cantidades
suficientes del hexasacárido, se buscaron vias alternativas
para conseguir la degradación 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 circulación como
fragmentos pequeños. Se pudo demostrar que el tratamiento
combinado de heparina con cortisona o hidrocortisona tiene
efecto antiangiogénico. Asi se demostró que el carcinoma
de pulmón de Lewis y un carcinoma de vejiga regresionan con
un tratamiento de heparina en forma oral y cortisona s.c.,
siendo posible erradicar los tumores en el 50% de los
ratones tratados; en estos animales no se observa
recurrencia después de finalizar el tratamiento y el número
de metástasis 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 rápido
crecimiento de la masa tumoral. Esto indica que la
heparina actúa comoregulador tanto positivo comonegativo
del proceso angiogénico.

En cuanto a la cortisona, el efecto
antiangiogénico es independiente de la actividad
glucocorticoide; el ll-alfa-epicortisol, que no tiene
actividad gluco ni mineralocorticoide (por haberse
desplazado el grupo ll-hidroxilo de la posición beta a la
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 reacción de transferencia de linfocitos

normales se caracteriza por la aparición de induración,
eritema y tumefacción y representa una reacción local de
injerto contra huésped (12). Cuando se modifican las
condiciones del ensayo inoculando una dosis menor de
celulas en un huésped irradiado, se observa después de 2 ó
3 dias una respuesta vascular caracterizada por aumento en
el número de vasos sanguíneos, aparición de divaricaciones
y actividad acentuada de las células del endotelio capilar.
Esta reacción, desencadenada por la inoculación de células
immunocompetentes en huéspedes alogeneicos o
semialogeneicos, se conoce comoangiogénesis 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 nódulos linfáticos son
responsables de la inducción de la respuesta neovascular.
Por otro lado, las células alogeneicas aisladas desde
médula ósea, las células de donantes Fl inoculadas en un
huésped de la linea parental y los linfocitos singeneicos,
no son capaces de promover una respuesta angiogénica (13).

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

La estimulación de los linfocitos donores es
llevada a cabo principalmente por células circulantes del
huésped, aunque también intervienen en menor medida célulasendoteliales, las cuales expresan determinantes antigenicos
de la región I (14).

Al estudiar las distintas poblaciones
linfocitarias, se demostróque las células responsables de
inducir una respuesta vascular en el huésped son
Thy 1+; Lyt l+2—. Esto, junto con la determinación 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,
linfoadenopatías, enfermedades oculares y reacciones
inflamatorias) tengan como característica en común la
liberación de linfoquinas angiogénicas desde los linfocitos
T activados.



135

4. Aportes experimentales del presente trabajo de
Tesis al estudio de la angiogenesis inducida porlinfocitos.

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

Una de las condiciones más importantes para el
desarrollo de un tumor es la de contar con un aportelsanguineo adecuado.

Dado que las células de nódulos linfáticos
sensibilizadas con mitogenos o antígenos promueven
angiogenesis in vivo (16-17), quisimos determinar si la
presencia de un tumor es también capaz de estimular a los
linfocitos del huesped para que estos, a su vez, induzcan
una respuesta neovascular.

Para estimular a los 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 trócar se inoculó el tumor M3en forma

El tiempo de portación fue variable (de 24 hs.
hasta 25 dias).

Controles

Se realizaron tres tipos de control:
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1. Portadores de tejido normal: Se inoculó tejido normal
singeneico (riñón, glándula mamaria, músculo
esquelético) por trócar en ratones de la cepa BALB/c.
El tiempo de portación del tejido normal fue de 24 ó 48s.

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

3. Control alogeneico: ratones normales de 1a cepa
C57Bl/6, que no recibieron ningún tipo de inóculo.

Suspensiones de linfocitos

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

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

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

3. Se determinó la viabilidad de la suspensión con Trypan
Blue y se hizo recuento celular, efectuando las
diluciones necesariaá para llevar las células a unaconcentración de 4x10 en 0.1 ml de medio 199.

Inoculación 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.

Evaluación 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



137

adyacentes y la reacción vascular se observó en la cara
interior de la misma con ayuda de un microscopio de
diseccion (WILD) con un aumento de 6.4K

La reacción de neovascularización es fácilmente
detectable pues se caracteriza por un aumento en el número
de capilares y por la presencia de gran cantidad de
divariaciones alrededor de la zona de inyección.

El método empleado para cuantificar la reacción
neovascular e basó en la determinación de 1a densidad de
vasos por mm de piel. Para ello se tomaron fotografias
(diapositivos) de la piel, colocando el sitio de
inoculación en el centro de la foto. Estas fueron
proyectadas sobre una pantalla reticulada sn la que cadacuadro correspondía a una superficie de l mm. Se contó el
número 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 inoculación se determinó con la fórmula:

Eïnúmero de vasos sanguíneos en cada cuadradod:
número de cuadrados

Análisis estadístico
Los valores de densidad de vasos por mm2de piel

fueron analizados por el test t de Student.



138

ESQUEMA GENERAL DEL ENSAYO DE LA ANGIOGENESIS INDUCIDA POR
LINFOCITOS

s.c. “a tumor

€z:í;á:> Portador de<:r otejido normal

24-48 hs.

bazo

.­

4 x lO células/0,1 ml

.—.1.a. x

cí:í;;3 Receptor

t 5 días

Observación de la
respuesta vascular

‘zzz, con aumento 6,4 X
Negativa Positiva



Resultados

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

Origen de o Densidad d vasos Numero de
las celu: (N de vasos/mm de piel) sitios
las esple- _ inoculados
nicas. x i S.E.

1 2.78 + 0.06 24

2 1.51 i 0.07 25

3 2.81 i 0.09 20

4 1.53 1 0.06 20

1. ratones portadores de tumor.

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

3. ratones C57B1/6 (control positivo: combinación
alogeneica).

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

Comomuestra la tabla V.4.l, la respuesta vascular
inducida por las células esplénicas de ratones portadores
de tumor es significativamente diferente (p<o 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
(combinación alogeneica).

La reacción neovascular se caracteriza por un
aumento en el número de vasos y por cambios morfológicos
visibles, tales como tortuosidad y aparición de
divaricaciones alrededor de 1a zona del inóculo . 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 los casos la respuesta
vascular se mantuvo alrededor del mismovalor promedio.

Se comprobó así 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
portación ( 24 hs).

La angiogénesis inducida por linfocitos
singeneicos (syngeneic lymphocyte-induced angiogenesis,
SLIA); podria contribuir entonces a1 establecimiento de
una adecuada vascularización, cooperando con las células
tumorales especialmente en las primeros estadios de
portación un tumor (18).

