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INTRODUCCION

La tumorigénesis es un proceso que involucra varias ctapas, en las cuales las
alteraciones géneticas se van acumulando para producir finulmente el fenotipo neoplisico.
El proceso tumorigénico puede estar precedido por una hiperproliferacion de células, algunas
de las cuales pueden dar origen a una expansion clonal formando una pequefia ncoplasia
benigna (adenoma).  La progresion  del adenoma @ carcinoma esta  marcada por un
incremento  gradual en el tamaio del tumor, la adquisicion de una citologia atipica, la
pérdida de la caracteristica de inhibicion por contacto, ¢l crecimicnto desmedido ain par
encima de las células normales vecinas y la invasion de la membrana basal (38).

Muchas de las terapias con agentes quimicos estan enfocadas a inhibir directamente la
proliferacion de las células neoplasicas, sin cimbargo, debido a la heterogencidad tumoral las
células que componen un wmor difieren entre otras caracteristicas en su capacidad para
formar metdstasis y en su respuesta frente a fiirmacos anticancerigenos. lo que dificulta
encontrar un farmaco Jue sea efectivo contra todas las células tumorales.

Por otra parte muchos tumores no responden a agentes quimioterapéuticos de novo o se
hacen resistentes al tratamiento. lsta resistencia es lo que obliga a la bisqueda de
alternativas para evitar el crecimiento neoplasico, una de ¢stas cs la inhibicion de la
angiogénesis. La angiogénesis es ol mécanismo por medio del cual se forman nuevos
vasos sanguincos dirigidos hacia el wmor. La no formacion de ¢stos vasos trac como
consectienciat:

}.- Que el tumor no puede recibir los nutrientes necesarios para su crecimiento
2.~ Se elimina ung rutit muy importante para la diseminacion de células tumorales
3.~ Seelimina la formacion de metastasis.
Debido a que en condiciones normales a angiogénesis no se Heva a cabo en los adultos

( excepto en o ovulacion. en la formacion de la placenta. en la embriogénesis, en la
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menstruacion y en cf proceso de curacion de una herida). se vislumbra coma un tema de
estudio en la biisqueda de nuevos farmacos que pucdan inhibirla,

La terapia antiangiogénica inhibe la formacion de metdstasis y evita que la masa tumoral
crezea por cncima de Tem3. Al limitar ¢l crecimiento, ef tumor se extrae quirurgicamente y
al "eliminar” las metistasis tenemos un rango de seguridad de que el cdncer no se volverd a
presentar.  Isto es 1o que hace de ¢ésta terapia una opcidn muy viable en ¢l tratamiento del
cancer,

E! presente trabajo esta encaminado a la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos
que pucdan inhibir la angiogenesis y por consecuencia la formacién de metdstasis.  Se ha
visto que farmacos con estructura parecida a la heparina y que son altamente sulfatados
pueden inhibir la angiogénesis (18). Los farmacos probados son del tipo hepardn sulfato
(cumplen con las caracterfsticas antes mencionadas) por lo que penso que tendrian un efecto

antiangiogénico,



OBJETIVO

« Estudiar ¢l posible efecto antiproliferativo de los firmacos hepardn sulfato Hy, Hp, H3 y

Hy sobre las lincas celulares tumorales humanas SK-Met 28 y K-562.

« Estudiar cl posible efecto antiproliferativo de los fannacos heparin sulfato Hy, Ha, H3 y

Hg  sobre células endoteliales de capilar de cercbro bovino (A023BBEp7) cultivadas

en presencia de medio acondicionado por cétulas tumorales (SK-Mel 28 y K-562).



HIPOTESIS

Los heparin sulfato se unen a factores de crecimiento liberados por las células tumorales

bloqueando su unidn a la membrana de la célula, lo que inhibe su proliferacion.
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CANCER.

El estudio cientifico del cancer, se remonta a 1775 cuando Sir  Percival  Plou
observd que en hombres que trabajaban como deshollinadores habia una alta taza de
mortalidad debido al cancer de escroto (1),

Desde hace mas de 20 aios. la biologia molecular ha revelucionado la investigacion
en cidncer.  Ahora se sabe que los mecanismos de  oncogénesis por carcindgenos no
virales y retrovirus tiene las mismas bases moleculares, y que en un principio, cualquier
gen que codifica para un  factor de  erecimiento. un receptor, una moléeula de
sefalizacion intracelufar o una proteina que regula la transcripeion puede ser considerada
£omo un proto-oncogen en potencia.

La mayoria de los tejidos son diferenciados, esto es, han desarrollado  una
apariencia y funcion especializada.  Durante ¢l proceso de  diferenciacion, las células
generalmente pierden su capacidad proliferativa, pero muchos tejidos retienen una fraceion
de células germinales no diferenciadas las cuales podrian dividirse para reemplazar a las
células maduras. Parcce ser que la mayoria de los canceres se originan de tales
células precursoras o germinales (2,33)

Un wmores un complejo ccosistema que comprende células de varios tipos en
contacto con la matriz extracelular. Entre estos tipos encontramos:
1.-Células neoplisicas c¢n proliferacion que se encuentran en diferentes estadios del ciclo
célular (8. G|. Gy 6 M),
2-Las Hamadas células Go  que han detenido ¢l ciclo temporalmente pero que
pueden continuarlo mas tarde ¥

3.-Células muertas.



Dentro de la poblacion de las células neoplisicas, encontramos algunas células
parcialmente transformadas. Otro grupo de células dentro de la poblacion de células
tumorales, lo constituyen las células que pueden revertir al fenotipo no maligno. FHay
evidencia de que las células de fibrosarcnma, las células de la leucemia mieloide y los
fibroblastos transformados in vitro por el virus del papiloma o por algunos carcindgenos,
pueden revertir jn vitro al fenotipo no maligno, Esto no significa que estas células sean
normales pueden por ¢jemplo, tener aneuploidiay pueden re-revertir a c¢élulas malignas (2).

Las células hibridas constituyen la ultima subpoblacion. Se¢ ha mostrado que la
hibridacion puede ocurrir jn_vive entre células de tumores transplantados y células del
hospedero (2). Hay gran evidencia de que las células ncopldsicas de tumores
experimentales humanos y  animales de desarrollo espontaneo son  como regla  general
marcadamente heterogéncos con respecto a varias caracteristicas como son la morfologia en
secciones  de tejido, las caracteristicas del crecimiento y la morfologia en  cultivo de
tejidos, su cariotipo, la tumorigenicidad, la capacidad metastisica, la sensibilidad a
farmacos citotoxicos, la radiacion e hipertermia, la cantidad y distribucudn de receptores
de superficie celular  para hormonas, para factores de crecimientoy lectinas. Otras
caracteristicas de heterogeneidad son: la sensibilidad a  ataques del hospedero mediado
por anticuerpos especificos 'y complemento, a ataques por células T sensibilizadas, por

macrofagos o células NK y quizasala expresion de oncogenes (2, 42).

r

METASTASIS

Cuando la neoplasia primaria alcanza un tamafio de lem3, para continuar su crecimiento
necesity de  putrientes y oxigeno. Para cubrir cstas necesidades, las células tumorales
inducen la formacion de nuevos vasos sanguineos, los cuales serdan los que suministren los

nutrientes y el oxigeno necesario para que la neoplasia primaria continue su crecimiento,



ademds. estos vasos serdn la via a través de la cual las células con capacidad metastasica
llegaran al lecho vascular de un 6rgano lejano. Al crecimiento de las células tumorales en

organos distantes de la neoplasia primaria se le llama metastasis.

LAS METASTASIS Y SUIMPORTANCIA TERAPEUTICA

A pesar de los avances en la cirugia v el desarrollo de terapias coadyuvantes
agresivas para el tratamiento de neoplasias primarias, la mayoria de las muertes en los
pacicntes con caneer son causadas por cl desarrollo de metastasis(42).

Las metdstasis son clinicamente  detectadas — en aproximadamente ¢l 30% de los
pacientes a los que se les diagnostica un tumor solido. Del 20% al 30% de los
pacientes ticnen micrometdstasis ocultas o silenciosas (que no se han manifestado
clinicamente) en el momento que se esta realizando el tratamiento de la neoplasia primaria

(45).

El desarrollo de metastasis no es aleatorio, se lleva o cabo en una secuencia de pasos
que dan como resultado la formacion de las metastasis. Esto favorece I sobrevivencia y
el crecimicnto  de  algunas subpoblaciones de células que coexisten con la  neoplasia
original, por lo tanto Ins células que son capaces de originar una metdstasis son mas
resistentes a la accion de los firmacos que las células que se encuentran en la neoplasia
original. Esto hace que la quimioterapia no sea efectiva completamente, ya que puede matar
a las célutas que no son potencialmente formadoras de metistasis pero es mas dificil que
climine a las que si lo son.  Por ésta razon los investigadores se dicron a la tarea de buscar
farmacos que pudieran inhibir un proceso que fuera requerido por todas las células
(metastdsicas y no metatstasicas) para sobrevivir, proliferar y diseminarse, este proceso es la

angiogénesis(44).



LA METASTASIS Y LA MATRIZ EXTRACELULAR

En contraste con los tumores malignos, los tumores benignos tienen  una frontera
limitante circunscrita y raramente matan al hospedero a menos que un  drgano  vital  este
mecanicamente abstruido (32).  Esta frontera es la matriz extracelular, que evita que las
células neoplisicas se diseminen y formen metdstasis. Ll organismo de los mamiferos esta
compuesto de varios compartimientos tisulares separados uno de otro por dos tipos de
matriz - extracelular:  la membrana basal y el estroma intersticial (45,54). La
matriz extracclular actia como un filtro selectivo de macromoléeulas y esta involucrada
en la mitosis v ladiferenciacion (41,32). Es una estructura continua insoluble pero
flexible (41) . de tal densidad que generalmente excluye a moléculas de un peso molecular
alto y por tanto no contiene caminos preexistentes para la migracion celular (32,41).
Por csto se ha postulado que la penetracion se alcanza  por una combinacién  de
digestion  enzimdtica de los componentes  de  la matriz extracclular vy una
movilidad aumentada de las células tumorales (43). Ademas la matriz extracclular ticne
otras funciones como son: unir hormonas y  factores de crecimiento de  forma
sclectiva, dando como resultado una serie de sefales que se presentan a la célula (33).
Pur ¢jemplo, se  ha postulado que {a matriz extracelular cjerce influencin meednica y
quimica en fa forma y en la bioquimica de  la célula (32,33) por medio de receptores
de la membrana plasmitica (32) v que las interacciones bivquimicas  entre la matriz
extracclutar v las células nommiles pueden estar alteradas en la neoplasia, ¢ influir de esta

forma cn fa profiferacion ¢ invasion del thmor(32),



COMPONENTES DE LA MEMBRANA BASAL

Para la mayoria de los tejidos, las  cclulas  parenquimales del drgano secretan y
ensamblan los componentes de la membrana basal (41). La membrana basal ¢s un tipo
diferente  de matriz extracelular que separa las células parenquimales de un organo del
estroma intersticial. Es una malla de  coligeno tipo IV, glicoproteinas especificas
tales como la laminina y la entactina, ¥ los protcoglicanos hepardn sulfato (3231). La
cantidad de estos componentes y la presencia o ausencia de fibronectina, es diferente cn la
membrana basal de diferentes tejidos (32).

La membrana basal gencralmente existe como una interface entre  diferentes tejidos.
Por esto, las células tumorales deben interactuar con ésta cn los limites entre dos
tejidos, por ejemplo, cuando ocurre la invasion a los tejidos nervioso, muscular. y adiposo,
al invadir el cercbro, al entrar al espacio alveolar o bien al invadir las glandulas. La
excepcion a la regla la constituyen los senos hepiticos del adulto, que no contienen una
membrana basal formada. Las células tumorales entran al higado por la vena porta ( por
ejemplo, derivadas de un cincer de intestino), de esta mancra, no necesitan cruzar una
membrana basal para invadir ¢l parénquima hepatico (32).

Los desordenes benignos con desorganizacion  epitelial o proliferacion,  estin
usualmente caracterizados por una membrana basal continua que separa ¢l epitelio del
estroma. En contraste. los carcinomas  invasivos presentan, una membrana  basal
defectuosa (41,32,45). La membrana basal es también defectuosa alrededor de  las
células tumorales en  los nodulos linfiticos y en los organos con metastasis, Estos
defectos pueden ser las etapas tempranas de la progresion  hacia un carcinoma  invasivo
debido a que en las zonas de la microinvasion, la membrana basal esta marcadamente
fragmentada o ausente (41, 32).

La perdida de la membrana basal puede ser debida a una disminucion de la sintesis

o del cnsamblaje de los componentes secretados.  Alternativamente, la pérdida puede
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deberse a un incremento en el recambio causado por las proteasas que son sintetizadas por
las células tumorales.

Parece ser que las células epiteliales y parenquimales que se  encuentran
proliferando requieren una membrana basal para anclarse y crecer. En cambio, las células
de un tumor invasivo pierden tal requemicnto (41),

En la invasion tumoral, las células neopldsicas intcractian con diversos componentes de

la matriz extracelular como son los que sc mencionan a continuacion:

LAMININA

La laminina es la mayor glicoprotcina de la membrana basal. La unién de la laminina
ala superficie de las células pucde ser a receptores especificos de alta afinidad, o a
glicolipidos de la membrana con baja afinidad. Esta proteina regula una amplia variedad de
fendmenos bioldgicos, incluyendo la union de la célula a la membrana basal (anclaje). el
crecimiento, la morfologia y Ia migracion celular (41). se encuentra exclusivamente en la
membrana basal y es producida por las células normales de dicha membrana (32).

La laminina es una molécula en forma de cruz con tres brazos cortos y uno largo (Fig.1).
‘Todos los brazos tienen una region terminal globular constituida por carbohidratos, y
cuya funcion no se conoce, La interseccion de los brazos cortos de la cruz contiene
numerosos chlaces disulfuro y es relativamente resistente a la accion de las proteasas. Esta
region contiene ¢l sitio de union para el receptor de laminina. La molécula nativa de
laminina por medio de las regiones globulares promucve la unidn a los sulfatos de la
membrana basal y al coligeno. La region globular del brazo largo de la laminina contienc

un sitiode union a la heparina . (Fig. 1)



¢o # : Sitio de unidn para el colageno
tipo IV.

_L_: Sitio de uni6n para el receptor de
o o laminina en la célula tumoral

: El brazo largo es el sitio de unién
para los proteoglicanos.

Figura No. 1. Estructura de la laminina. (32)

Los receptores para la laminina pueden estar alterados  en mimero o grado de
ocupacion en los carcinomas humanos. Por ejemplo, se ha visto que los carcinomas de
colon y de mama contienen un gran nidmero de receptores de laminina expuestos pero no
ocupados comparados con las lesiones benignas, asi las células pueden interactuar con la
laminina presente en la membrana basal, adherirse a ella y comenzar el proceso de invasion,
La alteracion en los receptores para la laminina pucde ser un resullado indirecto de la
defectuosa organizacion de la membrana basal en los carcinomas.  En modelos animales
Terranova y cols, 1981(41). seleccionaron células tumorales por su habilidad de union por
medio de la laminina, las células que se unian con mayor afinidad a la laminina produjeron
10 veces mas metdstasis después de  una inyeccion intravenosa (i.v.). comparadas con las
que se unian con una baja alinidad.

El receptor de lamining juega un papel en la metastasis hematégena al menos
por dos mecanismos (41.15).:
I.- 8i el receptor no esta ocupado, puede ser usado por la célula para unirse directamente a
la laminina del hospedero,
2.- St ¢l reeeptor esta ocupido con lamining, la célula puede utilizar la superficie  de la

Taminina  como un puente de union a travds de las regiones globulares terminales.



Un fragmento de  laminina que se une  al  receplor,  pero que ha perdido s

regiones globulares terminales inhibe ambos mecanismos (41),

COLAGENO

El coldgeno tipo IV ¢ ¢f esqueleto estructural de la membrana, Es  un importante
sustrato porque constituye el andamiaje sobre ¢l cual los otros componentes de la matriz
son ensamblados (41). Las eélulas epiteliales se unen por medio de las proteinas de anclaje
como la taminina y la fibronectina a las moléeulas de colageno, estas proteinas de anclaje
forman un pucnte entre la superficie celular v ¢l coldgeno de la matriz. De esta forma, la
influencia del coligeno  sobre la célula s indirecta a través de los componentes de la
matriz que estdn en contacto directo con la célula (33)

Los colagenos tipos IV vy V estin asociados a la membrana basal y no  son
suceptibles  al ataque de lus  colagenasas intersticiales (43,45).  Las colagenasas tipo
IV cexisten en dos formas, 72-kDay 92-kDa, 'y son activas a pH neutro.  Las enzimas son
liberadas como zitmogenos y pueden ser activadas jn vitro por tripsing, plasmindgeno o por
exposicion a compuestos orginomercuriales.  Sin embargo, el mecanismo de activacion jn
vivo atin no esta claro (43).