4.2. Correlación entre la angiogénesis inducida por
linfocitos singeneicos (SLIA)gy la capacidad
metastásica

Después de demostrar que los linfocitos de
portadores de tumor son capaces de inducir una respuesta
angiogénica, resultó interesante estudiar si existían
diferencias en la reacción de SLIA entre variantes
tumorales con distinta capacidad metastásica: M3y MM3.

Materiales y Métodos

Animales

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

Suspensión de células tumorales

Se prepararon suspensiones celulares de los
tumores M3 y MM3 mediante disgregación 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.



141

Las células tumorales (lO6 en 0.l m1 de medio) se
inocularon s.c. en ratones BALB/c.

Controles

Í Se implantaron en forma s.c. fragmentos de
glandula mamaria de hembra preñada singeneica.

También se emplearon como control células de riñón
de ratones normales; las suspensiones se prepararon con la
mismatécnica seguida para disgregar las células tumorales.
Las suspensiones (106 células en 0.1 ml de medio 199), se
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 suspensión se utilizó un pull de
linfocitos preparados a partir de por lo menos 3 bazos deratones.

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

Una gota de colorante Trypan Blue se agregó a la
suspensión final para facilitar posteriormente la ubicacion
del sitio de inyeccion.

Cultivo de células esPlénicas

Las suspensiones de células esplénicas de ratones
inoculados con tumor M3ó MM3,en una concentración final
de 3x106 cel/ml, se sembraron en placas de Petri de 30mm
(Falcon). Los cultivos se incubaron a 37°C en 5%de C02
con atmósfera húmeda. La viabilidad celular de los
cultivos se determinó en algunas muestras con Trypan-Blue.
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El medio de cultivo se cambió cada 2 días.

Histología
Inmediatamente después del sacrificio, los bazos

de ratones portadores de tumor se aislaron y fijaron en
solucion de formaldehído y acido pícrico durante 18 hs.

El material fue deshidratado en etanol; después
de embeberlo en parafina, se cortaron los bazos en
secciones de Qum de ancho y se analizaron los cortos
seriados, teñidos con hematoxilina-eosina.

Ensaxo de SLIA

Las células esplénicas (4x106 en 0.1 ml de med o
199) fueron inyectadas i.d. en ratones normales
singeneicos. Estos animales fueron llamados "ratones
receptores". Cada raton recibio dos inyecciones, cada una
en la zona media de los flancos.

Cinco días más tarde los ratones receptores se
mataron con éter; la piel se separó cuidadosamente y se la
examinó bajo un microscopio de disección (wild) con un
aumento de 6.4K.

Cuantificación de la vascularización —Análisis estadístico

Se realizó de la misma forma que en el trabajo de
la sección V.4.1.
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Resultados

Tabla V.4.2.Respuesta vascular inducida en ratones
receptores

Qrigen de las Densidad de vasos Número de
celulas esplenicas _ sitios inoculados

X i S.E.
Ratones inoculados
con:

Cél. tumorales MM3 3.76¿0.13 17

Cél. tumorales M3 2.72:0.07 18

Cél. normales l.58:0.08 19

Para estudiar si la mayorincidencia metastásica
del tumor MM3 se podia correlacionar con una mayor
capacidad angiogénica se comparó 1a respuesta vascular
inducida en la piel de ratones singeneicos, por células
esplénicas activadas con células tumorales M3ó MM3.

Como se puede observar en la tabla V.4.2., la
respuesta vascular inducida por células esplénicas de
ratones inoculados con tumor MM3 está aumentada
Significativamente (P<0.001) con respecto a la respuesta
vascular obtenida al ensayar células esplénicas de ratones
inoculados con células de tumor M3. Por otra parte la
respuesta vascular inducida por linfocitos estimulados por
células tumorales (M3 ó MM3) fue significativamente
diferente de la respuesta inducida por los linfocitos de
ratones controles (p<0.001).

En' este modelo entonces, la linea tumoral con
mayor incidencia metastásica es la que posee una actividad
angiogénica superior a la de la línea poco metastásica; la
diferencia observada podria deberse a una mayor retención
de células neoplásicas en el bazo de los ratones portadores
de tumor MM3. Para descartar esta posibilidad se
realizaron cultivos celulares y análisis histológicos de
los bazos de ratones inoculados con ambos tipos de tumor;
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estos estudios demostraron la ausencia de células
neoplasicas en el momentode utilización de los bazos para
el ensayo del SLIA (18).

La generación de metástasis por las células
tumorales es el resultado final de un proceso de múltiples
pasos, cada uno de los cuales esta controlado por
propiedades de la célula metastásica y en parte también por
las linfoquinas liberadas desde los linfocitos estimulados,
capaces de generar una reacción vascular.

En este modelo, los resultados obtenidos sugieren
que el proceso metastásico podría ser facilitado por los
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 estímulo activador de las-—;celulas esplénicas
Una vez comprobada la reacción de SLIA con los

tumores M3 y MM3surgió una pregunta clave: 1a activación
de las células esplénicas se produce sólo ante la presencia
de células tumorales, o cualquier estímulo antigénico es
capaz de desencadenar una respuesta neovascular?.

Para clarificar este tema, se ensayó la reacción
de SLIA usando como estímulo inductor antígenos xeno, alo y
singeneicos.

Materiales y Métodos

Se siguió el procedimiento detallado en la sección
4.1, variando el tipo de inóculo en los ratc es portadores
(BALB/C) .

Tejidos inoculados en los ratones portadores

Estímulo xenogeneico: glóbulos rojos de carnero. Se
inocularon 10e cels en 0.1 ml en forma s.c.

Estímulo alogeneico: riñón o músculo de ratones
normales C57Bl/6. Se cortaron en pequeños fragmentos y
se inocularon en forma s.c. con el empleo de un trocar.

Estímulo singeneico: tejido embrionario: los embriones
se aislaron desde el útero, eliminando amnios y placenta
y se cortaron en fragmentos pequeños, inoculándolos en
forma s.c. con el empleo de un trócar.

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

Preparación de las suspensiones de células esplénicas
Los ratones portadores de los distintos tipos de

inóculo se sacrificaron a las 24-48 hs. de inoculados.
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l Por! otro lado se prepararon suspensiones de las
celulasíesplenicas de hembrapreñada, para determinar silos antigenos fetales son capaces de activar a loslinfocitos maternos.

Ensaxo del SLIA. Cuantificación de la vascularización

Comose explicó en la sección V.4.l.
Resultados

Tabla V.4.3. Respuesta vascular inducida en ratones
receptores

Origen de las células Densidad de vasos Númerodeesplenicas _ sitios
x 1 S.E. inoculados

l) ratones BALB/c
inoculados con:

.Glóbulos rojos
de carnero 1.62 1 0.07 18

.riñón C57 BL/6 1.71 i 0.09 14

.tejido embriona­
rio BALB/c 1.53 i 0.06 14

.tumor MM3(control
positivo) 3.72 i 0.11 14

.riñón BALB/c(con­
trol negativo) 1.59 i 0.08 14

2) hembra preñada
BALB/c 1.62 + 0.09 12

Para estudiar si la reacción de SLIA se
desencadena ante cualquier tipo de estímulo 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 ratón portador, para inducir una
reSpuesta angiogénica comopuede comprobarse al ensayar la
respuesta vascular en los ratones receptores.



147

Las células de bazo tratadas con mitógenos
(fitohemaglutinina, PHA)y las células de nódulo linfático
tratadas con antígenos, inducen neovascularización cuando
se las implanta en MCA; la 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 la respuesta
angiogénica un estímulo antigénico inespecifico.

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

Como se mencionó anteriormente, la disparidad en
el complejo mayor de histocompatibilidad provee la
estimulación esencial en la reacción de LIA; en cambio,
los resultados obtenidos con estas experiencias muestran
que la reacción de SLIAno se desencadena por disparidades
tan importantes como las que existen en una combinación
xenogeneica.

Por otro lado resulta interesante comprobar que
l l alos antigenos fetales no actuan comoinductores de SLIA,

tanto cuando se los inocula en los ratones receptores,
como cuando se ensayan 1.d. los linfocitos de hembra
preñada.

4.4. Activación de SLIA por células tumorales
formolizadas

La estimulación de las células esplénicas por la
presencia del tumor puede deberse tanto a factores
solubles liberados desde la célula tumoral, como a
componentes de la membrana celular o incluso at una
combinación de ambos. Para determinar si la activacion de
las células esplénicas se produce por la liberacion de
factores solubles desde las células tumorales, se fijaron
con formol células de tumor MM3antes de inyectarlas en
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los animales portadores. El tratamiento empleado permite
mantener en forma prácticamente inalterada lascaracteristicas generales de la membranacelular (20).

Materiales y Métodos

Animales

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

Tumor

Se estudió el efecto de la formolización sobre el
tumor MM3, ya que es éste el que induce mayor
proliferacion de celulas endoteliales (angiogénesis
tumoral) y mayor densidad de vasos en piel de ratón
(SLIA).

Control

Comocontrol se usaron células de riñón normal

Suspensiones de células tumorales MM3y de riñón normal

Se realizaron siguiendo el procedimiento
detallado en la sección V.4.l

Preparación de células formolizadas

Se trataron 1x106 céls./ml de tumor MM3lo de
riñón normal, con el mismo volumen de una solucion de
f8rmol al 0.2% en PBS y se mantuvieron durante 24 hs. a4 C. Las células se lavaron con PBS (4 lavados), se
resuspendieron en PBSy se dejaron una hora a temperatura
ambiente. Luego se centrifugaron y se llevaron a laconcentración inicial.



149

Inoculación 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.

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

Se realizaron siguiendo la metodología ya
mencionada.

Resultados

Tabla V.4.4: Respuesta vascular en los ratones
receptores

Origen de las células Densidad de vasos Node sitios
esplenicas Xi S.E inoculados

Ratones portadores de:
células de tumor MM3 3.80 i 0.14 17

idem, formolizadas 3.98 i 0.22 15

células de riñón 1.58 i 0.08 15
ídem, formolizadas 1.62 + 0.05 16

Como se observa en 1a tabla V.4.4, la reSpuesta
vascular inducida por las células tumorales formolizadas
es similar a la respuesta promovidapor células tumorales
sin tratamiento, ambas inducen una respuesta angiogénica
significativamente diferente de los controles (p<0.001).
Noexisten diferencias en la respuesta vasvular por el
tratamiento con formol en ambos grupos.

Las células tumorales tratadas con formol no
liberan factores solubles al medio, por lo tanto los
resultados expresados en la tabla V.4.4. permiten suponer



que la estimulación de las células esplénicas se debería a
algun tipo de componente de la membrana de 1a célula
tumoral y no a la liberación de factores solubles (21).

Actualmente se están realizando en nuestro
laboratorio purificaciones de membranacelular de células
tumorales, con el fin de determinar cual o cuales son los
componentes de la misma que están involucrados en la
activación de las células esplénicas.

4.5. Actividad angiggénica en los sobrenadantes de
cultivo de células esplénicas 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 inóculo de células tumorales (22, 23).

Dado que los factores angiogénicos favorecen el
desarrollo de los tumores, se pensó que la actividad
exacerbadora podria deberse, a1 menos en parte, a la
liberación de factores solubles desde los linfocitos
activados, capaces de inducir una respuesta vascular.

Materialesgy Métodos

Animales

Ratones endocriados, hembras y/o machos, de 3 a 6
meses de edad, de la cepa BALB/c, pertenecientes a1
Bioterio del Instituto "Angel H. Roffo".

Tumores

Para realizar estos estudios se empleó el tumor
813, un adenocarcinoma mamario murino de la cepa BALB/c,
con mediana capacidad metastásica en pulmón, 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 portación del tumor, los
ratones se sacrificaron por dislocación cervical. Los
bazos se extrajeron en forma estéril y se procesaron
siguiendo la metodología detallada en el punto V.4.l.
Comocontrol 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 reacción de
SLIA.

Preparación de los SCS

Desde las suspensiones de células esplénicas se
eliminaron los eritrocitos con tratamiento con NHqu 0.83%
buffer Tris pH7; las células se centrifugaron y el pellet
se lavó dos veces con medio de cultivo MEM199 (Difco).
Después del tratamiento se determinó la viabilidad con
Trypan-Blue.

Las células esplénicas (5x10?) se incubaron en 2
m1 de medio de cultivo en tubos de propileno durante 24
hs. en una atmósfera con 5%de C02 en aire. A1 finalizar
el periodo de incubación, se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10'. Los sobrenadantes (S S) se concentraron por
liofilización y se mantuvieron a 4 C hasta el momento de
ensayarlos.

Actividad exacerbadora de los SCSsobre el crecimiento
tumoral.

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se
demostró que los SCSde 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 contenían factores capaces de inducir
angiogénesis.
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Transferencia de la actividad exacerbadora de los SCSa
ratones normales.

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

Suspensiones de células esplénicas de ratones
transferidos con SCS.