Se ha vista que células NI 313 transfectadas que mostraron propension a Ia
metistasis, seeretaron altos niveles de colagenasa tipo IV comparado con los niveles
presentados por células NIH 313 no transfectadas o cspontincamente  transfonmadas
( tumorigénicas pero no mestastasicas). Lo que significd que la supresion de la metdstasis

trajo como resultado Ja supresion de ba colagenasa tipo 1V (41),



FIBRONECTINA
La fibroncctina es una glicoproteina (5% de CHO en peso), se puede encontrar  en la
superficic de la célula, como componente de la matriz extracelular y de forma soluble en
¢l plasma. Tiene tres diferentes dominios, uno de unidn al coldgeno. otro de unién a la
heparina, ¥ otro de unidn a su receptor en la superficie de la célula (43). In vivo, Ia
fibronectina puede servir para organizar varios componentes de la matrizy para transmitir
informacioén a la célula (32).
Dado que la fibronectina se cncuentra cn la membrana basal de los capilares, se ha
postulado que esta involucrada en la interaccion de células  tumorales  que se

encuentran cn cl torrente sanguineo con  la membrana basal de los capilares (32).

PROTEOGLICANOS
Los proteoglicanos son moléculas compuestas de  un nicleo proteico y una o mas

largas cadenas de polisacdridos no ramificadas conocidas como glicosaminoglicanos las
cuales cstin unidas covalentemente al nucleo proteico por un residuo de serina y
constituyen al menos ¢l 90% del peso del  proteoglicano,  Para un proteoglicano en
particular, (por ejemplo, heparin sulfato) el nticleo proteico puede variar de tejido a tejido,

Los proteoglicanos pueden ser un factor de especificidad tisular, ya que se ha visto
que el hepardn sulfato en la piel puede ser distinto tanto quimica como funcionalmente
del heparin sulfato en los pulmones.

Bernficld y cols,1984 (33), mostraron que los proteoglicanos tienen influencia en la
division celular.  Koda y Bemnficld (1984,33) reportaron evidencia  sugiriendo  que
algunos  proteoglicanos son moléeulas transmembranales que conectan componentes  del

citoesqueleto con  las proteinas de anclaje(33).



L.os proteoglicanos heparin sulfato son muy abundantes jn_vivo. Entre estas moleculas
encontramos:
Perlecan que se encucntra en la membrana basal,
Miembros de la familia sindecan, betaglicano, y algunas isoformas de CD44

Glipican y Cerebroglican .

Integrando la funcion estructural de los componentes de la membrana basal podemos
decir que las glicoproteinas de unién como la laminina y la fibroneetina farman un puente
entre la superficie de las células epiteliales o en el caso de una neoplasia forman un puente
entre la superficie de la célulus tumorales y otros componentes de la matriz como es el
coldgeno (32,33). Asociadas a las proteinas de anclaje  se cncuentran una o mas

proteinas, glicoproteinas o protcoglicanos(Figura 2) (33).

e

°]°]
«— Proteoglicanos
Ria e
= Proteinas de anclaje

Célulss —s [oIo

Ral

2

o

Colagena

Figura No.2. Esquematizacion de la funcién estructural de los componentes de la

membrana (33).



INTERACCION DE LAS CELULAS TUMORALES
CON LA MATRIZ EXTRACELULAR

Cuando los cientificos se dieron cuenta de que si se llegaban a conocer molecularmente
las intcracciones cntrc las células tumorales y la matriz extracelular estas podrian ser un
blanco para agentes quimioterapéuticos, se dicron a la tarea de investigarlo. De éste estudio
surgicron una seric de hipatesis, entre estas encontramios fa de Liotta y cols. (43) la cual.
describe en tres pasos la secuencia de cventos durante la invasion de las células tumorales @
la matriz extracelular (Fig. 3):

El primer paso cs la adhesion de las células tumorales a la matriz.  El principal
mecdnismo por el cual las células se uncn a la matriz extracelular ¢s a través de factores
glicoproteicos dec union  como fa laminina y la fibronectina. Estos factores pueden  ser
sintetizados por la célula tumoral o ésta puede utilizar los factores de union presentes en
la membrana basal del tejido det hospedero. Por medio dc los receptores de superficic para
la laminina que se encuentran cn dicha membrana, se Heva a cabo la adhesion de las
edlulas tumorales  antes de la invasion.

Parcce ser que los receptores de I fibronecting, las integrinas, al intcractuar con la
fibronecting de fa célula wimoral alincan a ¢ésta molécula en la superficie celular con
companentes del citoesqueleto tales coma talina y acting, alterando fa mortologfa celular,
Las integrinas pucden estar involucradas en las interacciones de fa célula wmoral con las
plaguetas, cn la unidn de células linfoides al endotetio, y en la interaccion de células
tumorales cinculando con b supertficie endotelial, la fibrina. ¢l factor de von Willebrand. o
fu trombosponding, lo que trac como resultado que las celulas tumorales se protejun
formando acwmulos vy asi puedan vigjinr mas libremente en fa circulacion Hegando
finahmente al organo donde tormardn metiastasis.

Fl segundo paso es fa penctracion de las células tnmorales a fa matriz extracelular.

Yara esto, se requicre de enzimas que degraden fan matriz. Se i descrito muchas clases
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de proteinasas: meialoproteinasas y proteinasa de la serina y de la cisteina,  Lus células
tumorales metastasicas, las células cndoteliales, y los lcucocitos polimorfonucleares
producen metaloproteinasa especifica para el coldgeno tipo 1V. De hecho existe una fuerte
correlacion clinica entre la cantidad de metaloproteinasa colagenasa tipo IV localizada
usando una tincion inmunohistoquimica y mediciones in vitro v ¢l fenotipo metastisico
mas agresivo,

De In misma forma. la  actividad de las colagenasas  intersticiales se  ha
corrclacionado  con [a agresividad  del carcinoma de  vejiga humana. Los cstudios' de
inmunohistoquimica sugicren que las  células tumorales cstimulan directamente  a los
fibroblastos para secretar colagenasa tipo I en vez de secretarla ellas mismas,

Otra proteinasa, la Catepsina B, c¢s una hidrolasa acidica lisosomal con una
actividad de cndopeptidasa con un amplio rango  de sustratos incluyendo  miosina,
actina, protecoglicanos, fibroncctina, laminina, y porcioncs no helicales de coligeno tipo V.
l.a Catepsina B s¢ ha encontrado en asociacion con fracciones de membrana basal de
¢élulas tumorales y en el medio condicionado por células tumorales lo que sugicre que estia
involucrada en la degradacion de la matriz extracclular (45).

Los inhibidores de la  sintesis de proteinas o los inhibidores naturales de
metaloproteinasas bloquean la invasion de la matriz extracelular (por ¢jemplo, la inhibicion
de la heparanasa).  De aqui sc deduce que la invasion de la matriz no es solo debido a la
presion resultante por ¢l crecimiento de las células  tumorales, sino que ademas requiere
meeanismos biogquimicos activos(43).

El tercer paso s la  locomocion de las células tumorales a través de  la matriz
extracelular - moditicada por proteolisis para entrar a el estroma. El movimiento de las
células a través  de las barreras biologicas tales como el endotelio de la membrana basal
puede ocurrir por medio de mecanismos quimiotacticos. Entre los factores quimiotacticos
que se han cncontrado para  las  células tumorales hay factores de  crecimiento y

componentes de fa matriz extracelular como son: peptidos de colidgeno, ciertos componentes
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de tejido conectivo, factores de crecimiento parecidos a la insulina 1y II, insulina,
laminina, trombospondina, y fibronectina (45). Sin embargo. estos factores contribuyen a
la locomocion dirigida, pero no es suficiente para iniciar Ja movilidad. Liottta y cols,
1991 (45), investigaron la posibilidad de que las células pudicran sintetizar factores de
movilidad autécrinos (AMF). Los AMF de forma paricrina pueden reclutar celulas
tumorales recién nacidas y con esto aumentar la respuesta invasiva. La presencia y accion
de estas sustancias podria cxplicar la Jocomocion auténoma de células tumorales

involucradas en la invasion y en el desarrollo de metistasis.

Disolucion de la

membrana basal.

Invasion

Invasion P
linfatica.

sanguinea.

Figura No 3. Interaccion de las células tumorales con la matriz extracelular en la

transicion hacia carcinoma invasivo(32).

LA PATOGENESIS DE LAS METASTASIS

La investigicion de los mecinisimos que regulan ¢l patron del inicio de las metastasis
comenzo en 18B9,  cuando Paget cuestiono si [a distribucion de éstas se debia a la
casualidad. Paget se dio cuenta que  esto no cra  asi. ya que ciertas  células tumorales

("la semilla”) tenian una afinidad especifica por el medio de ciertos drganos ("la tierra”).
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Solo se obtenian metastasis cuando la semilla y la tierra se conjugaban, Fidler 1., 1990 (44)
encontrod que ¢l crecimicnto de un tumor es especifico  de un sitio en particular dentro de
un 6rgano. Dc al forma, que los factores criticos que rcgulan la formacion de las
metastasis, y el lugar donde s¢ ubican son las propiedacs intrinsecas de las células
metastasicas  y de los factores del  hudésped involucrados cn la homcostasis (el
microambicnte del tejido del hospedero) (44). Las metastasis o6rgano especificas son
producidas por células tumorales que son receptivas al nuevo ambiente en ¢l que se
encuentran (44).

En principio, los eventos requeridos para la formacion de una metastasis son los
mismos cn todos los tumores. 1.os pasos mas generales en ¢l proceso de metastasis son los
siguientes:

Después de la trunsformacion cclular, el crecimiento de una célula neoplasica
deébe ser progresivo.  Si la masa tumoral mide mas de 2mm de diametro se observa  una
extensa vascularizacion, ¢n la cual, la sintesis y secrecion de factores angiogénicos juega
un papel clave (angiogénesis) (41). Dc dsta forma, las células tmmorales tiencn aceeso
a los vasos linfiticos y sanguineos para su diseminacion.  Para llevar a cabo la
diseminacion linfitica, las células tumorales o acimulos de ellas son transportados a los
nodulos linfiticos regionales (¢embolia lintatica) (2).

Se ha visto que los capilares linfaticos no ticnen una membrana  basal formada.
Esta solo cxiste cn los prandes canales linfaticos y en  los senos  de los nodulos
finfiticos, de  tal forma, que las  células  tumorales que se encuentran en el espacio
intersticial no necesitan cruzar  una menbrana basal para entrar en la circulacion linfitica
(41). Ademis. la barrera de los nodulos linfiticos  es menos eficiente de lo que se
creia originalmente, v muchas  de las células inyectadas pusan a través  del nodulo al
conducto linfittico  eferente. v de aqui, por medio del conducto tordcico al tarrente

sanguineo (Fig 4) (2).
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In la diseminacion sanguinea. las células tumorales deben desprenderse del tumor
primario o de otras metastasis y penetrar la pared del vaso sanguineo (43,2) por medio de
la secrecion de enzimas que actiian sobre la membrana . Una vez que ha penctrado. la célula
tumoral o actmulos de  cllas se agregan con leucocitos del hospedero, con fibrina o
con plaquetas para  hemolizar en las  venulas precapilares por impactacion  mecinica ¥
adherirse  a la superficic luminal cndotelial. Las células tumorales adheridas inducen
rapidamente la retraccion de las células endoteliales v se unen dvidamente a la membrana
basal expucsta.  Una vez que las células  tumorales  se han unido, las  células
endoteliales adyacentes sc extienden sobre ellas y las separan del torrente sanguineo. En
cste punto, nuevamenc las células tumorales secretan enzimas o inducen Ja secrecion de éstas
por las células del hospedero originando una destruccion local de la matriz. Inmediatamente
después se observan los pseuddpodos de las  células tumorales a travesando ésta nueva
puertaen la membrana cclular, A este paso le sigue 1a extravasacion completa de  las
células tumorales (45).

Enel organo donde la metastasis — ha iniciado,  las células tumorales que se han
extravasado deben migrar  a través dcl estroma intersticial perivascular antes de que
crezea la colonia tumoral en ¢l parenquima del drgano (32), La proliferacion dentro del
parcnquima completa el proceso metastasico.

Cuando ¢l tumor primario esta situado en una region donde el drenado  sanguineo s
por la vena porta. ¢l sitio que primero encuentran las células tumorales es ¢l lecho
vascular del higado; cuando ¢l tumor esta situado en otra parte. el lecho sanguineo  que
encuentran  primero ¢s el pulmonar.  Sin  embargo. las células tumorales se pueden
deformar lo suficiente para pasar a través de los capilares o pueden pasar por alto ¢l lecho
capilar v entrar al lado venoso de la cirenlacion por medio de una  desviacion
arteriovenosa en el higado, pulmanes y otras regiones, v entonees, entrar a la circulicion
arterial por medio det corazon para tener aceeso a tejido vaseularizado en cualquier parte

del cuerpo (Iig 4).



cerebro

arganos
p—> Sistémicos

conducto
toracico

nodulo
Higado Y linfatico

intestino grueso

™ cxtremidades

Figura No 4. Sitios de preferencia para las metastasis (M). Los sarcomas procedentes
de las extremidades se diseminan a través de la vena cava inferior hacia los pulmones
(a). Las células tumorales (T) procedentes de los pulmones entran 2 la vena cava
izquicrda y de aqui llegan a la circulacion sistémica (b). Las célnlas tumorales que
proceden del intestino grueso son transportadas directamente de Ia circulacion venosa
hacia el higado ¢ indirectamente de las comunicaciones linfitico-venosas hacia los

pulmones (¢). (45)
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Una proliferacion limitada de células malignas origina pequefias colonias de células
tumorales llamadas "micrometistasis”, las cuales en un principio rodean los vasos
sanguineos. sin embargo, un crecimiento mayor de  cstas lesiones para formar
metdstasis de importancia clinica requiere el crecimiento interno  de  vasos sanguineos
para proveer una nutricion adecuada vy asi mantener la proliferacion celular.

Una vez que el tumor ha inducido la formacion de nuevos vasos sanguineos hacia ¢l las
células pucden invadir nuevamente el estroma, penctrar los vasos sanguineos, v entrar i
la circulacion  para  producir metdstasis secundarias. las llamadas "metdstasis  de
metastasis" (Fig 5).

Tumor .. Formacion de
Invasion trombos,

.20 .

[J > 1

’ .s@‘(.

Venas, capilaics,  Agregados
vasos linfiticos.  celulares.

‘__‘Q&,

Extravasacion Adherencia .
Las células tumorales

se detiencn cn el lecho
capilar de un érgano

Respuesta al
medio ambienie.

Proliferacion ASLaSIS :
Metastasis de oo

de las metastasis.

células tumorales.

Metastasis.

Figura No. 5. Eventos clinicos de 1a metistasis (13).

La metdstasis es un proceso muy sclectivo y solo unas pocas células en un tumor

primario pucden dar origen a una metdstasis debido a que la mayoria de células que entran
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al torrente sanguineo son rapidamente eliminadas. Esto se demostra en un experimento en ¢l
cual usando células B16 de melanoma, se observo que 24 horas despuds de su entrada en la
circulacion, menos del 1% de las células estaban viables, y menos del 0.1% de las que se¢
encontraban en circulacion sobrevivian para formar una metdstasis (44.42). lo que llevo a
pensar que ademds de que la turbulencia en el torrente sanguineo podia ser un factor que
limitara la sobrevivencia de las células tumorales, algin factor intrinscco a la célula tumoral
podria contribuir a que sélo unas pocas sobrevivieran. Esto ccha abajo la creencia de que
la metdstasiy representa fa altima expresion de anarquia  celular, ahora se sabe que o

metidstasis es un proceso muy sclectivo v esta regulado por diferentes mcecanismos(44).

PROPIEDADES DE LAS CELULAS TUMORALES Y DE LOS FACTORES
DEL HUESPED QUE REGULAN LAS METASTASIS(44)

PROPIEDADES DE LAS CELULAS TUMORALES.

A. Facilitacion de la metastasis

t.- Produccion de factores de crecimicnto y sus reeepiores,

2.- Produccion de factores angiogénicos.

3.~ Muvilidad,  invasibidad.

4.- Agregacion, deformabitidad.

5.-Receptores de superficie celular especificos y moléculas de adhesion.
B. Inhibicion de L metastasis

1.-Antigenicidad

2
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FACTORES DEL HUESPED.

A. Facilitacion de la metdstasis
{.- Neovascularizacion
2.- Factores de crecimiento paracrinos y autocrinos.
3.- Plaqueras y sus productos.
4.- Células inmunes y sus productos,
B. lnhibicion de la metdstasis
1.~ Barreras tisulares
2.- Turbulencia sanguinea, células endoteliales.
3.- Inhibidores tisulares de enzimas degradadoras,
4.- Factores antiproliferativos tisulares.