Las suspensiones de células esplénicas de ratones
transferidos con SCSse realizaron siguiendo la tecnicadetallada anteriormente.

Ensayo de SLIA

Las células de bazo de ratones transferidos con
SCSy de ratones portadores de tumor S l3, se inocularon
i.d. en ratones BALB/cnormales.

El ensayo de SLIA se realizó en la formahabitual.

Cuantificación de la vascularización

La densidad de vasos sanguíneos se determinó para
cada grupo de animales segun la formula explicada en la
sección V.4.l.

Análisis estadístico
Los resultados se analizaron con el test t de

Student.
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Resultados

Tabla V.4.S.1. Respuesta vascular inducida por células
esplenicas de ratones portadores de tumor
S 13

origen de las Densidad de vasos Número de
celulas esple- _ sitios
nicas x i S.B. inoculados
Portadores de
tumor S 13 4.13 i 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
reacción angiogénica cuando se las inocula en la piel de
ratones normales singeneicos.

La respuesta vascular inducida por las células
esplénicas de portadores de tumor Sl3 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 Númerode
las esplénicas. _ sitios

X + S.E. inoculados

Ratones trans­
feridos con SCS
de:
l. portadores de 4,09 + 0.09 14

tumor S 13

2. ratones normales 1.65 i 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<0.001) de los controles.

Por otra parte, los valores obtenidos a1 ensayar
células esplénicas de ratones portadores de tumor S 13
(expresados en la tabla V.4.5.l) no difieren de los
valores de densidad inducidos por las células esplénicas
de ratones transferidos con SCSde 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 está mediada por la
liberación de factores solubles, que pueden ser
transferidos a ratones normales. Esto sugiere que algún
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 la capacidad de inducir una respuesta
angiogénica comode exacerbar el crecimiento tumoral (24).

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

4.6. Estudio de las poblaciones esplénicas
responsables de 1a liberación de factores con
actividad angiogénica.
Para caracterizar la población celular

responsable de inducir la reSpuesta vascular en el
huésped, se ensayaron los SCSobtenidos desde cultivos de
distintas poblaciones de células esplénicas de ratones
portadores de tumor.

Por otro lado se estudió 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 Comisión Nacional de Energia
Atómica. Estos animales se mantuvieron en condiciones
esteriles (en flujo laminar), dentro de cajas
autoclavadas; recibieron comida esterilizada y aguaestéril acidificada.

Tumores

Se emplearon tumores MM3y S 13.

Inoculación de tumores

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

Los ratones BALB/cnormales se inocularon s.c.
con tumor MM3 o S 13 mediante un trocar.

Suspensiones de células egplénicas
Se prepararon suspensiones de células esplénicas

con la técnica habitual.

- Estas suspensiones fueron inoculadas i.d. en
ratones BALB/cpara ensayar la reacción de SLIA, o bien se
cultivaron durante 24 hs. para preparar SCS.
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Depleción de células T por tratamiento con suero anti

Los ensayos de depleción de células T desde
suspensiones totales de celulas esplenicas se realizaron
con un anticuerpo monoclonal obtenido comercialmente (CL
8600, Cerdalane Laboratories Limited, Hornby, Ontario,
Canada). El anticuerpo se adicionó a la suspensión de
células esplénicas (1 x 107 cels/ml en medio RPMI 1640)
en una dilucáón final de 1:20; después de_una incubaciónde 60' a 4 C las células se lavaron 3 veces y se
resuspendieron en el volúmen original en medio RPMI 1640
con complemento (C' Cerdalane CL 3051, Ontario, Canadá).

l El porcentaje de células Thy 1.2 positivas secalculo como índice citotóxico (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 los ratones
portadores de tumor S 13. Las células muertas se aislaron
por resuspensión en PBS 1:20 en solución de glucosa
(buffer de baja fuerza iónica). La suspensión se pasó a
través de una pipeta Pasteur en cuyo interior se colocó
lana de nylon. Las células efluentes (viables! se
colectaron y resuspendieron en medio MEM199z Las celulas
viables se ajustaron a una concentracion de 25x10
células/m1 y se cultivaron para obtener los SCS.

. r l 1 . . aSeparac1on de celulas esplenicas por pasaje a traves
de columnas de lana de nylon.

Las columnas se prepararon empaquetando 1.5 g de
lana de nylon en jeringas de 30 m1; se autoclavaron y se
mantuvieron en forma estéril hasta el momentode usarlas.

Cada columna se sembró con 2 ml de una suspensión
de células esplénicas (5x108cels/ml aisladas desde
ratones portadores de tumor) en medio de cultivo MEM199.



157

Después de la siembra, las columnas semantuvieron durante 45' a 37 C. Las células no adherentes
fueron aisladas lavando las columnas con 30 ml de medio de
cultivo con 5% e SPB; el medio se mantuvo en
aproximadamente 37 C durante todo el proceso.

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

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

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

Preparación 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 la
incubacion.

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

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

d) células esplénicas de ratones normales.

El procedimiento seguido para preparar los SCSfue el habitual.

Transferencia de los SCS

Los SCS se transfirieron por inyección 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 esplenicas.

Se prepararon suSpensiones de células esplénicas
de ratones atímicos (nu/nu) y heterocigotas (nu/+)
portadores de tumor MM3,de ratones transferidos con SCSyde ratones normales.

Ensayo de SLIA

La técnica seguida fue la habitual.

Cuantificación de la vascularización

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

Resultados

Tabla V.4.6.l. Respuesta vascular inducida Apor células
esplenicas de ratones portadores de tumor
MM3

Origen de las cé- Densidad de vasos Número de
lulas esplenicas. x i S.E. sitiosinoculados

Portadores de tumor
MM3:
Ratones atimicos,
nu/nu 1.54 i 0.40 9

Ratones heterocigo­
tas nu/+ 3.65 i 0.23 8

Ratones normales
BALB/c 3.72 i 0.12 12

Para demostrar que la presencia de tumor estimula
a las células T a que induzcan una reacción neovascular,
se estudió la actividad de las células esplenicas de
ratones atímicos (nu/nu) y se la comparó 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 MM3no 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 inducidagpor células
esplénicas de ratones transferidos con
SCS.

Origen de las célu- Densidad de vasos Númerode
las esplénicas. _ sitios

X i S.E. inoculados
Ratones transferi­
dos con:
— SCS de ratones

normales. 1.76 i 0.08 16
— SCS de ratones

portadores de
tumor 4.16 i 0.09 16

- ídem, células
esplénicas deple­
Cionadas de célu­
las T 1.87 i 0.05 16

- idem, células
esplénicas enri­
quecidas en célu- 3.72 i 0.09 12
las T

Otro método empleado para caracterizar la
población de células de bazo responsable de la liberación
de factores angiogénicos, consistió en estudiar la
respuesta vascular inducida por diferentes poblaciones de
células esplénicas activadas in vivo por la portación de
un tumor.

Para esto, se prepararon sobrenadantes de cultivo
de suspensiones esplenicas enriquecidas en dos distintas
poblaciones celulares (celulas B o celulas T).
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Para estudiar si la actividad angiogénica de los
SCSpreparados desde ratones portadores de tumor persiste
aún despues de la depleción de las células T, las
suspenSiones de celulas esplenicas se trataron con
antisuero anti-Thy l.2+C' y luego se incubaron paraobtener los SCS.

' Para enriquecer en células T, las suspensiones de
celulas esplénicas se pasaron a través de una doble
columna de lana de nylon y las células no adherentes se
colectaron y cultivaron. Los SCSfueron luego ensayados
in VlVO.

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 población remanente,
enriquecida en células B, no son capaces de inducir una
respuesta vascular.

Los SCS preparados desde la suspensión
enriquecida en células T obtenida a través del pasaje por
columna de lana de nylon, son fuertes inductores de
angiogénesis. La respuesta vascular se detecta fácilmente
debido al aumento en el número de vasos, tortuosidad y a
la tendencia de formación de loops (25).

4.7. Rol de los macrófagos en la reacción SLIA

La reacción de SLIAes el resultado final de una
cascada de eventos que comienzan con la activacion de los
linfocitos ante la presencia de un tumor; una vez
activados, los linfocitos producen factores solubles
capaces de inducir una respuesta neovascular.
Posiblemente estos factores funcionen comomediadores del
evento angiogénico, actuando a su vez sobre otro tlpO decélulas.

Ha quedado demostrado que la activación de los
macrófagos produce la liberación de PGs; por otro lado se
observó que los macrófagos activados son capaces de
inducir angiogenesis. Dadoque las PGs estan relacionadas
con la angiogenesis tumoral, se quiso estudiar si
’participan también en 1a reacción de SLIA y si esa
participacion se produce a traves de los macrofagos.
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Para realizar estos experimentos se probó:

1- el efecto de la eliminación de los macrófagos del
huesped con carrageenan (citotoxico para macrófagos)

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

sobre la respuesta vascular inducida por linfocitos
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 cepas BALB/c v C57Bl/6,
pertenecientes al Bioterio del Instituto "AngelH. Roffo“.

Tumor

Para este estudio se emplearon tumores MM3.

Controles

Como control se emplearon riñones normales de
ratones BALB/c.

Suspensiones de células normales y tumorales
Las suspensiones celulares se prepararon segun la

técnica explicada en la seccion V.4.1.
Las células (1x106 en 0.1 ml) se inocularon en

forma s.c. en ratones normales (portadores).



Suspensión de linfocitos
A las 24 hs de la inoculación de células normales

o tumorales, los ratones portadores se sacrificaron y los
bazos se extrajeron en forma esteril.

Las suspensiones de linfocitos se prepararon con
la técnica habitual y se inocularon i.d. (4x10b /0.1m1)
en los ratones receptores.

Tratamiento de los animales receptores con indometacina

Stocks de Indometacina (Merck, Sharp y Done) de
una concentración de 10 mg/ml en alcohol absoluto se
conservaron a -20 C. Para la administración oral de los
ratones receptores, se diluyó 1/500 (20,ng/ml) y se cambió
3 veces por semana el liquido de bebida, tomando los
ratones entre 4-6 ml por día (80 a 120 mg de
indometacina). El vehículo (alcohol) se usó comocontrol
diluyéndolo hasta la concentración adecuada.

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

Tratamiento con carrageenan

24 hs y 96 hs previas a la inyección i.d. de
linfocitos, los ratones receptores fueron inoculados con
carrageenan iota (SIGMA). Las inyecciones fueron i.p. y
el carrageenan se disolvió en solución fisiológica (25
mg/lO ml) para que cada ratón recibiera 500 _pg de
carrageenan en cada dosis.

Los controles recibieron igual volúmen de
solución fisiológica.

Cuantificación de 1a vascularización

La densidad de vasos se cuantificó en la forma
habitual.
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Análisis estadístico
Los datos de densidad de vasos se analizaron con

un test t de Student.

Resultados

Tabla V.4.7.l Efecto del tratamiento de los ratones
receptores con carrageenan, sobre la
respueta vascular.

Origen de las Tratamiento de Densidad Número de
celulas los ratones de_vasos sitios

esplenicas receptores. x ¿8.E. inoculados
Ratones inyec­
tados con:

Células tumo- vehículo 3.65:0.10 12rales. ­

Células tumo- carrageenan l.80¿0.07 14rales.

Células norma- vehiculo l.58¿0.10 12les.
Células norma- carrageenan 1.62:0.09 11les.

Como se desprende desde los resultados de 1a
tabla V.4.7.1., el tratamiento con carrageenan inhibe
totalmente la respuesta vascular inducida por los
linfocitos de ratones portadores de tumor (p<0.001). Los
valores de densidad de vasos en los ratones tratados con
carrageenan no difieren de los controles.

Por otro lado el tratamiento con carrageenan no
afecta 1a 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 actúa en
forma directa sobre los vasos sanguíneos del ratón
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receptor; por el contrario, la actividad del carrageenan
se deberia a la inhibición de los macrófagos, que se
traduce en la disminución 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 la
respuesta vascular.

Origen de las Tramiento de Densidad Número de
celulas los ratones de_vasos sitios

esplenicas receptores. x i S.E. inoculados
Ratones inocu­
lados con:

—Célu1as tumo­
rales. vehiculo 3.53:0.l3 11

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

-Células norma­
les. vehiculo l.58¿0.0 9

Como se observa desde los resultados expresados
en la tabla V.4.7.2., los linfocitos de los 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 adición de indometacina en el agua que
bebieron los animales receptores bloqueó totalmente la
fuerte respuesta angiogénica inducida por los linfocitos
de portadores de tumor. Dado que la indometacina inhibe
la sintesis de PGs, los resultados obtenidos en estos
ensayos indican que en la reacción de SLIA las PGs juegan
un rol importante como mediadoras de la respuesta
neovascular (26).
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Desde estas experiencias podemosconcluir que los
macrófagos intervienen en la reacción de SLIA, ya que su
depleción por tratamiento con carrageenan inhibe el
desarrollo de una respuesta vascular. Los macrófagos
activados constituyen una de las fuentes principales de
liberación de PGs; el bloqueo de la sintesis de PGs por
tratamiento con indometacina impide 1a aparición de una
respuesta angiogénica.