5.- Células inmunes y sus productos,

’

ANGIOGENESIS.

El termino "angiogénesis” fue acuiiado en 1935 para describrir la formacion de nuevos
vasos sanguineos en la placenta. Los nuevos capilares sanguincos se forman a partir de
los vasos sanguincos preexistentes. La angiogénesis generalmente no es activa en los
adultos excepto durante la sanacion de alguna herida, la ovulacion, en la menstruacion y en
la formacion de la placenta (11).

En estudios iniciados en 1963, se encontrd que los tumores implantados en drganos
aistados y no perfundidos no crecian  mis alli de unos pocos milimetros de didimetro,
Cuando se reimplanta el drgano en el raton donador.  estos tumores crecieron  ripidamente

mas alli de lem3 y mataron a su hospedero. Iiste descubrimicnto sugiere que en ¢l ratdn,

9
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¢l tumor llega a vascularizarsc, pero ¢n el organo aislado ésto no se lleva a cabo, por lo que
no hay suministro de oxigeno. de nutrientes y hay una acumulacion dc desechos toxicos en cl
medio ambiente tumoral(30,46).

Con base en lo anterior, se postuld la siguiente hipotesis:"Una vez que se¢ ha
establecido ¢l tumor, cada incremento cn la poblacion de células tumorales debe ser
precedida por un incremento en ¢l nimero de capilares que convergen cn el tumor”,

La vascularizacion tumoral por medio de los vasos sanguincos del hospedero prove¢ el
camino para la diseminacion de las células tumorales que se encuentran alrededor  de los
capilares sanguincos en una configuracion cilindrica con  un radio de 150 a 200p.
equivalente a la distancia de difusion del oxigeno, conforme aumenta la distancia de las
células tumorales a los capilares la sintesis de DNA disminuye (46).

Actualmente, se ha comenzado a reconocer que la patologia dominante en muchos casos
de neoplasias es la persistencia de la angiogénesis(30). Al estudiar su mecinismo dc accion,
sc¢ ha visto que cstan involucrados diferentes moléculas o factores angiogénicos guic son
sintetizados y/0 utilizados por las células tumorales para inducir ¢l crecimiento de los

capilares sanguineos,
FACTORES ANGIOGENICOS

Ll aislamicento del primer factor angiogénico fue cerca de 1970 (30). Sc conocen al
menos 20 moléculas que producen neovascularizacion. Entre estos, los primcros fueron el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) aislado de cerebro y el factor de crecimiento de
células endoteliales (ECGF) aislado del hipotalamo. retina. ojo, ¥ cartilago. Entre los fictores

de crecimiento, los mis sobresalientes son: bI'Gl. VIEGE, TNFa v TGFB.



FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS (FGF)

Un progreso en la purificacidn de mitogenos para células endoteliales se dié en 1983
como resultado  de  la observacion de que un factor de crecimicnto derivado de un
condriosarcoma de rata, tenia una marcada alinidad por la heparina. Tiempo despuds.
s¢ encontrd que muchos factores de crecimiento de  células endoteliales tenian una fucrte
afinidad por la heparina y su purificacion se facilito con el uso de la cromatografia de
afinidad a la heparina.  Experimentos realizados en membrana corioalaintoidea de embrion
de pollo y en comea de concjo han mostrado que los factores de crecimiento de union o la
heparina inducen la angiogénesis  en cantidades de  nanogramos.

Por 1985 se determind la estructura primaria de dos factores de crecimiento que se
unen a la heparina, FGF basico, un polipéptido de 146 a.a, y el FGF dcido, un polipéptido
de 140 a.a (25). Estos, cstimulan a las céinlas cndotelinles a producir proteasas, a
proliferar y a migrar in_vitre. También inducen la angiogdnesis in vive (Tabla 1). Sc
piensa que los cfectos  angiogénicos de los FGFs son iniciados por su interaccion con
receptores especiticos en ln membrana de las células endoteliales (46)

Los receptores para FGE's (FGFRs) tienen actividad de tirosincinasa, y se activan por
dimerizacion del receptor.  Esta dimerizacion origina la autofosforilacion del receptor.
faciitando el reclutamiento de proteinas de seializacion interna,

Los FGF's se unen o proteoglicanos con menor alinidad  de la que se unen a sus
receptores transmembranales.  Sin embargo, en experimentos jn vitrg, parece ser que la
afinidad de estos ligandos por sus reeeptores (FGFRs) aumenta en presencia de
proteaglicanos. Inviva no se ha presentado esta correlacion.

Una moléenla de proteoglicano puede presentar varias moléeulas de FGF's a sus
receptores,  facilitindo  su dimerizacion v oactivacion,  originando  con esto sefiales

transmenbranales que afectan e comportamiento de las células,
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Al cstudiar un poco mas la relacion de los proteoglicanos con la funcion de los FGF's,
Yayon. 1994 (25), encontro que la mayoria de proteoglicanos probados (entre ellos sindecan
v glipican) no cran capees de potenciar la union de  los FGE's con su receptor de alta
afinidad.  Ademas, todos estos proteoglicanos inhiben ky interaccion jn vitro de los FGE'S con
su receptor transmembranal,  Contrario a estos descubrimientos, ¢l perlecan mostro ser
activador del bFGF, promoviendo su unidn con su receptor (ransmembranal in vitro y la
angiogénesis in_vivo, Con base c¢n estos resultados podemos decir que existen
proteoglicanos que inhiben la interaceion del FGF con su receptor y existen también
protcoglicanos que estimulan ¢ésta unidn, Lo importante ¢s identificarlos para poder usar a
aqueltlos que inhiban la union de los FGF's a su receptor como agentes angiosupresivos.

Se ha postulado que fos FGF's s¢ pueden liberar de tres maneras diferentes:

l.- El FGF puede ser un  [actor angiogénico asociado a  la célula que ¢s liberado

fisiologicamente solo  bajo civcunstancias especiales, por cjemplo, durante la ovulacion.
2.- 8¢ podria liberar el FGF después de algin  dafto en la célula y por lo tanto, tener

un papel en la reparacian tisular,

3.- La hidrolisis de hepardn sulfato de la matriz extracelular podria liberar FGF basico

induciendo la mitosis de las células endoteliales .

ANGIOGENINA

Otro factor angivgénico. fa angiogenina es el primer polipéptido aistado de un medio
condicionado de una linea celular de carcinoma de colon humano, ¢s un potente estimulador
de la angiogénesis a concentraciones de 0.5 a 290 ng cn of embrion de pollo. y de 50 ng en
fa cornea de conejo. Tiene un 35% de secuencia homologa a fa famiha de ribonucleasas
pancredticas pero aun no se sabe como la actividad enzimdtica de fa angiogenina esta

involucrada  en el mecanismo de fa angiogénesis (Tabla 1) (30. 406).
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FACTORES DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE

Los factores de crecimiento transformante (TGF) son polipéptidos que
cuando fueron aislados de células de raton transformadas por un virus, se encontrd
que alteraban ¢l fenotipo de algunas células normales a células transformadas. En 1986 s¢
descubrio que estos factores también cran  angiogénicos in vive. El TGF-a se unc al
receptor de EGF, y tanto ¢l como ¢l EGF  estimulan la  proliferacion de células
endoteliales microvasculares (Tabla 1) (46,30)

TGF-p se encontrd en tumores y células  normales incluyendo rifion. placenta
y plaquetas. Cuando el factor de crecimiento transformante 3 (TGF-f) se inyecté en la nuca
de un raton recién nacido, el TGF- estimuld un incremento en ¢l nimero de fibroblastos, en
la produccion de coldgeno, en la formacion de nuevos capilares sanguincos y en ¢l nimero
de macrofagos que se encontraron en ¢l sitio del indculo. Sin embargo, el TGF-f inhibe lu
proliferacion de células endoteliales vasculares jn vitro. Estos efectos contrapuestos no han
podido ser explicados pero se piensa que el TGF-B actua como un regulador bifuncional del
crecimiento celular fn vitro (Tabla 1) (30)

Fxisten otros factores angiogénicos de bajo peso molecular que no han sido bien
caracterizados como factores angiogénicos pero que son mitogenos para las células
endoteliales. Entre éstos se encuentran: factores quimiotdcticos y ciertas prostanglandinas.
tales como PGE! y PGE2.

Los factores angiogénicos que pueden estimular la locomocion o mitosis de
células endoteliales vasculares in vitra tiencn a cstas células como blanco inmediato_in vivo.
El FGF acido. el FGF basico y el TGF-a son ejemplos de tales factores angiogénicos
directos. Por otro Jado aquellos factores anciogénicos que no tienen efecto en las células
endoteliales in vitro, se puede decir que tienen un efecto indirecto sobre estas células. Fs

posible que ciertos factores angiogénicos indirectos trabajen movilizando macréfagos o



activindolos para secretar factores de crecimiento o factores quimiotdcticos (tal vez ambos)

para las células endoteliales vasculures,

Tabla No.1. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS FACTORES ANGIOGENICOS
SOBRE LAS CELULAS ENDOTELIALES

FACTOR ANGIOGENESIS | PROLIFERACION | MOVILIDAD
FGF dcido St St Si
FGFbisico Si Sk St
Angiogenina Si NO No determinado
TGF-a St Si No determinado
TGF-§ Si Inhibicion No determinado
l’rosmiglandinas Si NO No determinado

FACTORES QUE MODULAN LA ANGIOGENESIS

HEPARINA: Sc han hecho los siguientes descubrimientos.

I~ Las células ccbadas y la heparina derivada de las células cebadas estimulan la
locomocion de las eélulas endoteliales de capilares jn vitro (2,19.14.42).

2.- La heparina aumenta [a angiogénesis inducida por ¢l tumor en ef embrion de
pollo.

3.~ La protamina, una proteina que s¢ une con gran avidez a la heparina, inhibe la
capacidad de las células cebadas v Ia heparina a estimular a locomocion de las céiulas
fa inflamacion. y

endoteliales, e inhibe la angiogénesis asociada con ta embriogénesis,

ciertas reacciones immunes (26).

in vitre (19,3).
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5.- La heparing inhibe la angiogénesis en presencia de cortisona o hidrocortisonu
(12,54,16,11).

6.- Los fragmentos de heparina que han perdido su actividad anticoagulante, tal como
los hexasacdridos producidos por ruptura enzimdtica de la heparina, o un pentasacdrido
sintético, también inhiben la angiogénesis cuando se administran con esteroides.

7.- La cromatogratia de atinidad a Ia heparina ¢s un método de purificacion muy
cfectivo para los I'GEFs angiogénicos.

8.- La heparina incrementa la union del ECGF a las receptores endoteliales y

9.- La heparina protege a ¢l FGF de [a inactivacion.

La heparina se unc avidamente a la superficic de las células endotcliales, ademas, éstas
son capaces de producir moléculas parecidas a la heparina o incluso heparina unidas a la
superficic de la célula como sc ilustra en la fig 6. Sabicndo que existen factores de
crecimiento de union a  heparina, se  deduce que la union de cstos a la heparina sobre la

superficie de la célula endotelial. desencadenard una respuesta angiogénica,

wv— — FGF

FGF ___. -,
1 — heparine

célula endotellal

Figura No. 6. Interaccion de la heparina sobre las células endoteliales con los FGF's



CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS ENDOTELIALES
ASOCIADAS A UN TUMOR.

Las células endoteliales expresan varios niveles de heterogeneidad. El endotelio de los
grandes vasos sanguineos ha mostrado ser funcional y fenotipicamente diferente del de las
células endotelizles microvasculares.  Las diferencias en la  expresion de moléeulas de
adhesion y creeimiento o factores de movilidad por parte de las células endoteliales en los
diferentes lechos vasculares esta implicado en el efecto llamado "semilla y ticrra” (31,66).

Las células endoteliales de los vasos sanguineos contribuyen a un gran ntmero de
funciones metabolicas entre las que estan:
| .- Coagulacion y trombosis
2.- Control del tono vascular y de la presentacion de antigenos.

3.- Sintesis de componentes de 1a membrana basal
4.- Sintesis de factores dc creeimicento.

Las cclulas endoteliales pueden presentar cietos marcadores de diferenciacion camo es ¢l
caso de la moléeula de adhesion de células endoteliales | (Lu-ECAM-1). la cual intervienc
en la diseminacion de ciertas células tumorales que tienen predileccion por formar metastasis
en ¢l pulmon. Otro cjenplo de este tipo de moléeulas lo constituyen la moléeula de adhesion
de células endotcliales de la mucosa 1( MadCAM-1) y la molécula de adhesion dependiente
de glicositacion (GlyCAM-1). Con basc en esto podemos decir que la poblacion de células
endoteliales es heterogénea v sus caraeteristicas estarin determinadas por su microambiente
(29).

L activacion de fas células endoteliales esti asaciada con un gran nimero de cambios
fenotipicos que sirven para que las células se adapten a los requerimicntos especificos del
organo. Por ejemplo, para el proceso de inflamacion, las células son inducidas por medio de

citosinas a expresir en su superficie moléculas de adhesion tales como: -selectina (CD626),
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P-selectina (CPO2P 5 VCAM-1 (CD106) ¢ ICAM-1 (CDA4). Estas moléeulas dirigen a las
células que estan en la circulacion hacia el sitio de inflamacion.

la angiogé‘ncsis es otro modo de activacion de las células endoteliales que induce
cambios fenotipicos. Este proceso ¢s causado por meciinismos autderinos y pardcrinos que
son capaces de hacer que las células endoteliales silgan de los vasos sanguincos
preexistentes para entrar a una cascada morfogendética que dard como resultado la formacion
de nuevos vasos sanguineos con células endoteliales maduras. No existe una diferencia
morfoldgica esencial entre los nuevos capilares que responden a fa malignidad v cl
crecimiento de los capilares que veurre durante la neovascularizacion fisiologica. Solo eviste
una diferencia demostrable, es la gran intensidad y persistencia de la angiogénesis inducida
por tumores  comparado con atros tipos de neovascularizacion. Los tumores inducen la
angiogénesis casi continuamente hasta que la ncoplasia ¢s eliminada o el hospedero muere,
La ncovascularizacion del tumor permite ampliar el rango de anormalidades estructurales
y funcionales de  los  vasos sanguincos, incluyendo tortuosidades,  dilataciones.
bifurcaciones v trifurcaciones arterio/venosas. Estas  anormalidades cn la funcion v
arquitectura de los viisos sanguincos trae como resultado disturbios en el flujo sanguinco.
con frecuentes estasis y cambios en la direceion de ef flujo, u‘casionando un dafio en el
intercambio de metabolitos (31). Ademis, los vasos sanguineos asociados a  un tumor
ticnen una miembrana basal pobremente desarrollada y ha perdido la inervacion colateral.
Ninguno de los mecanismos del hospedero para ¢l control de la angiogénesis parece ser que

limita la angiogénesis tumoral.
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QUIMIOTERAPIA

La basqueda de nuevos firmacos anticancerigenos [recucntemente comienza con a
sintesis de andlogos de agentes efectiy os que va existen con el ebjeto de eliminar los efectos
no deseados o localizar la actividad citotdxica del firmaco de forma mas precisa. La primera
prucba del potencial amitumoral de un farmaco se Heva a cabo en lincas celulares
tumorales(28).

El hecho de que una célula tumoral se haga resistente a un fdrmaco, es decir. que tenga la
capacidad de sobrevivir a un fratamiento con este Girmaco. i hecho que fos investigadores
busquen nuevas alternativas de tecapia. ademds, debido a la importancia clinica de las
metdstasis. tambidn se han dado o L tarea de desarrollar métodos para predecir Ia agresividad
de fa metistasis (41.42). Uno de estos métodos es identificar ¢f grado de vascularizacion del
umores decir, el grado de angiogénesis que presenta. 1l desarrollo de una estratepia
antiangiogénica exitosa se puede dividir en tres tineas de experimentacion:

F-Compuestos naturales o sintéticos que son examinados en su actividad antiangiogénica cn
sistemas bioldgicos como en Membrana Corioalantoidea de embrion de pollo o en cérnea de
canejo.

2.-El desarrollo de inhibidores especiiicos de factores angiogénicos.

3-El desarroflo de inhibidores de la respuesta de  células  endoteliales  vascubares

(mitogénesis, migracion. generacion de proteasus),
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TERAPIA ANGIOSUPRESIVA,

Lnire los agentes que pueden inhibir [u angiogénesis tenemos los gue se presentan en la
tabla nimero 2.

Tabla No. 2. AGENTES ANTIANGIOGENICOS Y ANGIOSUPRESIVOS(31)

Inhibidores naturales de la angiogénesis

Factor 4 plaquetario (PF4)
Trombospondina
Interteron ot y B

Angiostating

Antagonistas de factores de crecimiento
angiogénicos

Suramina
Pentosan polisulfato (PPS)

Esteroides angiostaticos y sus co-
inhibidores

Cortisona
Medroxiprogesterona
Heparina (fragmentos)
Tetradecasulfato de -
ciclodextrina

Farmacos anti-inflamatorios

Indometacina
Ibuprofen

Compucstos antiangiogénicos naturales
y sus derivados

Anilogos de la vit. D3
Herbimicina A
Analogos de somatostatina

Farmacos anticancer

Bleomicina
Metotrexate
Mitoxantrona

Otros

Quelantes de cobre
Minociclina

-
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Antagonistas de factores de crecimiento y anticuerpos contra factores de crecimicnto.
Se han identificado compucstos que bloquean especitficamente fa union del bFGF a su
receptor de alta afinidad v son potentes inhibidores de la angiogénesis en el ensayo de CAM.
Bl VEGE ¢s un mitdgeno para tas células endoteliales. Es expresado en varios tumores in
situ v es liberado por un gran nimero de eélulas tumorales. Debido a esto. el tratamiento con
anticuerpos monoclonales especificos para VEGF  reduce la densidad vascular ¢ inhibe cl
crecimiento de varios tumores .
Heparina.

Una region espeeifica de la heparina, (ISMS) se une fuertemente al bFGF ¢ inhibe su
actividad. Dos andlogos de ISMS, GM1306 y GMI474 inhiben la proliferacion de las
células endoteliales adrenocorticales dependientes de bFGF in vitro,

La administracion conjunta de heparina y algunos corticoesteroides ha inhibido la
angiogénesis en los ensayos de CAM (54). Ll mecanismo por medio del cual se lleva a cabo
la actividad antiangiogénica de los corticoesteroides en presencia de heparina no se conoce
con claridad. Parcce ser que estos corticoesteroides inducen la disolucion de la membrana
basal (53).

Por otro lado, al hacerse estudios de la angiogénesis con {ragmentos de heparina
administrados junto con los esteroides angiostaticos (los que inhiben la angiogénesis). se
encontrd que un fragmento hexasacirido con un peso molecular de 1600 fue el inhibidor mas
potente.  Durante éste mismo estudio se encontrd que atgunos fragmentos de la heparina
podian ser responsables de inducir la angiogénesis, y que otros podian inhibirla en presencia
du corticoesteroides.

Pentosan polisulfato
La molécuta tipo heparina pentosan polisutfato (PPS) evita que los factores de crecimicnto
de union a1 la heparina tengan aceeso a sus sitios de union en los glicosaminoglicanos de la

céluta v de ésta forma inhibe su funcion biologica.



Inhibidores dc enzimas

l.- Inhibiendo la produccion de urocinasa activadora de plasminogeno por medio de
interferon-y, penicilamina y suramina.

2.- Un inhibidor de ribonucleasa pancredtica mostré ser capaz de inhibir la angiogénesis
inducida por angiogenina, y por bI'GF.

3.~ La proteina cinasa P (PKC) ¢s una enzima con un importante papel en las seiales de
transduccion y en fa induccion de fa angiogénesis, ta calfostina C es un inhibidor selectivo de
PKC y se ha visto que inhibe la respuesta angiogénica inducida por bFGF. TNF-u o
interleucing 1o (34)

Fragmento de prolacting

A concentraciones nanomolares, ¢l fragmento  N-terminal de prolactina humana de 16KDa

inhibe la proliferacion de células endotetiales capilares inducida por VEGF o bI'GF (26.34)
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

GENERALIDADES SOBRE LAS LINFAS CELULARES
| UTILIZADAS.

SK-MEL-28 ( MELANOMA HUMANO MALIGNO )

T, Takahashi y asociados aislaron esta linca como esta indicado en el ATCC (61)
Proviene de un paciente de 51 afios de edad, sexo masculino; tipo de sangre A(+).
Fenotipo del HLA del donador:A 11,26:B40,DRw4. Crecimicnto en forma de monocapa.
Forma un melanoma maligno en ratones desnudos. Fenotipo del HLA de la linea celular:
A11,26:B40:DRw4,

Medio de cultivo: Medio esencial minimo de Fagle con aminodcidos no  esenciales y
piruvato de sodio 90% y suero fetal bovino,10%. Viabilidud:84%.
Medio de congelamiento: 95% de medio de cultivo y 5% de Dimetilsulfoxido (DMSO)
libre de antibiotico.
Coenzimas: Fosfoglucomutasa 3 (PGM3,1): tosfoglucomutasa 1 (PGM11); Esterasa D (ES
DAY Adenilato  ciclasa (AK1.1-2):  Glioxilasa  (GLO-1.2):Glucosa  6-fosfato
deshidrogenasa, B(G61PD,.B).

Las pruebas para micoplasma, bacterias v hongos fucron negativas.  Contirmado

como linea celular humana por andalisis isoenzimiticos,
K-562 ( LEUCEMIA MIELOGENICA CRONICA )

La linea celular k-562 fue establecida por Lozzio y Lozzio (61) a partir de una elusion
pleural de una mujer de 33 afios de edad con leucemin  mielogénica cronica en  crisis

blastoide terminal. Lstudios realizados por Anderson y cols.sobre  las propiedades de
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la superficie  de  la membrana,  permitieron concluir que K-562 era una linca de
critroleucemia humana, Estudios mas recientes indican que los blastos de K-362 son
multipatenciales,  células  hematopoyeticas  maliganas  que cspontineamente se
diferencian en sus progenitores reconocibles de la seric  eitrocitica,  granulocitica  y
monocitica.
Medio de cultivo: Medio RPMI 1640 90% y sucro fetal bovinol0%; libre de antibidtico. Las
células no sc pegan a la botella de cultivo. Crecen en el sobrenadante. Su morfologia es
parecida a un linfoblasto.Viabilidad: aproximadamente ¢l 85%.
Medio de congelamiento:95% medio de cultivo; 5% DMSO; libre de antibidtico,
Isoenzimas: Adenilato ciclasa (AKL 1) esterasa D (ES D, 1); glioxilasa (GLO-1,2): glucosa
6-fosfato deshidrogenasa. B(G6PD,B); fosfoglucomutasa 1{(PGM1,0); fosfoglucomutasa 3
(PGM3,1); enzima malica( Me2,0) (61).

f.as pruchas para micoplasma, bacterias, y hongos fueron negativas. Se confirind
como linea celular humana por isoenzimologia.  Desarrolla tumores de 30-35 dias en ratones

desnudos inacutadoscon 107 células via subcutanea. No se detectd transcriptasa reversa.

REACTIVOS Y SU PREPARACION.

FARMACOS:
Clave Nomenclatura en éste
trabajo.
HEP 1)) HV Hy
PRODUCTO D (2) HA Ha
HEPARINA SODICA BMP* (3) HR H3
HEPARINA SODICA BMP** (4) 1Q Hg

* No. de Lote DO18R:B Potencia 134 Ul
** No de Lote Do 189:83 Potencia 143 Ul
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Los firmacos fueron obtenidos comercialmente y se prepararon de ta siguicnte
manera: Disolver 20mg de firmaco en 10 ml de agua desionizada estéril. Esterilizar
por filtracion con membrana de 0.45u. Se obtuvo una concentracion final de
2mg/ml=2ugpl.  Guardar en cl refrigerador.

L.a composicion de los farmacos se resume en fa tabla No. 1.

Tabla No. | COMPOSICION EN PORCENTAJE DE LOS FARMACOS Hp,H3,Hy,

SACARIDOS P.M. ENH; | FNHy EN Hy
Disacaridos 564 1.0 1.2 0.6
Tetrasacaridos 1128-1300 6.5 7.6 6.8
Hexasacaridos 1846 105 1.0 100
Octasacdridos 2256-2600 145 133 15.0
Decasacaridos 2820-3026 24.5 230 25.0
Dodecasaciridos | 3384-3600 225 22,0 23.0
Tetradecasacirido 4146 10.5 11.4 10.0
Hexadecasacirido 4242 7.4 7.8 7.5
Octadecasacirido 4884 1.6 2.0 1.2
Eicosacirido §526 0.8 0.6 09

Hj: es un producto de origen chino y de composicin desconocida,

VINCRISTINA:

L.a Vineristina es el componente de muchas combinaciones de regimences terapéutico y
es utilizado entre muchos otros compuestos para  tratar ¢ cdncer.  La Vineristina se usa
como terapia paliativa para leucemias, linfomas, sarcomas en adultos, carcinomas de pulmon
v nama.  La Vineristing inhibe la polimerizacion de kv tubulina en las terminales  de
ensumble  mticrotubular  (10).  destruyvendo ¢l huso mitatico. deteniendo con esto la
mitosis(28).  Se ha reportado gue ta coneentracion inhibitoria efectiva sobre ta linea K-562

es de Hong/mi de células (60).



Por todas estas  caracteristicas.  se decidid  tomar  a la Vincristina como firmaco
control positivo para la linca celular K-562,

La presentacidn de [a vineristing utilizada fue la solucidn inyectable de Img (ampolleta
de 10ml). D l.u disolucian formada , se tomé 0.3mi y se Heva a un volumen final de Sml

para obtener una concentracion final de 10ng de vineristina/pl,

HIDROCORTISONA:

Obsequiada por ¢l laboratorio de desarrollo analitico, Facultad de Quimica, UN.AM

SOLUCIONES:

~ TRIPSINA:
Tripsina 0.5g (1:250)
NaCl 8.0g
KCi 0.4g
Dextrosa (GIBCO) 1.0g
NallCO3 (BAKER) 0.20g

Apgua desionizada estéril c.bp. 1L

Pesar las cantidades indicadas v disolverlas en un volumen pegueiio con agua
desionizada, una vez disueltas. llevar a un volumen final de un litro con agua desionizada.
Esterilizar por filtracion con membrana millipore de 0.45n.  Hacer alicuotas de 20ml y

guardar en ¢} congelador.

MTT: bromura de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio)

Sal de bromuro de tetrazolio (MTT) SIGMA 100mg

Solucion salina isotonica c.b.p 20ml



Se hace un pequefio volumen dependiendo de los requerimientos.  Para hacer 20ml, se
pesan 100mg de MTT (evitar ¢t contacto con la piel porque cs tdxica), se disuelven y se
Nevan a un  volumen de 20mb con solucion isotonica cstéril (SSI1) para obtener una
concentracion de Smg/ml. Esterilizar  por filtracion v almacenar cubicrto con  papel
aluminio para protegerlo de fi luz. Guardar en el refrigerador, es estable por un mes

aproximadamente,

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

NacC! 8.0g
KiinP0Oy 0.24g
NagHPO4 1.44g
KCi 0.2g
Agua desionizada estéril c.b.p 1L

Ajustar ¢! pti a 7.4, Adicionar agua desionizada o completar un volumen final de un
fitro. La solucion se distribuye en alicuotas y se esteriliza por autoclave durante 20min a

ESIb/in . Guardar o temperatura ambiente o en ef refrigerador.

SOLUCION SALINA ISOTONICA
NuCl 8.5
Agua desionizada estérif c.b.p i
Disolver la saf en el apua destonizadu estéril. Distribuir fn solucion en alicuotas deSOOmi

v esterilizar por autoclave durante 20 min a 15 1b/in2, Almaccnar en refriperacion.

ETANOL AL 70% (para ka limpieza de campiua ¢ incubadora)
Alcohiot absatuto SIGMA T0mt

Agua destilada 30ml
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A esta solucion se e agrega un chorro de benzal como desinfectante.

DIMETIL SULFOXIDO
Dimetilsulfoxido (DMSO) SIGMA

FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS BASICO (bEGF):
Esie Tuctor es Recombinante humano No. de catalogo: 13256-029(GIBCO).

Se disuctven losiOpg de el factor  en 100pl de solucion amortiguadora  de
losfatos  (PBS)  suplementuda con 0.1% de albimina sérica bovina para  tener  una
concentrircion de 100ng/pl.  Se preparan alicnotas de Spl (500ng) v s¢ almacenan a -700C,
Setoma una de estas alicnotas v se diluyen en 2.5ml de PBS suplementado con 0.1% de
albimina para obtener una concentracion de 200ng/ml. Para evitar congelar y descongelar
(ya que puede duitar al producto) se hacen alicuotas de 250ul en tubos eppendorft estériles

y se almaecenan a -200C,

MEDIOS DE CULTIVO

RPMI 1640
» Medio RPMI 1640 adicionado con glitamina (GIBCQ).

» Suplementos g/l
Dextrosa (GH3CO) 2.50
NulICO3 (BAKER) 2.00
Suero fetal bovino (SIGMA) 10%
Antibiotico antimicatico(GIHBCQO)) tomi
Piruvato de sodio (H00mM) (GIBCO) Foml
Aminoicidos ne esenciales (10mM) (SIGMA) 10mi
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Preparacion: A un volumen de 700mi de agua desionizada a temperatura ambiente (15-
300C), agregar eb contenido de un sobre de medio RPMI 1640 (10.4g/paguete).
Agregar fos suplementos excepto el suero fetal bovino. Agitar hasta disolucion completa.
Ajustar ¢l pll del medio de 0.3 a 0.4 unidades debajo del pH final de trabajo descado de
74.

Completar el volumen o 900ml con  agua desionizada. Esterilizar
inmediatamente por liltracian con  membrana millipore de 0.45pn. Suplementar el medio
con 10% de suero fetal bovino active (esterilizado por filtracion con membrana millipore
de 0.451) a medida que se va utilizando. El medio sc conserva en refrigeracidn. Como
control de una posible contaminacion microbiana es recomendable incubar una alicnota del
medio a 379C durante dos dias. Fl medio se conserva en refrigeracion. Si al término de éste
ticmpo, el medio estd turbio o ¢f indicador viro a amarillo, se debe refiltrar, Si al hacer la

prucha de esterilidad para éste medio se presenta contaminacion, se desecha,

D-MEM. (Dulbeco's Moditied Eagle Medium)
e Medio D-MEM (GIBCQ)

« Suplementos p/l
Glutamina (200mM) (SIGMA) 2mi
Hepes (SIGMA) 22
Insulina (LILLY) 10 mi
MIEM- solucion de a.a eseneiales (GIBCO) 10 mi
Sucro fetal bovino (SIGMA) H (v/v)
Antibidtico antimicatico (100X)(SIGMA) 10 m)
NallCO3 (BAKER) ' 3.7
Preparacion: A un volwmen de 700ml de agua desionizadaa temperatura ambiente (15-

30090, adicionar ¢l contenido de un sobre de medio D-MEM,  Adicionar todos os
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suplementos excepto el suero fetal bovino,  Agitar hasta disolucion completa,  Ajustar ¢l
pH del medio de 0.2 a 0.3 unidades debajo del pH final de trabajo deseado (pi 7.4).
Completar con agua desionizada hasta un volumen de 900ml. Esterilizar
inmediatamente por filtracion con membrana. Suplementar ¢f medio con suero fetal bovino
activo ( previamente csterilizado por filtacion con membrana) a medida que se vaya
utilizando,
Como control de una posible contaminacion microbiana , es recomendable incubar

una alicuota de medio a 37°C durante tres dias.  El medio sc conserva en refrigeracion,
MEDIO PARA CONGELAMIENTO

Sucro Fetal Bovino inactivado(sigma) 92%

Dimetil Sulfoxido (DMSO) 8%

Se prepara la solucion de 92% de suero y 8% de DMSO . Se coloca una alicuota de
células de 2 a 3 millones de células a congelar en el criotuba. y se le agrega medio de
congelamicnto, aproximadamente Iml de medio. Secongelaa

~700C por dos horas y después se pasa a nitrogeno liquido.
TECNICAS
CONDICIONES NECESARIAS PARA CULTIVAR CELULAS.
In primer Jugar. se debe de contar con un cuarto de cultivo aislado, para evitar
corricntes de aire. Se requiere de una campana de {lujo laminar estéril, una incubadora que

tenga inyeecion de CO2 y un micrascopio invertido. e preterencia que todo lo que se va a
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mancejar parit ¢l cultivo de células como son medios, pipelas, vasos.ete,, se encuentre muy
cerca del cuarto de cultivo.

El cuarto siempre debe de estar limpio.  Cuando se va a trabajar, la campana se
debe preader [Smin antes v limpiarse con una solucion de ctanol al 70% y benzal: la
limpicza se realiza antes y despuds de trabajar.  De preferencia, hay que tener un mechero,
para flamear ta boquilla de las batetlas de cultivo ,  de medio de cultivo, de pipetas, y de
cualquier material con el que se vaya a trabajar,

La incubadora sicmpre debe de tener Ta cantidad suficiente de agua para mantener ¢l
porcentaje de humedad que se requiere para ¢l cultivo, Como las células son sensibles a las
variaciones de CO2, ¢s necesario revisar periodicamente que el nivel de COa sea ¢l
correeto,  ltay que cuidar que las charofas de fa incubadora estén siempre limpias para
evitar - cualquier tipo  de contaminacion.  Se realiza una limpieza general de la
incubadora  frecucntemente (semanalmente).  Todos  los materiales que entren a la
incubadora como botellas  de cultivo.  medios de cultivo, deberin ser limpiados
exteriormente con la solucion de ctanol y benzal a fin de evitar contaminaciones.