Posiblemente entonces los macrófagos activados
induzcan neovascularización a través de 1a liberación de
PGs, las cuales, como ya hemos hecho referencia, tienen
actividad angiogénica in vivo (26).
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l. El proceso angiogénico

La proliferación 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 reparación de heridas y fracturas; el sistema
reproductor femenino constituye un caso excepcional, ya que
en cada ciclo estral se desarrollan vasos sanguíneos tanto
en el folículo ovárico como en el cuerpo lúteo. Estos
periodos de actividad angiogénica normal son relativamente
breves y se encuentran muybien regulados.

Por el contrario, la angiogénesis en condiciones
patológicas evade los mecanismosde control y lleva a la
formación de una red vascular anormal, que frecuentemente
agrava la evolución del cuadro clinico. '

En condiciones normales las células endoteliales
son marcadamente quiescentes; sin embargo, ante un

f . t . n n nestimulo angiogenico migran y proliferan en forma activa
siguiendo una secuencia ordenada de eventos. El primer
paso de esta secuencia consiste en la activación de la
celula endotelial, que se manifiesta a traves del aumento

l Í n Ien el numero de organelas, de la SlnteSlS de enZimas con
actividad proteolitica (colagenasas, activador de
plasminogeno, etc.) y de la aparicion de proyecciones en la
membranaplasmatica. A continuacion la membranabasal es
degradada localmente por la acción enzimática y las células
endoteliales comienzan a migrar formandobrotes vasculares
que se anastomosan entre si dando origen a los loops. Los
nuevos capilares son rodeados por pericitos, que se ¡unen
fuertemente a la superficie abluminal de la celula
endotelial. Por último las células endoteliales sintetizan
los componentes de 1a membranabasal liberando en primer
lugar laminina y luego colágeno tipo IV.

1.2. Factores que influencian el crecimiento vascular

Si bien en un principio se pensó que la
angiogénesis resultaba de la acción de un factor soluble
sobre un tipo celular especifico (endotelio), hoy se sabe
que en la iniciación del proceso de neovascularización



intervienen múltiples factores que actúan en diferentes
niveles y desencadenan la proliferación de los vasos
sanguíneos. Consideraremos aqui aquellos que tienen mayorinfluencia sobre el desarrollo vascular: interacciones
celulares, matriz extracelular, GFs con actividad
angiogénica y otros moduladores importantes de la respuestaneovascular.

1.2.1. Interacciones celulares
Las interacciones entre células endoteliales

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

Se ha postulado además que los pericitos son
capaces de suprimir la proliferación de las células
endoteliales. La neovascularización se caracteriza a
menudopor la ausencia de pericitos, lo que puede
comprobarse tanto en 1a fase proliferativa de la
retinopatía diabética comoen la vascularización tumoral;
por otro lado en los hemangiomas se observan escasos
pericitos.

La proliferación de las células de endotelio
capilar es inhibida por co-cultivo con pericitos o células
musculares lisas, sin embargoel medio condicionado por
estas células no tiene ningún efecto sobre el crecimiento
endotelial; en base a estos resultados se postula un
mecanismo inhibitorio mediadopor el contacto intercelular
(2).
1.2.2. Matriz extracelular

Para el propósito de esta discusión consideraremos
comomatriz extracelular al conjunto de tejido conectivo
intersticial y componentes de la membrana basal. Esta
definición incluye tres tipos de moléculas: a) colágenos,
tipo IV en la membrana basal y tipos I y ,III en elconectivo intersticial; b) moléculas de adhesion distintas
del colágeno: laminina, fibronectina, etc., c)
proteoglicanos/glicosaminoglicanos, tales como heparan
sulfato, ácido hialurónico, condroitín sulfato.



El comportamiento de las células del endotelio
microvascular se ve afectado por la composición de la
matriz extracelular. Las células endoteliales, cultivadas
en placas cubiertas previamente con colágeno tipo IV, se
organizan formandoestructuras tubulares; sin embargo si
el substrato es de colágeno tipo I ó II, las células
proliferan formando una monocapay ocasionalmente aparecen
estructuras tubulares después de un periodo prolongado decultivo (3-8).

La laminina, por su parte, es uno de los
componentes de la MECque favorece en mayor medida el
crecimiento de las células de endotelio capilar. Como se
mencionóen el capítulo I, la laminina interviene en la
unión de las células endoteliales con el substrato de
colágeno a través de los dominios globulares de los brazos
cortos; el sitio de unión al heparán sulfato se encuentra
en el dominio globular terminal del brazo largo, mientras
que la interacción con la célula se realiza a través de una
proteina de la membranaplasmática. Las propiedades de 1a
laminina sugieren que actuaria comomolécula mediadora en
la unión entre las células y los componentes de la membranabasal.

La fibronectina y la fibrina son dos de las
moléculas de adhesión mejor caracterizadas con respecto al
comportamiento del endotelio frente a un estimulo
angiogénico. Distintos trabajos han demostrado la
importancia de la fibrina en el proceso de angiogénesis
tumoral (8-9). Los estudios de McAuslan, por otro lado,
permitieron comprobar que la fibronectina actúa como una
señal para desencadenar 1a migración de las células
endoteliales frente a un estimulo angiogénico (10); por
otro lado los niveles de fibronectina aumentan en
asociación con el crecimiento de las células endoteliales y
con la formación de capilares durante la reparación de las
heridas (ll). Probablemente la migración de las células
endoteliales no se deba a una respuesta quimiotáctica, sino
a una respuesta haptotáctica frente a los niveles de
fibronectina (12). La haptotaxis es 1a estimulación de un
movimiento celular direccional debido a gradiantes de
adhesión a componentes del substrato; diversos trabajos
han demostrado el rol de la fibronectina y de 1a laminina
en la haptotaxis de una gran variedad de células tumorales
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y normales (13-15), habiéndose comprobado además que la
fibronectina posee dominios especificos que promueven lamigracion haptotactica de distintos tipos celulares (16).

El rol de los protcoglicanos o glicosaminoglicanos
en la angiogénesis es de alguna manera paradójica. La
heparina aislada desde sobrenadantes de cultivo de
mastocitos estimula la migración de las células de
endotelio capilar y además promueve la aparición de una
respuesta angiogénica en MCA (17). El efecto de la
heparina en la angiogénesis no está 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 acción combinada de heparina y.
glucocorticoides tiene capacidad inhibitoria sobre la
angiogénesis e induce 1a regresión de capilares en
desarrollo de la MCAde embriones jóvenes (20-21).