La persona que vaa trabajar con las lineas celutares debe antes lavarse las manos con
agua y jabon 'y después frotarlas con la sotucion de etanol y benzal, para prevenir
contaminacion.

Cuando por alguna razon. ocurrio  una  contaminacion por bacterias, esta es
faciimente reconocible, porgue cf medio se vuclve turbio y opaco en 48hrs . En ese
momento. se debe desechar esa botella de cultivo, v dar una fimpieza general con Sultiato
de Cobre, para eliminar cualquier tipo  de contaminacion que pudiera  haber en la
incubadora,  Los siguientes  dias se revisan fas  demds  cajas para detectar cualquicr

posible conliminacion.  Todo cf trabajo debe de realizarse dentro de Ja campana.



METODO DE DESCONGELAMIENTO DE LAS LINFAS CELULARES.

El descongefamicnto de fas lincas celulares debe de hacerse en ¢l menor tiempo posible
(Imin). Antes de descongelar eof criotubo, se debe colocar en la incubadora una botella de
cultivo con ef medio de eultivo respectivo para cada linea celular con el ubjeto de que se
adapte a fas condiciones de humedad v de CO) que se requicre. Despuds de unos 10min
aproximadamenie, se procede a descongelar ef criotubo.  Se saca del nitrdgeno liquido y se
frota con las palmas de las manos hasta que la pastilla de hiclo se desprenda. una vez gue
esto ha sucedido, se vacia la pastifla en la botetfa con el medio de cultivo,  Se homogeniza
y se observa fa morfofogia de las células al microstopio para saber en que condiciones se
encuentran al - momento de descongelar,  posteriormente, se  meten a la  incubadori.
Despuds de aproximadamente 2 horas hay gque cambiarles el medio de cultivo  porque el
PMSO con que se congelaron es toxico para las célilas.  Se hace una segunda observacion

de fas células al microscopio y se meten nuevamente a la incubadora,

METODO DE CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES.

Cuando se eultivan lineas celulares. deben tenerse cuidados en pequeiios detalles. hay
que tomar en cuenta que unas lincas son mas sensibles a cambios que otras, v sobre todo,
despuds de descongeladas.

Primero hay que cubrir fas condiciones minimas para el cultivo cefular, Después del
descongefaniento, las células se deben de observar diariamente. Cuando los medios
contienen  rojo de lenol como  indicador, como en nuestro caso, éste  indicador vira  a
amarillo cuando el medio esti muy deido, indicando que  ya no hay suticientes nutricntes
necesarios para las células, por lo tanto hay que cambiarlo.  Sin embrago, si cuando s¢
hacen las observaciones diarias se nota que el medio  estd muy sucio de restos celulares o

desechos celulares, aunque el medio no ha virado a amarillo, se debe de cambiar ya que
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estos desechos son toxicos para las células vivas o incluso se debe de cambiar la botella de
cultivo. porque muchas veces estos restos sc adhicren a la botella 'y con el simple cambio
de medio no cs suficiente.

Antes de llevar a cabo ¢l cambio de medio, los medios, ¢l PBS 'y la tripsina se deben
de colocar en un bafto a 379C por aproximadamente 15 min. [l cambio de medio debe
llevarse a cabo ripidamente porque las eélulas se estresan,

En el caso de la linea celular SK-MEL 28 éstas c¢lulas se adhieren al plastico, de tal
forma que lo Unico que se tiene que hacer es eliminar ¢l medio  anterior.  Después se
agregan a la botella 2 a 3ml de PBS y se agita suavemente para tratar de eliminar todos los
desechos, Se retirn el PBS y sc¢ agrega el medio de cultivo respectivo (en este  caso
D-MEM).  Sc agregan Sml de medio porque las botellas de cultivo utilizadas son de¢ 50ml
y esta cantidad de medio no sc derrama. Al agregar tanto ¢l medio como el PBS, sc debe
tencr cuidado de que la pipeta no toque la boquilla de la botella de cultivo. Para evitar
contaminaciones se flamea lu boquilla de la botella. Se cierran las batellas y se meten a la
incubadora en posicion horizontal, una vez adentro, sc abre un poco el tapon para permitir el
flujo de CO2 botella,

En ¢l caso de la linea K-562, dado que las células se encuentran tanto ¢n
suspension como adheridas al pldstico. es necesario tomar ¢l medio y colocarlo en un tubo
tubo para centrifugarlo a una velocidad de 2000 r.pam durante 5 min. Micntras sc esta
centrifugando, w la botella de cultivo se le agregan de 2 a 3 ml de PBS. sc ugita para
eliminar los restos celulares y  posteriormente se extrae cl PBS.  Se agregan
aproximadamente 3ml de medio nuevo: en este caso RPMI 1640, Una vez centrifugadas
los tubos, s¢ observa una pastilla de células en el fondo, cuidadosamente se elimina cl
medio sin destruir fa pastilla y se le agrega un pequeio volumen de medio nuevo. se
resuspende T pastilla y se incorpora a fa botella  de cultivo. Se completa con medio de

cultivo nuevo. para Hegar a un volumen final de 5 ml.
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En caso de que la botella de cultivo después de lavarla con PBS mantenga los restos
cclulares, es necesario entonces, cambiar de botella, para lo cual se desprenden las células
de la botella agregando 2ml de tripsina, e incubando durante cinco minutos o hasta que
se desprendan  completamente las  células.  Se toma la suspension celular tratada con
tripsina y sc centrifugan a 2000 r.p.m por cinco minutos, Una vez centrifugadas las células,
se elimina ¢l sobrenadante con cuidado y se le agrega medio nuevo, se resuspende la
pastilla y sc agrega a una botella nueva.  Se observan al microscopio y se incuban
horizontalmente abriendo levemente el tapon de la botella.

En ¢l caso del cultivo de las células endoteliales, que por tratarse de células no
transformadas, son mucho mas susceptibles a cualquier variacion en las condiciones de
cultivo que las células tumorales, ademids de que requicren de factores de crecimiento
exogenos. Estas células, se adhieren al plastico, por lo que ¢l cambio de medio de
cultivo s¢ facilita realizandosc dc la misma forma como se hizo para la linca celular
SK-Mel 28, pero ademis se lcs debe agregar 50ul de bFGF (concentracion 0.2ng/ul) por
cada 10ml de medio de cultivo para estimular la reproduccion celular. El cambio de medio
y por lo tanto de factor, se debe de realizar cada dos dias independientemente de si hay restos
cclulares o no. Es importante revisar estas células constaniemente para detectar cualquier
cambio en la morfologia y encontrar lo mas su pronto posible la causa. La muerte de fas
células se detecta facilmente porque comienzan a despegarse de la botella de cultivo y un
paso previo a esto es que se observan células muy vacuoladas.

Las células se incuban a 379C en presencia de 5% de CO3 y 100% de humedad. Es

necesario recordar que al incubarse el cultivo, se debe de abrir el tapon de la botella.
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METODO DE CONGELAMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES.

Cuando las células estin a punto de llegar a confluencia y si no s¢ van a utilizar, s¢
rccomicnda congelarlas, va que en dstas condiciones se mantienen viables por mucho
tiempo. No s¢ recomienda que se congelen cuando cstan en confluencia porque la mucrte
celular ya comenzé y la viabilidad disminuye. El método de congelamiento se realiza de la
siguiente forma: Las células que cstan a punto de legar a conflucencia (que tengande 2 a3
millones de células) se despegan de la botella agregando 2l de tripsina ¢ incubandolas por
cinco minutos o hasta que se desprendan completamente. La suspension de células tratadas
con tripsina se centrifugan a 2000 r.p.m durante Smin. Sc elimina ¢l sobrenadante y la
pastilla sc resuspende en un pequeiio volumen de medio de congelamicento. Esta suspension
sc coloca ¢n un criotubo. Se completa con medio de congelamicnto hasta tener un volumen
final aproximado de Iml.  Sc¢ recomienda no poner demasiado medio porque al
congelarse,puede romperse ¢l tubo. Se congela o <709C por dos horas y posteriormente se

meten en nitrdgeno liquido.

MEDIO ACONDICIONADO POR LAS LiNEAS CELULARES
TUMORIGENICAS

El medio acondicionado por las células tumorales que casi Hegan a confluencia se
recolecta on viales estériles y se filtra dos veces con membrana millipore de 0.435p para
asegurarse de climinar los restos celulares y que el mediv sdlo contenga los factores
angiogénicos seceretados por Ins células tumorales.  Este medio que consta del medio
acopdicionado con factores de crecimiento seeretados por las células tumorigénicas de 2 v 3
dias de incubacion.  El medio acondicionado por células tumorales debe utilizarse lo mads

pronto posibie. va que corren ¢f riesgo de que Jos factores angiogénicos se descompongan,
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TECNICA DE REDUCCION DEL M.
FUNDAMENTO:

El reactivo bromuro de  3-(4.5-Dimetiliiazol-2-i1)-2,5 difeniltetrazolio (MTT)  es
reducido  por las deshidrogenasas mitocondriales de  las células vivas  formando un
precipitado morado, ¢l formazin (59).  El numcero de células viables es directamente
proporcional a la produccion de formazin, el cual, después de su solubilizacion en
DMSO puede ser medido espectrofotométricamente. Las medidas de sensibilidad in vitro a
un tarmaco por ¢l método de la reduccion de la sal de tetrazolio ha mostrado tener
correlacion con las determinaciones  experimentales hechas por otros métodos como son:
determinacion de  proteina  célular, por exclusion con colorante vital y métodos

clonogénicos en una variedad de cultivos y condiciones experimentales (55).

CURVA DE CRECIMIENTO

l.- Se sclecciona un cultivo que se encuenire en confluencia, es decir, que se observe unu
monocapa uniforme en toda la botella, csto para asegurar que la cantidad de  células que
tenemos en la botella sea suficiente para realizar la curva,

2.- Se retiva ¢l medio de cultivo

3.- Para desprender las células que se encueniran en confluencia,  se  agregan
aproximadamente 2ml de tripsina. Sc¢ introducen a la incubadora a 370C en presencia de 5%
de CO2. 95% aire v 100% de humedad. se incuba aproximadamente 5 min, o hasta el
desprendimiento total de las célulus,

4.- Se hacen las diluciones  correspondientes con medio de cultivo, hasta  tener una
concentracion de  Ix 1% cclulas 100pd « realizar el conteo eclular en una camara de
Newbauer),

3= Sedepasitan 100pd de Ja suspension celular e los pozos correspondientes a cada uno de

los seis dias de Tacurva. Cada din se haee porariplicado.
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6.- Adicionar 900pl de medio de cultivo fiesco; cervar la caju y meterla a la incubadora a
379C. en presencia de 5% CO3., 95% de aire y 100% de humedad,

7.- Después de un dia de incubacion, se resuspende cuidadosamente ¢l contenido de cada
pozo y se¢ coloca en su correspondienie tubo eppendorft’ estéril.  Si se trata de células que
se adhieren al plastico, adicionar a cada pozo 500ul de tripsina, incubar a 370C S min y
resuspender nuevamente con cuidado verticndo el contenido en ¢l tubo ceppendorf
correspondiente,

8.- Centrifugar los tubos a 3000 r.p.m. durante 4 min.

9.- Se descarta cuidadosamente ¢l sobrenadante

10.- Sc resuspenden las células con 200ul de medio nuevo y se adicionan 20p! de una
solucion dc MTT estéril (Smg de MT1/ml $SI). Tapar, agitar, hacer un agujero cn la
tapa del tubo con un alfiler para permitir la entrada de aire con CO2

L1.- Incubar por cuatro horas a 379C cn presenica de 5% de CO», 95% de aire y 100% de
humedad,

12.- Centrifugar a 5000 r.p.m durante 5 min. Descartar cuidadosamente ¢l sobrenadante,

13.- Disolver la pastilla con 500ul de DMSO,

14.- Medir fa absorbancia a 540nm,

15.- Se repite todo el procedimiento para los dias 2.3,4.5 v 6,

CURVA PATRON

I.- Se escoge un cultivo que se encuentre ¢n confluencia,

2.- Seclimina el medio de cuitivo de la botella

3.~ Para desprender las células se agregan aproximadamente 2ml de tripsina, se incuba
aproximadamente 5 min 6 hasta et desprendimiento total de las células a 370C en presencia

de 5% de COa, 95%de aire v 10070 de humedad



4.- Las célulus se resuspenden y se hace ¢l conteo celular en una camara de Newbauer,
de ser neeesario, se hacen diluciones con el medio de cultivo para tener aproximadamente
a)100células; b)5000células: ¢)10000cétulas; d)50000células; ¢)100000cclulas; en un
volumen no mayor de 150 pt ¥ no menor de Spl.

S.- Colocar cada alicuota en su correspondiente tubo cppendorft estéril y completar con
medio de cultivo para tener un volumen final de 200u! en todos los tubos,
6.-Adicionar 20ul de solucion de MTT estéril ( 50mg de MTT/ml de SSI).
7.-Tapar los tubos, agitar ¥ hacer en las tapuas un agujero con un alfiler, para permitir la
cntrada de aire con CO2
8.- Incubar los tubos cuatro horas a 370C en presencia de 5% CO3, 95% aire y 100% de
humedad,

9.- Pasado este tiempo, centrifugar los tubos a 5000 r.p.m durante Smin

10.- Descartar cuidadosamente el sobrenadante,

H.- Disolver la pastilla ¢en 500pt dc DMSO ,

12.- Medir la Absorbaucia a 540nm,

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DIRECTA DE LOS
FARMACOS EN LINEAS CELULARES TUMORALES

t.- Se toman 100u! de la suspension celular (aproximadamente 1x10% células/100pl) v se
colocan en cada uno de los pozos correspondientes al control negativo, H). H 9, H3, Hy v al
control positivo en una placa de cultivo de 24 pozas. Se adiciona medio de cultivo hasta
completar en cada pozo un volumen total de Iml. - Se incuban hasta que las células alcancen
la fase exponencial (determinada en la curva de crecimiento) a 379C en presencia de 5%
de CO2, 95% de aire y 100% de humedad, una vez aleanzada ésta fase. se adicionan a los

pozos 25 v S0ul de los fitnmacos a la concentracion de 2pg/pl. para obtener concentraciones



de 30 y 100pg/ml respectivamente. dejando sin farmaco los pozos que serdn los contrales.
L:} experimento se realiza por triplicado.

2.- Sc incuban nuevamente las células bajo las mismas condiciones y se determina la
viabilidad d¢ cada pozo a las 24 y 48 horas, empleando la téenica de reduccion de la sal de
tetrazolio (M11). para lo cual se resuspende ¢l contenido de  cada pozo en  forma
cuidadosa v se¢ coloca en tubos eppendortl estériles.  Sise trata de células que se
adhieren, se adicionan 500p! de tripsina a los pozos, se incuban Smina 370C, se vuelvena
resuspender las  cdlulas con cuidado, y se coloca el contenido de los pozos en los tubos
eppendartY carrespondientes,

3.- S¢ centrifugan los tubos a 3000 v.p.m. durante 4 min,

4.- Se descarta con cuidado ¢l sobrenadante

.- Se resuspenden las células con 200pl de medio de cultivo nuevo y se adicionan 20 pl de
una solucion de MTT ostéril (Smg MTT/im} SSI)

6.- Tapar tos tubos y agitarlos. Hacerles un agujero en 1a tapa con un alfiler para permitir la
entrada de aire con COp

7.- Incubar por cuatro horas a 370C en presencia de 5% de CO3, 95% de aire y 100% de
humedad.

8.- Contrifugar o 5000 r.p.m. durante 5 min. Descartar cuidadosamente el sobrenadante,
9.- Disolver la pastilla en 500p! de DMSO,

10.- Medir ta absarbancia a 540nm,

11.- Obtener la ahsorbuncia promedio de cada sistema v obtener fa desviacion estandar,

12.- Deteminar el porcentaje de inhibicion

% proliferacion =

Absorbancia promedio del control

% tubibicion .. 100 - %4 proliferacion



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIANGIOGENICA DE LOS
FARMACOS EN CELULAS ENDOTELIALES

El experimento se llevo a cabo a cabo como se indica cn la tabla No 3:

Tabla No. 3. ACCION DE LOS FARMACOS TIPO HEPARAN SULFATO SOBRE
CELULAS ENDOTELIALES EN PRESENCIADE MCT O bFGF

Células | Hj H2 Hs H¢ | MCT |bFGF |va.

E final
1081 tmi
oy 2001 Tml
lﬁ — 1ol 7]
] SOl Imi
10018 Sl im}
T Sl Tmi
ga:u — ] Tmi
19yl oyl 2081 Tmi
1ol i — 001 Tmi
1001 Syl L] T
190y) Soul %01 Tmi
1oyl Soul — Tol imi
100l i ﬁ_ 1o imi
100yl Soul 1oyl Tl
100u1 Soul 10,0 imi

Células E= Alicuotas de células endoteliales a una concentracion de 0.925X 104¢élulas/ 100p
1. McT = medio acondicionado por las células tumorales. bBFGF=factor de crecimicnto de
fibroblastos basico, concentracion 0.2 ng/ul. Hy, Ha,H3, Hg= Los firmacos se utilizaron la
concentacion de 2ug/pl

E: Corresponde al control para las células cndoteliales. Se coloca una alicuota de
aproximadamente 1x104  células por 100pl y se completa a tml con medio de cultivo
D-MEM nuevo.

E+T: Corresponde al control  para ver si realmente el medio acondicionado tiene

efecto sobre Ta proliferacion de las eclulas endoteliales.
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E+iy
E+H)
E+H3y
E+Hy

E+T+H1
E+T+H2
E+T+H3
E+T+H4

Con cstos ensayos observamos la accion directa que ticnen
los diferentes hepardn sulfato sobre las células

endoteliales.

Con estos ensayos observamos si hay un efecto antiangiogénico
de los heparan sulfato con respecto a la accion de los factores

de crecimicnto contenidos en el medio acondicionado.

E+bFGF: Corresponde al control para ver la  accion directa de el

sobre las células endoteliales.

E+bFGF+H1
E+bFGF+H2
E+bFGF+H3
E+bFGF+H4

Lixperimentos control para conocer ¢l efecto que

existe del bFGF cn presencia de los diferentes heparan sulfato.

2.-Estos ensayos se van distribuyendo por triplicado en cajas de cultivo de 24 pozos.

bFGF

3.- Una vez que se prepard todo el experimento, se colocan las cajas de cultivo en la

incubadora a 370C en presencia de 5% de CO3 y 100% de humedad.

4.- Las lecturas se realizan 3 dias despuds para observar en efecto en las células antes de

que se acumulen desechos toxicos. Para hacer la evaluacion de la viabilidad de las células

endoteliales, se utiliza la téenica de reduccion del MTT, para lo cual se resuspende el

contenido de cada pozo en forma cuidadosa y se coloca en tubos eppendorft estériles,

se¢ adicionan 500l de tripsina a los pozos. se incuban Smin a 379C y se vuelven a



resuspender con cuidado para despegarlas del plastico. Se coloca el contenido de los pozos
en los tubos eppendorff correspondientes,

5.- Se centrifugan fos tubos a 3000 r.p.m. durante 4 min,

6.- Se descarta con cuidado el sobrenadante

7.- Se resuspenden las células con 200ul de medio de cultivo nuevo y se adicionan 20 pl de
una solucion de MTT estéril (5img MTT/ml SSI)

8.- Tapar los tubos y agitarlos. Hacerles un agujero en la tapa con un alfiler para que el CO2

pueda permear al medio de cultivo,

9.- Incubar por cuatro horas a 370C en prescncia de 5% de CO», 95% de aire y 100% de
humedad,

10.- Centrifugar a 5000 r.p.m. durante 5 min. Descartar cuidadosamente el sobrenadante,
11.- Disolver la pastilla en 500ul de DMSO,

12.- Medir la absorbancia a 540nm,

13.- Obtener la absorbancia promedio de¢ cada sistema y obtener la desviacion estandar,

14.- Deteminar ¢} porcentaje de inhibicion,

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIANGIOGENICA DE LOS
FARMACOS EN EMBRIONES DE POLLO

Debido a que teniamos informacion de que la heparina o fragmentos de la heparina
que no tenian actividad anticoagulante mostraban  un  efecto antiangiogénico  muy
importante cuando eran administrados  junto  con esteroides como la  cortisona o la
hidrocortisona ~ (54), se decidio que si tos firmacos probados no  tenian un cfecto
antiangiogénico por si solos. quizds si lo tendrian cuando  se administraran con
hidrocortisona, Sc realizo un experimento preliminar con el objeto de conocer la posible
accion antiangiogénica de fos hepardn sulfato Hy y Hg cuando son administrados en

combinacion con hidrocortisona (HC).  Los esteroides que hian mostrado tener un mayor
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efecto antiangiogénico cuando  son  administrados  con heparina son 1 7u-
hidroxiprogesterona, hidrocortisona y 11 aepihidrocortisol (54,12,16,18).

El experimento se realizo usando dos de los fairmacos que habian sido probados en los

experimentos anteriores: el hepardn Hg que mostro tener un efecto  antiproliferativo leve

sobre las celulas endoteliales A023 BBEp7 v el heparan Hy que  practicamente  no

tuvo efecto antiangiogénico sobre las células endoteliales (Fig 18).

Las concentraciones ulilizadas en este experimento, corresponden a las Optimas
reportadas por Crum, Szabo y Folkman (1985;54) de 50ug/10ul para el firmaco utilizado
(en su caso heparina) v 60pg/10pl para ¢l esteroide utilizado ( en su caso cortisona). Las
soluciones de¢ los farmacos sc prepararon a una concentracion de  100ug/10p! y la
suspension  de la hidrocortisona  se  prepard a una concentracion de 120ug/10ul  de tal
forma, que en los experimentos en donde se colocan los dos farmacos juntos, se
adicionaron 5ul de firmaco y Sul de la hidrocortisona para llegar a las concentraciones
optimas de¢ ambos.

La solucion de los firmacos se obtuvo pesando 10mg de cada firmaco y
disolviéndolo en Iml de agua desionizada estéril para obtener una concentracion de
10mg/ml o 100p/10pl. La solucion se esterilizd por filtracion con membrana millipore de
0451 Se conserva en refrigeracion,

Al no poder preparar una solucion de hidrocortisona, ya que no e¢s soluble en agua.
probamos con diversos disolventes: DMSO con el cual aparentemente si se solubilizo pero
en ¢l momento de filtrar la hidrocortisona precipitd. Se probo con tetractilenglicol  con el
cuil obtuvimos mejores resultados de solubilidad después de 2 horas. Sin emburgo, la
hidrocortisona no se disolvio completamente y  se utilizo como suspension cuidando de
homogeneizar perfectamente cada vez que se utilizara.  Para preparar Ja suspension,  se
pesan 12mg de fahidrocortisona y sele agrega  Iml de tetractifenglicol  para obtener

una coneentracion de 12mg/ml o 120pp/10u).



La preparacion de los embriones se realizé de la siguiente forma: Con la ayuda de
un ovoscopio. se determino el limite entre la membrana corioalantoidea y ¢l espacio de aire
del embrion marcandoio con un plumon.  Trabajando dentro de la campana de ftlujo
laminar. se quito el cascarén que corresponde al espacio de aire con ayuda de unas tijeras
pequedias, posteriormente, se quitd la membrana que protege al embrion para exponer la
membrana coroalantoidea,  Para realizar el experimento, el volumen de cada uno de las
mezclas de hepardn sulfato ( Hy y Hg ) con la HC, se colocaron en ¢i centro de un pedazo de
papel filtrode 1.5cm x 1.5cm estéril y éste se coloed sobre los capilares de la membrana
coroalantoidea. La observacion se hizo a las 24 horas.

En el caso de los controles cada uno de los ensayos del experimento se realizd por
quintuplicado, Para los problemas s¢ colocaron siete embriones Esto con cl objeto de
preever la muerte de algin embridn. El experimento se realiza como se muestra en la
Tabla 4:

Tabla No.4 ACCION DE LOS FARMACOS TIPO HEPARAN SULFATO Hy Y Hy

SOBRE EMBRIONES DE POLLO

No de Solvente HC Hj Hy
Embriones
cinco
cinco Sul
cinco Sul
siete Sul
siete Sul
siete 5ul 5ul
siete Sul Sul

HC= Hidrocortisona. Concenttacion 120pg/10pl

C. NEG: Sc coloed el papel filtro sobre la membrana corfoalantoidea sin fairmaco para ver ¢l

efecto mecinico de éste sobre la membrana. SOL: control que corresponde al disolvente
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tetractilenglicol para ver que accion tiene solo frente a los embriones. HC: corresponde

a el control de la hidrocortisona sola para ver que efecto tienen sobre las células tumorales.
H2 y Hy: fueron controles para ver conocer si los heparin sulfatos solos tiene algun efecto

sobre el embrion de pollo. HC+Hp: este ensayo se hace con el objeto de conoccer el
efecto que tiene la administracion conjunta de hidrocortisona con el hepardn H).
HC+Hg: cste ensayo se realiza para conocer el efecto de la administracion conjunta de la

hidrocortisona con le heparan Hy.
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RESULTADOS

Este estudio estd encaminado a la busqueda de farmacos que actien sobre lineas
celulares tumorales inhibiendo de alguna forma su proliferacion.

Como primer paso, fue necesario determinar las fases de crecimiento de las lineas  SK-
Mel 28 y K-562 (Figuras y Tablas 6 y 7 respectivamente) para conocer i que tiempo las
células llegan a la fase de crecimiento exponencial, fase a la cual se agregan cada wno de los
tarmacos a cstudiar.

Para las dos lincas celulares, el inicio de la fase exponencial s¢ presento al segundo dia
de incubacion encontrandose la fase estacionaria en el sexto  dia ¢n el caso de la linea
K-562 (Fig.6), y en el caso de la linea SK-Mel 28 se¢ presentd en el tercer dia de
incubacion (Fig.7) .

El firmaco se coloca al inicio de la fase exponencial con el objeto de asegurarse que la

muerte celular sca debida al firmaco y no a la muerte natural de las células,
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Figura No. 6 Curva de crecimiento de la linea celular tumoral humana K-562. El
inéculo utilizado fué de 1.67x104 células/ml. Los puntos graficados son el promedio de

tres determinaciones,

Tiempo Absorbancia
(dias)

1.13
1.49
2.62
3.30
7.18
9.67

O\ UR] &} ] ] oun

Datos de la curva de crecimiento de K-562. La absorbancia reportada es el

promedio de tres determinaciones realizadas para cada tiempo.

60



- C e e oy

CURVA DE CRECIMIENTO DE SK-MEL 28

1A

TIEMPO (dias) 5  gseriest

1

Figura No.7 Curva de crecimiento de )a linea celular tumoral humana SK-Met 28. El
indculo inicial fué de 1.24x104ce/ml Los puntos graficados son el promedio de tres

determinaciones.

F"l"i'empo Absorbancis
(dias)

1 0.613

2 0.534

3 1.320

4 0.8%2

s 0.716

Datos de la curva de crecimiento de SK-Mel 28. Las absorbancis reportada es el

promedio de tres determinaciones reslizadas para cada tiempo.

61



A

se realizo la curva patrdn para las lineas celulares K-562 y SK-Mel 28 utilizando la
téenica de reduccion del MTT con el objeto de corroborar fa proporcion directa entre ¢l
nimero de células presente en fu muestra y la cantidad de tormazin producido por las
mismas. Por otro lado, las concentraciones de formazain producido fueron diluidas cuando
fué neeesario, de tal manera de obtener rangos de concentracion que pudicran interpolarse en
ésta curva,

Las figuras 8 v 9 muestran las curvas patron para las lineas celulares tumorales
K-562 y SK-Mel 28 respectivmente,

En el experimento para conocer la accion directa de los farmacos sobre a linea cclular
K-562 se hicieron diluciones de las muestras, de tal forma que las absorbancias obtenidas
fucron interpoladas en la curva patron para obtener ¢l numero de células correspondicnte a la
muestra.

Cada determinacion se realizo por triplicado. Se obtuvo el promedio de éstas v ¢l
namero de célulay resultante se compara con ¢f control negativo para obtener ¢l porcentaje
de inhibicion vn cada caso. En las tablas 7, 8.9 y 10 se muestran los resultados en niimero

de células,



CURVA PATRON DE LA LINEA K562
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Figura No. 8 Curva patrén de K-562. El in6culo inicial fue de 2.34x104 células/m)

ncentracion (cel/| Absorbancia

0 0
1000 0313
5000 0.519
10000 0.622
$0000 1.646
100000 2.831
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CURVA PATRON DE LALINEA SIKMVEL 8

ABSORBANCIA
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Figura No.9 Curva patrén de SK-Mel 28. El inéculo inicial fue de 6.975x104 céV/ml.

Concentracién (cel./mf) Absorbancia
0 0
1000 0.302
$000 0.614
10000 0.634
$0000 1976
100000 2.861

Valores de regresién lineal

r| 09872
b | 04445
m {28y 10-4
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La primers evaluacion  que se hizo de los firmacos fué determinar su actividad
antitumoral directa sobre las lincas celulares, para lo cual se utilizaron placas de cultivo de
24 pozos, cn las cuales se colocd ¢l indeulo inicial de células tumorales. Después de dos dias
de incubacion. se agregd cada uno de los farmacos. La concentracion de los farmacos en el
pozo fue de 50ug/ml en el primer experimento, y del00ug/ml en el segundo experimento.
Para ambos experimentos se realizaron determinaciones de la viabilidad celular por medio de
la técnica de reduccion de MTT a las 24 v 48 horas de colocados los firmacos. Las lecturas
se realizaron a 540nm. se¢ obtiene la absorbuncia promedio de éstas y la desviacion estindar
de los datos (d.c¢).

PPara los experimentos a ambas concentraciones (50 y 100pg/mi) se utilizo un control
negativo en el cual se colocaron células en ausencia de fairmaco. Las absorbancias promedio
de los problemas se compararon con la absorbancia promedio de ¢ste control para obtencr el
porcentaje de inhibicion de la proliferacion para cada uno de los farmacos. Se utiliza como
control positivo la vincristina,un firmaco que es capaz de inhibir la proliferacion de las
células tumorales.

Para la linea celular K-562, la Vineristina estd reportada como inhibidor efectivo de la
proliferacion a una concentracién de 10ng/ml de células.  En un primer experimento se
colocaron 30. 60 v 100ng/ml de la vineristing, y aungue comparado con el control
negativo, si hubo inhibicion, dsta no aumentoé conforme se aumentaba la concentracion
del farmaco. sino que por ¢l contrario (datos no mostrados), la inhibicon de la proliferacion
disminuia conforme aumentaba la concentracion de la vineristina, por esta razon. se decidio
usar concentraciones mas altas, utilizando 300ng/ml, 600ng/ml y lpg/ml concentraciones a
las cuales se obtuvieron mejores resultados. En el caso del experimento de 24 horas. tanto
50 como  100pg/mt de la vineristina no tuvieron un efecto inhibidor del crecimiento céhular
(Iablas 7 y 8). sin embargo. el porcentaje de inhibicion se hace mayor conjorme aumenta la

coneentracion.



TABLA No.7 EFECTO DIRECTO DE LOS FARMACOS A UNA DOSIS DE
50ug/mi SOBRY. LA LINEA CELULAR K-562, A 24 HHORAS.

Y de

— - e
Conceatracion del No. de Células promedio § de
inhibicion

farmico (80 ug/mi +/- d.e!
epa

S50 +1. 30,59

101,000 +/-500

132,000 +/- 24,000 ¥

|

|

| |
T e
| e |

|

|

|

|

{

l
|

Vincristina »

lqg/ml

d.¢ = desviacion estind:r.

‘Cada ensayo se realizo por triplicado. Los datos reportados representan el promedio

de las tres determinaciones,
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TABLA No. 8 EFECTO DIRECTO DE LOS FARMACOS A UNA DOSIS DE
100ug/ml SOBRE LA LINEA CELULAR K-562, A 24 IIORAS.

Control nepative 96,333 +/- 38,718
H) : 246,666 +/- 15,275 -156.06
Hy 234,000 +/- 14,000 -142.90
Ha 156,000 +/- 7,508 -61.94
Hy 210,000 +/- 24,331 -118.00

Control positivo:
Vincristina

300 ng/ml 124,000 +/-1000 -28.72
600 ng/m 116,000 +/- 5,291 -20.41
1 pg/ml 61000 +/- 13,279 36.68

d.e=desviacion estandar.

ICada ensayo se realizé por triplicado. Los datos reportados representan el promedio
de las tres determinaciones.