Otro de los glicosaminoglicanos estudiados en
relación con la angiogénesis, el ácido hialurónico (HA),
tiene una marcada actividad reguladora del desarrollo de
los vasos sanguíneos (22). Mientras que el HA nativo
inhibe la proliferación de las células endoteliales, los
fragmentos obtenidos por digestión con hialuronidasa son
fuertes inductores de angiogénesis in vivo y favorecen 1a
proliferación y la migración de células endoteliales in
vitro (ver capitulo II).

1.2.3. GFcon actividad angiogénica.
Hasta el momento se han aislado varios GF con

actividad angiogénica, tanto desde células neoplásicas como
desde células normales. Estos GFpueden ser clasificados
en base a su capacidad de unirse a la heparina; así surgen
dos grandes grupos: GFangiogénicos con afinidad por la
heparina y GFangiogénicos sin afinidad por la heparina.
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1.2.3.1. GFcon afinidad por la heparina

Dentro de este grupo, e] análisis bioquímico
mediante el estudio de perfiles de elución, secuenciación
de aminoacidos, reacciones inmunológicas y unión a
receptores celulares específicos permitió establecer que
estos GFs son similares al FGFy pueden ser incluídos
dentro de dos tipos: GF tipo FGFay 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 capítulo II).

Tabla V1.1: Clasificación de GFcon actividad angiogénica
gue presentan afinidad por la heparina.

Tipo GF

FGFa ECGF 04
EDGF II
GFs aislados desde: retina

astroglia
médula

FGFb ECGF fi
EDGF I
CDGF y ChDGF
GFsaislados desdezpituitaria

cerebro
hipotálamo
riñón
placenta
cuerpo lúteo

La heparina se une con gran avidez a las células
endoteliales a través de receptores de membrana
especificos; la unión de los FGFs con la heparina
favorecería la concentración de estos GFalrededor de 1a
célula endotelial. Dado que en las células tumorales e
inflamatorias se detecta actividad heparinasa, se postula
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que la degradación enzimática de la heparina permitiría 1a
liberacion de estos GFen la proximidad de las células en
las que ejercen su efecto biológico.

1.2.3.2. GFsin afinidad Apor la heparina.

r 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: TAP, ESAF,
angiogenina, etc, (ver capítulo II). El ESAFes capaz de
activar la procolagenasa sintetizada por fibroblastos y de
esa manera promueve la degradación de colágeno de la
membranabasal. Las células endoteliales producen
colagenasas y elastasas, que difunden en la MEC. Estas
enzimas se encuentran en estado latente y son activadas por
el ESAFfavoreciendo la formación de canales en 1a MEC, a
través de los cuales pueden migrar las célulasendoteliales.

Los TGFs, por otro lado, son liberados tanto desde
células embrionarias y células tumorales, como desde
linfocitos y macrófagos activados. Se los puede
diferenciar en dos tipos TGFd, con actividad anqiogénica
in vivo e in vitro y TGF¿>,cuya actividad angiogénica in
vitro está mediada por la activación del sistema
monocito-macrófago, favoreciendo la liberación de factores
mitoqénicos desde macrófagos activados y estimulando la
producción y acumulación de fibronectina y colágeno en
células normales y tumorales.

1.2.4. Otros moduladores de la respuesta anqiogénica.

Distintos moduladores intervienen en la aparición
de una reSpuesta vascular. Entre ellos, los mas estudiados
son el TNF, el PA, las PGs y los iones Cu**.

El TNF liberado desde macrófagos activados actúa
comomediador pleiotrópico con interesantes efectos sobre
la citotoxicidad tumoral y sobre las reacciones
inmunológicas. Este factor tiene actividad angiogénica in
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vivo y estimula 1a formación de estructuras tubulares
("vasos") cuando las celulas endoteliales se plaquean sobre
un substrato de colágeno.

El PA favorece la degradación del colágeno a
través de un primer paso en el que el plasminógeno
(inactivo) se convierte en plasmina, que a su vez activa la
procolagenasa transformándola en colagenasa.

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

El aumento en la concentración de iones Cu++
promuevela redistribución de fibronectina sobre la
superficie de la célula endotelial y con ello genera un
estimulo que favorece 1a migración de dichas células.
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2. ¿portes del presente trabajo de Tesis al estudiode la angiogenesis.

La neovascularización es un fenómeno común a
diferentes estados normales y patológicos, que se activa
por estímulos diversos, tales comolos cambios metabólicos
en la diabetes, la tensión de oxigeno el O; en la
fibroplasia retrolental, los productos de reacciones
inflamatorias y en general los distintos factores
angiogenicos liberados tanto desde tejidos normales comotumorales.

Cualquiera sea el estimulo que desencadena la
respuesta vascular, las células endoteliales parecen tener
un programa especifico de proliferación, que se cumple
según una secuencia ordenada y lleva a la formación de
nuevos vasos sanguíneos.

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

2.1. Estudio de la angiogénesis tumoral
Mediante una técnica de evaluación sencilla in

vivo, como es el ensayo de la actividad angiogénica en MCA,
demostramos en primer lugar que los tumores primarios (M3y
MM3)y las metástasis pulmonares respectivas, son fuertes
inductores de angiogénesis, superando en todos los casos el
85%de resultados positivos. La respuesta neovascular en
la MCAse 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 observada alrededor del
implanto tumoral indico la existencia de una notable
actividad inductora de angiogénesis en todos los tumoresestudiados.
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Í Una vez comprobada la existencia de actividad
angiogonica tanto en los tumores primarios como en las
metástasis pulmonares respectivas, nos abocamos a1
aislamiento de la fraccion responsable de la actividad
angiogenica. A lo largo del proceso de extracción se
probaron las distintas fracciones sobre MCA. Si bien no se
emplearon técnicas de purificación y de caracterización
posteriores que ayudaran a una mejor identificación del
factor angiogénico, pudimos demostrar que la fracción
citoplasmática correspondiente a un PMaproximado de 90 kDa
era la única capaz de inducir angiogénesis en MCA.