A las 48 horas ya sc ve el efecto de la vincristina sobre las celulas tumorales. (Tablas 9 y
10),
Los resultados  se obtuvieron como  lecturas  de  viabilidad celular  para  cada
concentracion  de firmaco.  Comparando las lecturas promedio de  los firmacos con la
lectura promedio del control, se obtuvo ¢l % de inhibicion de la proliferacion para cada

uno de éstos.
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TABLA No.9 EFECTO DIRECTO DE LOS FARMACOS A UNA DOSIS DE
S0pg/ml SOBRE LA LINEA CELULAR K-562, A 48 HORAS

Concentracion del No. de Celulas promedio Y% de
farmaco (50 ug/ml) +-d.e.! Inhibicion
Control negativo 97,000 +/- 9,866
Hy 107,000 +/- 11,790 -10.31
1)) 120,600 +/- 16,258 -23.74
Hxy 115,000 +/- 9,238 -18.56
Hyg 100,000 -+/- 40,000 -3.09
Control positivo:
Vincristina
300 ng/ml 46,000 +/- 5,679 52.58
600 ng/m! 51,500 +/- 3175 46.91
I up/ml 42,000 +/- 7974 §6.70

d.e = desviacion estandar.
1Cada ensayo se realizo por triplicado. Los datos reportados representan el promedio
de las tres determinaciones.
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TABLA No. 10 EFECTO DIRECTO DE LOS FARMACOS A UNA DOSIS DE
100pg/mi SOBRE LA LiNEA CELULAR K-562, A 48 HORAS,

emaco b sgom | o OB | it
Coutrol negativo 196,666 +/- 25,290
Hy 266,666 +/- 15,275 -35.59
Hy 273,333 +/- 8,036 -38.95
Hy 267,500 +/- 4,330 -36.02
Hy 251,666 +/- 10,103 -27.97
N rciatm
300 ng/ml 67,000 +/- 5,568 65.93
600 ng/ml 62,500 +/- 10,583 68.22
1 pg/mi 55,500 +/- 6,248 71.77

d.e= desviacién estandar.
'Cada ensayo se realiza por triplicade. Los datos reportados representan el promedio
de las tres determinaciones.
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Para fa linea celular K-562, a 24 horas y una concentracion de  SOu/mi no se observa
una inhibicion de la profiferacion de las células tumorales con ninguno de los firmacos.
Por ¢f contrario, indujo la proliferacion celular al menos en un 82% cen el caso del farmaco
H| y la maxima proliferacion fue de 145.63% para Hy. Estos resultados se muestran en la
Fig 10 observandose claramente, que el porcentaje de induceion de la proliferacion con tres
de los firmacos ( Hp, H3 y 4 ) fuc mayor del 100%  Un resultado similar se presenta con
los  firmacos a una concentracion de 100ug/mi, en donde encontramos la mayor
proliferacion con Hy con un valor de 156 % de induccion de proliferacion celular.
Los resultados sc pueden observar en la figura 11 en donde  los farmacos H), Hy y Hy
inducen la proliferacion por encima del 100%, los datos de Ha y Hyg (Fig 10) coinciden con

los datos anteriores.

9% DE PROLIFERACION

137.83 145.64

104.20 )
82.00 -5__. A L

o H2 . He
H3

Hi

Figura No. 10 Determinacion del efecto directo de los firmacos heparin sulfato a una
dosis de 50ug/ml sobre la linea celular K-562. El indculo inicial fué 1.587 x 10%ccl/ml.
El resultado sc expresa comeo el promedio de tres determinaciones individuales. La

tectura se realizé a las 24 horas de agregados los farmacos.
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Figura No. 11 Determinacidn del efecto directo de los farmacos heparin sulfato a una
dosis de 100pg/mi sobre 1a linea celular K-562. El indculo inicial fué 1.587 x 104cel/ml.
El resultado se expresa como el promedio de tres determinaciones individuales, La

lectura se realizo a las 24 horas de agregados los farmacos.

A las 48 horas, tampoco se detecto inhibicion de ta proliferacion celular en presencia
de los firmacos, aunque la menor induccion de la proliferacion fué a la concentracion de
SOpg/mi. El fimaco Ho presenta la mayor induccion de la proliferacidn celular de 23.71% v
la mener induccidn se presenta con Hg con 3.09%. Enla Figura 12 se presenta la induccion

de la proliferacion de los firmacos a 48 horas y S0pg/ml, las mayores inducciones

corresponden a Hy y Hj.
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Figura No. 12 Determinacion del efecto directo de los fairmacos heparin sulfato a una
dosis de 50ug/ml sobre Ia linea celular K-562. El indculo inicial fué 1.587 x 104cel/ml.
El resultado se expresa como el promedio de tres determinaciones individuales. La

lectura se realizo a las 48 horas de agregados los farmacos.

A la concentracion de  100pg/ml, ¢l farmaco que presenta una menor induccion de la
profileracion es Hy con 27.97% v ¢l que presenta una mayor induccion es 112 con 38.98% .
Listos resultados se presentan en la figura No 13,

dara los experimentos a las 48 horas con ambas dosis de farmacos. la vineristing mostra

unma inhibicion miaxima a la concentracion de Tpg/ml y a tas 48 horas (Tablas 9 v 10).
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Figura No. 13 Determinacion del efecto directo de los farmacos heparan sulfato a una
dosis de 100ug/ml sobre la linea celular K-562. El indcnlo inicial fué 1.587 x 104cel/nd.
El resultado se expresa como el promedio de tres determinaciones individuales. La

Jectura se realizo a las 48 horas de agregados los farmacos.

Para los experimentos realizados con la linca  SK-MEL 28, no se requirio hacer
diluciones, por lo que no fue necesario utilizar la curva patron. Los resultados se reportan

como absorbancia promedio +/- la desviacion estindar(d.e). (Tablas 11,12, 13y 14).

l.os melanomas son un tipo de cineer que es dilicil de tratar con quimioterapia, razon
por la cual no existe un firmaco reportado como dptimo para su tratamiento.  Por tal razon.
sc probo clefecto de la vineristina a concentraciones mayores que las utilizadas con la line:
K-562 pero no se observd ninguna inhibicion  Los resulados se expresan en las tablas
12083 v 140 EL control negativo, las mediciones por medio de la téenica de M1 y Ta
forma de obtener ¢l poreentaje de inhibicion de la proliferacion celular se realizaran de la

misma forma que con lalinea K-562,



TABLA No. 11 EFECTO DIRECTO DE LOS FARMACOS A UNA DOSIS DF,
S0ug/mi SOBRE LA LINEA CELULAR SK-MEL 28, A 24 HORAS,

Concentracion del Absorbancia % de
firmaco (50 jig/ml) promedio +/- d.e.! Inhibicion
Contrul negative 0.961 +/- 0.051
Hy 0.913 +/- 0,109 4.95
H> 0,970 +/- 0,056 0.67
H3a 0.820 +/- 0,167 14.74
Hy 1.020 +/- 0,037 -6.11
Control positive
: Viucristina
1 pg/l 1.162 +/- 0,065 -20.91
2 pug/ml 1.060 +/- 0.044 -10.51

d.e= desviacion estiandar,
! Cadiv ensayo se¢ realizo por (riplicado. Los datos veportades representan ¢l promedio
de Ias tres determinaciones.
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TABLA No.12 EFECTO DIRECTO DE LOS FARMACOS A UNA DOSIS DE
100ug/ml SOBRE LA LINEA CELULAR SK-MEL 28, A 24 HORAS.

firmaco (100 jg/mi) _| _promedio +/-d. ¢ Lnhibicion
Control negativo 0.921 +/- 0.075
H) 0.950 +/- 0.037 ~2.88
Hj 0.940 +/- 0.050 ~1.94
Hj3 1.350 +/- 0.182 -46.59
Hy 1.005 +/- 0.077 -9.15
Control positivo:
Vincristina
1 pg/ml 1.125 +/- 0.216 -22.14
2 pg/ml 0.965 +/- 0.078 -4.76

d.e = desviacion estindar,
ICada ensayo se realizé por triplicado. Los datos reportados representan el promedio
de las tres determinaciones.
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TABLA No.13 EFECTO DIRECTO DE LOS FARMACOS A UNA DOSIS DE
50pug/ml SOBRE LA LINEA CELULAR SK-MEL 28, A 48 HORAS.

(irmacs (0 pgiml) | _promedio o1 die. Inbibletbn
Control negativo 0.458 +/- 0.035
H) 0.486 +/- 0.026 -6.02
lip .503 +/- 0.034 -9.80
Hj 0.540 +/- 0.052 -17.85
Hy 0.554 +/- 0.046 -20.89
Control positivo:
Vincristina
1 pp/ml 0.568 +/- .027 -23.88
2 pg/ml 0.0519 +/- 0.031 -13.22

d.e = desviacion estdndar

'Cada ensayo se realizé por triplicado. Los datos reportados representan el prowedio

de las tres determinaciones.
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TABLA No. 14 EFECTO DIRECTO DE LOS F ARMACOS A UNA DOSIS DE
100ug/mi SOBRE LA LINEA CELULAR SK-MEL 28, A 48 HORAS.

Concentracion del Absorbancia % de
farmaco (100 ug/mi) promedio +/- d.e.! Inhibicion
Control negativo 0.478 +/-0.011
Hy 0.554 +/- 0.038 -15.28
Hy 0.559 +/- 0.031 -17.06
0.526 +/- 0.9 -10.20
Hj
Hy 0,558 +/- 0,013 -16.11
Control positive:
Vincristina
| pg/mi 0.518 +/- 0.002 -8.8
2 pg/mi 0.543 +/- 0.017 -13.73

d.e = desviacion estindar
!Cada ensayo se realizoé por triplicado, Los dates reportados representan el promedio
de las tres determinaciones.

En la linea celular SK-Mel 28 encontramos que a 50pg/miy 24 horas si hubo
inhibicion de la proliferacion, encontrando un vator miximo de 14.74% con el hepardn
H3 y la menor inhibicion fue de 0.67% con el heparan H2.  El heparan Hg mostré una
induccion de la  proliferacion celular de 6.11%.  Estos resultados se encuentran

esquematizados en a Figura 14.
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-14.74

Figura No, 14 Determinacion del efecto directo de los fiirmacos heparin sulfato a una
dosis de S0pg/ml sobre Ia linea celular SK-MEL 28. El indeulo inicial fué
1.23x104cel/ml.  El resultado se expresa como el promedio de tres determinaciones

individuales, La lectura se realiza a bas 24 horas de agregados los firmacos,

Cuando ¢l experimento se realizo a 48 horas vy 50ug/ml. observamos que el clecto y
volvemos a tener una induceion de la proliferacion que es el resultado que se ha ido
observando a través de fos experimentos, En éste caso, tenemos una mayor induccion de fa

proliferacion celular en Ty con 20.89% y fa menor induccidn la teneinos en Ty con 6.02%.

i da Figara 13 se presentan estos resultados,
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Figura No. IS Determinacion del efecto directo de los fiirmacos heparan sulfato a una
dosis de SOug/ml sobre la linea celular SK-MEL 28. FEl inéculo inicial fué
1.23x104cel/ml.  El resultado se expresa como el promedio de tres determinaciones

individuales, La lectura se realizo a las 48 horas de agregados los firmacos.

En el caso de fa concentracion de 100pg/ml a las 24 horas. encontramos que el mayor
porcentaje de induccion de fa proliferacion celular se presenta con of heparan H3  (Fig 16).
Contrario al efecto anterior, éste mismo farmaco (13) a una dosis de 50pg/mt a 24 horas

prescnta un efecto inhibitorio de 14.74%(Fig.14) .
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Figura No. 16 Determinacion del efecto directo de los farmacos heparin sulfato 2 una
dosis de 100pg/mi sobre 1a linea celular SK-MEL 28. El indculo inicial fué
1.23x108cel/ml.  El resultado se expresa como el promedio de tres determinaciones

individuales, La lectura se realizé a las 24 horas de agregados los farmacos.
Por Gltimo. en el experimento donde se trataron las células con 1H00pg/m de cada

fanmaco. o las 48 horas encontramos que ¢f efecto proliferativo se mantiene. En este caso,

¢l poreentaje de proliferacion con los cuatro firmacos es muy parecidos (Figura 17).
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Figura No. 17 Determinacion del efecto directo de los farmacos hepardn sulfato a una
dosis de 100ug/ml sobre I linea celular SK-MEL 28. El indculo inicial fué¢ de
1.23x10%ccl/mb.  El resultado se expresa como el promedio de tres determinaciones

ingdividuales. L.a lectura se realizo a las 48 horus de agregados los fairmacos,

Despuds de esta seric de experimentos y habiendo demostrado que los firmacos no
tienen aceion direeta sobre las células tumorales,  evaluamos fa posibilidad de que éstos
farmacos pudieran actuar inhibiendo la angiogénesis. para esto, se realizo un experimento
en el cuad se incubaron celulas endoteliales de capilar de cerebro bovino (A 023BBEp7) que
son formadoras de  capilares sanguineos _in__vivo, en presencia de los hepardn sulfatos y
medio acondicionado por las eélulas k-562.

De trabajos revisados con anterioridad, se sabe gue las células endoteliales seerctan
factores de crechniento, entre los cuates esta ¢ bIFGE, que estimula el crecimiento de fas
echulus endnteliales para formar vasos sanguineos v de ésta forma vaseularizar ¢l tumor.

e tal forma, que si nosotros incubamos  medio acondicionado por oélulas  tumorales (
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sabiendo que aqui - se encuentran los factores de crecimiento). en contacto con las
células endoteliales. deberemos encontrar una respuesta inductora de la proliferacion, y si
nosotros. suponemos que nuestros firmacos tipo hepardn  sulfato pueden actuar como el
PPS (20), entonces, el farmaco inhibird el efecto del factor, evitando que se  una a su
receplor en la célula endotelial lo que inhibird la proliferacion de células tumorales al
inhibir la formacion de capilares,

Este experimento se llevd a cabo  utilizando varios controles:
En primer lugar. un control compuesto exclusivamente por células endoteliales.
Otro control de células endoteliales y el medio acondicionado por las células tumorales.
para saber si este realmente induce la proliferacion de las células endoteliales
Un control de células endoteliales con  bFGF, que nos va a servir para saber si el efecto de
los tirmacos es dircetamente sobre el bFGF.

Se realizo un experimento en el cual se incubaron las células endoteliales con cada
uno de io0s fiirmacos por separado, para conocer la aceion directa de los heparin sobre las
células cndoteliales. Los resultados  fueron comparados con el control de células
endotelialess y con base en este s¢ obtiene ¢l porcentaje de inhibicion,

L.os experimentos realizados para conocer el efecto  antiangiogénico consisitieron en
colocar células endoteliales con medio acondicionado por células tumorales y cada uno
de los firmacos por separado. lLos resultados fueron comparados con el control  de
células endoteliales v mwedio acondicionado por células tumorales y con basc ¢n éste se
obtiene ¢l porcentaje de inhibicion.

Por otro lado. el experimento también consistio en colocar células endoteliales con
bFGF vy cada uno de los firmacos para ver que accion tienen los farmacos  sobre la
induccion de la proliferacion.  Los resultados son comparados con ¢l control de  eélulas

endoteliales y bIEGE v con base en éste se obtiene ¢l porcentaje de inhibicion.



Los resultados de dstos experimentos se presentan en la tabla No 15

TABLA No. 15 EFECTO ANTIANGIOGENICO DE LOS FARMACOS A UNA
DOSIS DE 100pug/mi SOBRE LAS CELULAS ENDOTELIALES A 023, A 72 HORAS.

Absorbancia promedio +/- % de Inhibicion
D.E,

K 0,448 +/- 0.040

E+T 0.619 +/- 0.070
E+Hj 0.464 +/- 0.022 -3.70
E+Hj 0.473 +/- 0.030 -5.65
E +Hjy 0.485 +/- 0.030 -8.40
E+Hy 0.458 +/- 0.036 1.58
E+T+H) 0.548 +/- 0.070 11.33
E+T+H) 0.675 +/- 0,031 9.19
E+T+Hjy 0,653 +/- 0,071 -5.49
E+T+ My 0,550 +/- 0.040 11.70

E + bFGF 0.582 +/- 0,022
E + bFGF + I 0.568 +/- 0,003 2.37
E +bFGF + H3 0.564 +/- 0.034 k¥ 17
E +DbFGF + 113 0.590 +/- 0.064 -L.41
L +bFGF + 1y 0.544 +/-0.018 6.53

n estos experimentos encontramos que tos farmacos Hy y Ty inhiben el crecimiento de

las célulus endoteliales en 11% cuando se encontraban en presencia  del medio
acondicionado por células tumorales.  Esto se corrobora en ¢l experimento con bFGF y los
firmacos, aunque no en la misma proporcion. ya que en este caso, para Hy hay un
2.37% de inhibicion, y para 11} hay un 6.53% sin embargo. estos valores no son
significativos  como  para  poder decir que  ¢stos  fidrmacos  ticnen actividad
antiangiogénica, y mucho menos desde un punto de vista clinico, donde los firmacos con
estos valores no representan una opeion terapéutica.  En lu Figura 18 se encuentran

resumidos estos resultados.,
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Figura No. 18 Determinacion del efecto antiangiogénico de los fiirmacos heparin
sulfato a una dosis de 100ug/mi sobre las celulas endoteliales A023BBEp7. El inoculo
inicial fué  0.925x105cel/m!,  Ei resultado se expresa como el promedio de tres
determinaciones individuales. La lectura se realizo a las 72 horas de agredados los
firmacos,

54 experimento con los embriones de pollo se realizd debido a que en la literatura se
reporta que Ta heparina administrada junto con algunos corticoesteroides es capuz de inhibir
fe angiogépesis en el ensayo de membrana  corioalantoidea de embrion de pollo
{12,16.17,18).