Dado que uno de los puntos de interés para
nosotros era comparar la actividad angiogénica de dos
tumores con distinta capacidad metastásica (M3 y MM3),
necesitábamos 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 bovina; los resultados se expresaron en
funcion del incremento en el numerode 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 proliferación celular, observándose sólo una leve
tendencia al incremento en el número 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 metástasis de ambos tumores (M3p y
MM3p)promuevenactivamente la proliferación de las células
endoteliales. Estos resultados parecen estar indicando la
presencia, en el tumor primario de origen (M3-sc), de una
población celular con mayoractividad angioqénica, que
predominaria en el foco metastásico (M3p). Dado que el
tumor MM3se obtuvo por transplante s.c. de las metástasis
pulmonares del tumor M3, se puede suponer que en el proceso
de selección fueron favorecidas aquellas células que, entre
otras caracteristicas importantes para el proceso
metastásico, 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 una gran
variedad de moduladores que favorecen tanto la migración
comola multiplicación de las células endoteliales. Para
determinar si los linfocitos están involuCrados en el
desarrollo vascular de los tumores, aislamos las células
esplénicas de ratones portadores de tumor y ensayamos la
actividad inductora de neovascularización en un huésped
normal singeneico. Los resultados de estos estudios
demostraron que los linfocitos, 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 reacción
de SLIAa distintos tiempos de portación de tumor, desde
las 24 hs. de realizada la inoculación, hasta 30 dias de
portación, con el fin de estudiar si existían variaciones
en la respuesta vascular a lo largo de la evolución del
tumor. En todos los casos la respuesta angiogénica se
mantuvoprácticamente sin diferencias en los valores de
densidad, los que aumentaron sólo levemente a medida que
transcurrió el tiempo de portación; 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 portación.

Una vez comprobado que las células esplénicas
activadas por la portación de un tumor son capaces de
inducir una respuesta neovascular y siguiendo con el
estudio sobre las diferencias en la angioqénesis entre dos
tumores con distinta capacidad metastásica, nos resultó
interesante estudiar si existían diferencias en la reacción
de SLIAentre ambas variantes tumorales.

Las células metastásicas son capaces de
desprenderse desde el tumor primario, invadir los tejidos
adyacentes, alcanzar el torrente sanguíneo o los vasos
linfáticos que las transportan en general hacia zonas
distantes y formar focos de crecimiento secundario. La
sobrevida de las células después de haber entrado en la
circulación depende de la capacidad de invadir o extravasar
el endotelio capilar y establecer un lecho vascular
adecuadopara la proliferación celular; los factores que
promuevan la vascularización favorecerán entonces tanto el
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desarrollo del tumor primario comola dispersión de las
celulas metastasicas en el torrente sanguíneo y el
establecimiento de un nuevo foco de crecimiento tumoral.
Para estudiar los distintos factores involucrados en este
proceso, resulta apropiado comparar el comportamiento de
celulas de un tumor altamente metastasico y de las células
del tumor de orígen, con baja capacidad metastásica.

El modelo experimental obtenido por el Dr.
Colomboen el Instituto de Oncologia Angel H. Roffo
resulta muy útil para estudiar las distintas propiedades
asociadas con la aparición y el desarrollo de las
metástasis. Nospareció entonces interesante estudiar si
la capacidad metastásica de los tumores M3y MM3se podia
correlacionar en forma directa con la actividad angiogénica
inducida por los linfocitos estimulados.

Los resultados obtenidos sugieren que en este
modeloel proceso metastásico podria ser facilitado por los
lifocitos estimulados, los cuales actuarian sinérgicamente
con las células tumorales promoviendoel desarrollo dellecho vascular.

Con el fin de determinar cual es la población de
células esplénicas que se activa por la presencia del
tumor, tratamos las suspensiones con antisuero anti-Thy
1.2, o bien las 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 inducción 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 y las
provenientes de ratones heterocigotas indujeron una
respuesta angiogénica similar a los controles positivos de
la reacción. Desde estos resultados concluímos que en la
reacción de SLIA los linfocitos T son responsables de la
inducción de la respuesta vascular.
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I Una vez comprobadoque los linfocitos estimulados
por celulas tumorales son capaces de inducir angioqénesis,
quedaba aún por estudiar si esta activación se producía
exclusivamente por las células tumorales o bien si
cualquier estímulo antigénico era capaz de desencadenar una
reaccion neovascular en el sistema de SLIA. Para responder
a esta pregunta inoculamos distintos tipos de estímulos
antigenicos en los ratones portadores y ensayamos la
actividad de los linfocitos en ratones normales,
demostrando que no se produce respuesta angioqénica aún
cuando se inoculen antígenos xenogeneicos. Estos
resultados indican que la inducción de una respuesta
vascular desde linfocitos activados es un proceso altamente
específico, que podría estar mediado por antígenos
tumorales que se encontrarían ausentes en células normales,
tanto adultas comoembrionarias.

Para determinar cual es el mecanismode activación
de los linfocitos ante la presencia de células tumorales,
fijamos células MM3con un tratamiento suave con formol.
Los estudios de immunización han demostrado que las célulastumorales formolizadas retienen sus características de
membranay su antigenicidad, son relativamente fáciles de
preparar y pueden mantenerse sin alteraciones durante
varios meses. Al ensayar dichas células en la reacción de
SLIA pudimos comprobar que la respuesta vascular se
mantenía en los mismos valores que los controles sin
tratamiento, lo que nos indicó que la estimulación de los
linfocitos se produce por componentes de la 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 membranacelular de tumores
para caracterizar la fracción responsable de estimular a
los linfocitos para inducirlos a desarrollar una respuestavascular.

Por otra parte, para estudiar si los linfocitos
liberan factores solubles con actividad angiogénica,
ensayamos la reacción de SLIAcon sobrenadantes de cultivo
de células esplénicas aisladas desde ratones portadores de
tumor Sl3 y comprobamosque estos sobrenadantes son capaces
de inducir una respuesta neovascular cuando se los
transfiere a ratones normales singeneicos.
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A1 estudiar el efecto del carraqeenan sobre la
reacción de SLIA, comprobamos que la depleción de
macrófagos inhibe completamente el desarrollo de una
respuesta angiogénica. Esto nos indicó que los macrófagosactuan como mediadores del mecanismo de SLIA.

Dado que los macrófagos activados liberan PGs y
que estas tienen actividad angiogénica, nos propusimos
estudiar si las PGsestán involucradas en la reacción de
SLIA; para ello inhibimos 1a síntesis de PGs en los
ratones receptores con indometacina. Los resultados de
estos ensayos nos demostraron claramente que la respuesta
vascular depende de la liberación de PGs desde los
macrófagos, dado que el tratamiento con indometacina inhibe
completamente la formación de nuevos capilares.

Desde nuestros resultados se desprende que los
linfocitos activados por la portación de un tumor liberan
linfoquinas con actividad angiogénica. Estas linfoquinas
inician una cascada de eventos que desembocan en la
aparición de la respuesta noovascular.
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3. Modelojropuesto para explicar las interacciones
gggge . los disgintos moduladores de 1a
respuesta angiogénica.
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