Los resultados obtenidos ¢n ¢ste experimento  se hicieron con base en la observacion
visual a 24 horas realizida por tres personas diferentes del laboratorio.  Las tres personas
coineidieron ein que ¢l firmaco tipe hepardn sulfato Hy o una concentracion de
Mpg/10pi mosrd tener un cfecto antiangiogénico cuando se administro junto con
hidrocortisona & una concentracion de 60pg/ 10pd. Estos resultados se muestran en fa tabla

No 16,



TABLA No. 16 EFECTO ANTIANGIOGENICO DE LA ADMINISTRACION
CONJUNTA DE LOS FARMACOS Hy Y Hy E HIDROCORTISONA SOBRE LOS

CAPILARES DE LA MEMBRANA CORIOALANTOIDEA DE EMBRION DE
POLLO

Embrion | Embrion | Embrion | Embrion | Embrion | Embrion | Embrion
No. 1 No, 2 No, 3 No. 4 No. § No. 6 No. 7
Cantrol NO NO NO NO NO
negativo
solvente NO NO NO NO NO
HC NO NO NO NO NO
n NO NO NO NO NO NO NO
g+ HC NO NO S SI ST >
Hy N NO NO NO NO NO NO
Hy+HC| NO S NO NO NO Si NO

Estos resultados son expresados como ¢ porcentaje de embriones que presentaron zona
de inhibicion con respecto al nimero total de embriones . Se presentan cnla TablaNo 17y

enlaFig 19.

TABLA No. 17 PORCENTAJE DE INHIBICION DE 1.LA ANGIOGENESIS POR LA
ADMINISTRACION CONJUNTA DE LOS FARMACOS Hz Y H4 CON

HIDROCORTISONA
FARMACO % DE INHIBICION
Hy 0(0r7)
1P} 0(0/7)
H4+HIC 7042 (5/7)
1 +HC 28.57(2/M)

La concentracion de los firmacos es de S0pg/l0ul. La concentracion de I
hidrocortisona fue de 60pg/i0ul . La observacion se realizé a las 24 horas de agregados

los Girmacos.
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% de inhibicién de la angiogénesis

71.42
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Figura No 19. Efecto de H y Hg administrados junto con hidrocortisona en membraua

corioalalntoidea de¢ embrion de pollo. La concentracion de los firmacos cs de
50ug/10ul. La concentracion de la hidrocortisona fue de 60pg/10ul . La observacion se

reatizo a las 24 horas de administrados los fairmacos,
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DISCUSION

Ll cultivo de lineas celulares es un arte. va que cada una de las Hineas eélulares requiere
de cuidados especificas de acuerdo a sus caracteristicas de crecimiento. Algunas son mis
sensibles a variaciones en las condiciones de cultivo que otras, incluso hay que familiarizarse
perfectamente con la morfologia de cada linea para detectar cuando las células estan
sufriendo dafio por falta de algin nutriente o por alguna variacion en las condiciones de
cultivo. Sin embargo. una vez que las células se han adaptado a las condiciones de cultivo,
se vuelven menos sensibles a las viriaciones, atn asi es necesario trabajarlas con cuidado. La
linca celular tumoral K-562 en un principio fue dificil de lograr su crecimiento, sin cmbargo,
una vez que crecieron, se mantuvicron en buenas condiciones a lo largo de todo el trabajo.
Son células que se pueden adherir af plastico. pero tambidén se encuentran en el sobrenadante,
Cuando se observan al microscdpio parccen racimos de células redondas de un aspecto
agradable, Lo linea celular SK-Mel 28 fue mas dificil de cultivar. porque cuando se
descongelaron se veian bastante bien, pero conforme fue pasando ¢l tiempo. la morfologia se
iba modificando, Jas células sc tornaban vacuoladas y con puntos negros, esto parece ser
debido a la presencia de melanina  producida por las células,  Posteriormente logramos
cultivarlas en condiciones adecuadas.. Son eélulas que se adhieren al plistico y su mancjo es
ficil. Pespuds de resolver éstos inconvenientes, el cultiivo de células se facilito.

La téenica de reduccion del MTT utilizada mostrod ser facil ¥ reproducible. .o que
indica que la téenica es confiable, y cuando por alguna razon las muestras no pueden ser
leidas inmediatamente pueden guardarse unas horas en frio sin que ef resultado se altere.

L:n los resultados que obtuvimos, al contrario de lo que esperabamos, los farmacos Hy.,
Ha. Hy v g no presentan un efecto inhibitorio en la proliferacion celular en las lincas
celulares tumorales probadas, v en particular. en la linea K- 562, en la cual se observo
un nurcado efecto deinduccion de La proliferacion. ¢l cual fue reproducible  en todos

los expernentos,
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bes

En el tinico caso donde se encontré inhibicion directa de fa proliferacion de células

tumorales, fue con la linea celular tumoral SK-MEL a las 24horas de incubacion y a una
dosis de S0pg/ml (Fig. 14), en donde se observa que los firmacos H|, Ha y H3 inhiben la

proliferacion  celular, siendo H3 el que c¢jerce ¢l mayor efecto inhibitorio
(aproximadamentel5%). Sin embargo, éste efecto se revierte cuando la dosis del firmaco es
de100pg/mi a las 24 horas de incubacion. A las 48 horas de incubacién en presencia de
ambas dosis. el efecto es de induccion de la proliferacion con los cuatro fairmacos.

A excepcion del efecto inhibitorio presentado por ¢l firmaco H3 a 24 horas y dosis de
50pg/ml, el efecto de ¢stos farmacos sobre la linea celular sk-mel 28 es de induccion de la
proliferacion celular. El mayor cfecto se presenta a las 48 horas de incubacion

Tyrrell,1D; IshiharaM y cols., 1993 (62), fraccionando una mezcla de hexasacdridos
derivados de heparina por su afinidad a bFGF, y probando éstos fragmentos para conocer su

afinidad por bFGF in vilro, se dicron cuenta que el hexasacdrido con la siguiente estructura;

S03”
0
0
2 SAD 0.
Ho\gH ) H503"
s03 5

es un inhibidor de la proliferacion de células ACE ( Adrenocorticales) inducida por la unién
de bIFGF. El hexasacérido inhibe también la unién de '2SIbFGF a la monocapa de células
ACE. ¢ inhibe la union de células transfectadas RO-12UC que expresan Sindecan (un
heparin sulfato) con células cubiertas por bFGF. Se ha descrito una actividad similar a
oligosacdridos de heparina, inhibiendo la proliferacion de células endoteliales de capilar en

ausencia de alFGF exdgeno.
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Estos invcsﬁ gadores también encontrivon que una mezcla de decasaciridos estimulaban
in_vitro la union de 12SIBFGE @ su reeeptor (FGER) inmovitizado,  Esta mezela de
decasacaridos podria contener dominios estructurales que se requicren para la interaccion del
bIGE con su receptor transmembranal en la superdicie de ta célula y que no se encuentran en
la estructura del hexasacarido (62).

Nuestros firmacos son una mezels de hexasaciridos v decasacdridos entre otros
fragmentos (pag 42) por lo que pensamos gue su comportamicnto sea debida o una
combinacion de efectos entre frapmentos inhibidores ¥y fragmentos inductores de la
angiogénesis.  Probablemente, pira poder establecer un efecto inhibitorio deberiamos
seleccionar {fragmentos mas pequenos de la mezcla y probar su actividad en lineas celulares
tumorales.

Con base ¢n los resultados obtenidos en fos experimentos, observamos que fa accion de
los farmacos sobre las lineas celulares cs de induccion de la proliferacion, ¢sta podria ser
explicada de -acuerdo a lo propuesto por Folkman y cols, 1994 (3),cllos encuentran que fa
heparina tiene fa capacidad de unir varias moléeulas de aFGE al mismo tiempo, lo que

originy la oligomerizacion y activacion del receptor (Fig 20).



Heparina

Figura No.20 La heparina se une a varios FGF's originando su oligomerizacién
La uni6én independiente de varias moléculas de FGF's a sus receptores (FGFR) trae
como resultado la oligomerizacién y activacién del receptor transmembranal. (a) es el

sitio de union para el proteoglicano y (b) es el sitio de unién para el receptor,

Este es un posible mecanismo. Sin embargo, pensamos que para obtener un firmaco
con accidn terapéutica, se debe de obtener upa molécula que este  constituida
primordialmente por hexasacdridos y entonces probarlaen  lineas celulares tumorales,

Folkman y cols., (3) hablan también de un antagonista de la heparina, el octasulfato de
sacarosa, ¢l cual, inicamente s¢ une a una molécula de aFGF y por lo tanto, no puede inducir
su oligomerizacion y consecuentemente no es capaz de activar ¢l FGFR.

Es probable que pequeios fragmentos de los heparan sulfatos que sean inhibidores de la

angiogénesis podrian actuar por un mecanismo similar (Fig 21),
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_ Octasuifate
e
s8Carosa

FGF g

FGFR

Figura No 21, El octasulfato de sacarosa se une unicamente a una molécula de FGF por
lo tanto, no es capaz de oligomerizarlo. El complejo Octasulfato de sacarosa-FGF uno

es capaz de activar a los receptores transmembranales (FGFR's)

En el experimento que realizamos con embriones de pollo decidimos tomar Hy y H
porque son dos firmacos que tenian efectos contrarios sobre lns células endoteliales de la
linea A023BBp7 y queriamos saber st administrados conjuntamente con hidrocartisona su
actividad seguia siendo opuesta.”

Con base en los resultados obtenidos podemos decir que el efecto entre los farmacos
tipo hepardn sulfato Hy y Hy  siguc siendo contrario, es decir, que el heparin Hy cuando
se administra junto con hidracortisona si mostrd tener efecto antiangiogénico a las 24 horas
de incubacion en la membrana corivalantoidea de embrion de pollo, micntras que el farmaco
tipo hepardn Ha no indujo zonas de inhibicion de In angiogénesis cn presencia de
hidrocortisona, En este experimento. ¢ firmaco Hy administrado con hidrocortisona mostrd
un efecto antiangiogénico mucho mayor que cuando se administro solo directamente sobre
fus células endoteliales, on donde la inhibicion Tue del 1% micentras que en ¢l ensayo en
membrana corioaluntoidea de embrion de pollo, a inhibicion fue aproximadamente del 71%.

Estos resultados contirman {o publicado Folkman, 1986 (:10), en los cuales Ia administracion
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conjunta de heparina ¢ hidrocortisona inhibe la angiogénesis en ensayos CAM.  Fn éste
mismo trabajo, se fragmenta la heparina y se prucban éstos fragmentas administrados con un
esteroide angiostdtico, encontrandu gue ¢f fragmento hexasacirido con un peso mnlecular de
aproximadamente 1600 fue el inhibidor mas potente de la angiogénesis.

En otro experimento realizado por Folkman,1986 (40), se sugiere que la heparina
contiene fragmentos separados de los cuales al menos uno es responsable de promover la
angiogendsis. y otros son responsables de inhibirla en presencia de esteroides angiostiticos
{40).

Esto nos hizo pensar que si el firmaco Hg administrado con hidrocortisona mostrd
inhibicion de lu angiogénesis en un 71%, quizis fragmentos mas pequeiios de éste farmaco

administrado con un esteroide angiostatica tendran un efecto antiangiogénico mayor.
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CONCLUSIONES

Con base en los estudios realizados hasta el momento y  por los resultados
encontrados podcmos decir que los firmacos tipo hieparin sulfato probados no tienen un
cfecto inhibitorio directo sobre la proliferacion de las lineas cclulares tumorales
SK-MLEL 28 y K-562. El efecto encontrado fue contario a lo esperado, es decir, los
farmacos probados muestran un  patron de induccion de la proliferacion  de células
tumorales de fas lineas antes mencionadas — Este patrén puede ser debido a que los firmacos
estudiados son una mezela de diversos fragmentos que ticnen actividades contrapuestas, esto
es gue algunos inhiben la angiogénesis y otros la inducen. Pensamos  que los firmacos
requicren de modificaciones  estructurales, después de las cuales podrin ser probudos
nucvamente sobre lineas celulares tumorales para evaluar su accion

Por otro lado, tampoco s¢ encontré un efecto antiangiogénico cn ninguno de  los
farmacos sobre la linca celular cndotelial A 023BBEp7 decbido a que no existe una
diferencia significativa entre los controles y los experimentos con el fiirmaco . Los tnicos
farmacos que mostraron un leve efecto inhibitorio fucron Hy y Hy con 11% de inhibicion de
la proliferacion celular. Sin embargo, éste resultado es muy bajo si lo vemos desde el punto
de vista clinico. Basandonos en la informacion reportada en la literatura (54,12,16.11)de que
la heparina o fragmentos de ella administrados con esteroides angiostiticos en ensayo CAM
inhibian la angiogénesis, rcalizamos el experimento en membrana corioalantoidea de
embrion de polloen el cual se administraron juntos hidrocortisona y dos de los firmacos
( My yHy) . Endste experimento el firmaco Hyg si mostrd inhibicion del crecimiento de
capilares sanguineos en la membrana coroalimtoidea del embrion con unt 71% de inhibicion
de la proliferacion; en ¢l caso de Hy los resultados no fueron concluyentes habiendo
encontrado 28% de inhibicion,  Pensamos que al probar fragmentos  pequenos de los
firmacos adminstrados con esteroides angiostiticos en ensayvo CAM encontraremos una

mejor respuesta antiangiogénica,



Desarrollando una terapia antiangiogénica eficaz existiran mayores posibitidades de
curacion del cincer, ya que se estd alterando el microambiente del tumor sin dapar  Jas
células normales.  Lxperimentos realizados por Foplkman,1986 (40), mostraron que la
administracion conjunta de heparina y un esteroide angiostatico tenia efecto antiangiogénico
en capilares en crecimicnto pero los capilares maduros v que no se encontraban crecienda no
cran afectados, debido a que en el adulto el proceso de angiogénesis no se Heva a cabo en
condiciones normales.

Por lo anterior, seria relevante continuar con ¢sta lines de investigacion ya que la

angiogénesis ha mostrado ser parte crucial en ¢l desarrollo y diseminacion del cincer.
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APENDICE I. ABREVIATURAS

S: fase del ciclo celular donde se lleva a cabo la replicacion del DNA

G, fase del ciclo celular donde las células se encuentran en un estado no

proliferativo,

G intervalo del ciclo celular entre el final de la mitosis y el inicio de la
replicacion de DNA. En ¢sta fase se sintetizan las proteinas necesarias para
la replicacion del DNA

G3: intervalo del ciclo celular entre el final de la fase S y el comienzo de la
proxima mitosis.

M: fase del ciclo celular donde las células se encuentran en mitosis.
Células NK: células del sistema inmune, las cuales tienen el primer contacto con
el antigeno con el fin de climinarlo.

AMF: factor de movilidad autocrino

CEA: Antigeno carcinoembrionario

DNA: Material celular que conticne la informacion genética

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

ECGF: factor de crecimiento de células endoteliales

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

TNFa: factor de necrosis tumoral a

TNFf: factor de necrosis tumoral

FGF's: factores de crecimiento de fibroblastos

FGFR's: receptores para los factores de crecimiento de fibroblastos

PGE). prostaglandina £}

PGE3; prostaglandina Ep

MadCAM- 1: molécula de adhesion presente en células endoteliales de la mucosa

Lu-ECAM-1: molécula de adhesion presente en células endoteliales del pulman
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GlyCAM-1: moléeula de adhesion dependiente de glicosilacion.
CD 626:E-sclectina. Molécula de adhesion

CD 62P:P-sclectina. Molécula de adhesion

CD 106: VCAM-| Molccula de adhesion

CD 44: ICAM-1 Molécula de adhesion

CAM: membrana corioalantoidea de embrion de pollo
AK1: Adenilato ciclasa

ATCC: American Type Culture Collection

GLO-1: Glioxilasa-!

PGM 1,2,3: lostoglucomutasa locus 1,2y 3

ES D: Esterasa D

G6PD: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

PKC: proteina cinasia C

Me-2: enzimimalica

e oicras

pg: microgranto

ph: microlitro

mg: miligramo

ng: nanogramo

m: pendiente (regresion lineal)

b: ordenada al origen (regresion lineal)

r: cocficiente de correlacion (regresion lincal)

INF: interferon

HEPES: Acido N-2-hidroxictilpiperazin-N'-2-ctansul fonico.
r.p.m: revoluciones por minuto

U: Unidades

Yo v/v: porcentije en volumen
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