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. ABREVIATURAS

ADSC: Células Troncales Derivadas de Tejido Adiposo

ANG-1: Angiopoyetina 1

ANG-2: Angiotensina 2

ANOVA: Andlisis de Varianza

BxPC3: Células tumorales de adenocarcinoma de pancreas

cDNA: Acido Desoxirribonucleico complementario

Ct: (Cycle Threshold) ciclos necesarios para alcanzar el umbral de fluorescencia en
gqRT-PCR.

CXCL5: Quimiocina Motivo CXC Ligando 5

DLL4: Delta Ligando 4

DMEM: Medio de cultivo, Dulbecco's Modified Eagle Medium

EEM: Error Estandar de la Media

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

eNOS: Oxido Nitrico Sintasa endotelial

FGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos

HaCaT: Queratinocitos epidérmicos inmortalizados

HCT-15: Células provenientes de adenocarcinoma colorectal

HeLa: Células provenientes de adenocarcinoma cervicouterino.

HIF: Factor Inducible por Hipoxia

IMC: indice de Masa Corporal

MC: Medio Condicionado

MAPK: Proteina cinasa activada por mitdgenos



MMP: Metaloproteinasas de Matriz

MOPS: Buffer (3-(N-morpholino) &cido propanesulfonico)

MSC: Células Troncales Mesenquimales

NK: células Natural Killer

PBS: Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PDGF, PDGFR: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas, (ligando y receptor)

PI3K: Fosfatidilinositol 3-cinasa

gRT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa en tiempo real

RPMI-140: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute

SFB: Suero Fetal Bovino

TAF: Fibroblastos Asociados a Tumor

TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante Beta

TIE: Receptor Transmembrana de Angiotensinas

TM: (Temperature Melting) temperatura de hibridacion del oligonucledétido a la hebra
molde en PCR.

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa

VE-Cadherina: Cadherina Endotelial Vascular

VEFG: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

VEGFR-2: Receptor 2 del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

VWEF: Factor von Willebrand

WAT: Tejido Adiposo Blanco

a-SMA: Alfa Actina del Musculo Liso

786-0: Células provenientes de adenocarcinoma de rifion
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. RESUMEN

La obesidad es un problema de salud mundial, considerado un factor de riesgo para
el desarrollo de otras enfermedades asociadas como el cancer. En México, 7 de
cada 10 adultos presentan problemas de sobrepeso u obesidad. Se ha determinado
gue el cancer cervicouterino, de pancreas, riidn y colorrectal, representan algunos
de los tipos de cancer mayormente asociados a la obesidad en mujeres y hombres

adultos (Calle, 2003).

El aumento de tejido adiposo blanco en el organismo a causa de la obesidad,
conlleva a un aumento de ADSC. Estas células han demostrado tener la capacidad
de favorecer el proceso de angiogénesis en un microambiente tumoral, asi mismo,
se ha determinado que las ADSC promueven la expresion de factores de
crecimiento y citocinas angiogénicas, lo cual, favorece el desarrollo de un tumor, sin
embargo, la interaccion entre la obesidad y el cancer es poco conocida, por lo que
el presente estudio tiene como objetivo determinar si el MC (Medio Condicionado),
es decir, el medio con moléculas secretadas por algunos de los tumores
mayormente asociados a obesidad, inducen la expresion de 4 genes angiogénicos
(VEGF, VWF, a-SMA y CXCL5) en ADSC. Los resultados muestran que el MC de
las células tumorales indujo en las ADSC la expresion genética de VEGF, vWF, a-
SMA y CXCL5 los cuales promueven el proceso angiogénico. Por otro lado, se
determiné que todos los MC empleados fueron capaces de inducir la expresion de

VEGF en células ADSC. Finalmente, demostramos que el MC de Hela indujo en



ADSC la sobrexpresion de mas genes (VEGF, vWF y a-SMA) durante los primeros

dias de cultivo, en comparacion con los demas MC.

En conclusién, las ADSC posiblemente promueven el desarrollo tumoral de
canceres asociados a la obesidad mediante la expresion de genes implicados en el
proceso angiogénico. Lo cual, podria favorecer el fenotipo tumoral y promover el
desarrollo y metastasis de un tumor, lo que resulta importante para su diagndstico

y tratamiento en pacientes obesos.
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1. INTRODUCCION

3.1 Obesidad
3.1.1 La obesidad como problema de salud
La obesidad se define como una enfermedad cronica puesto que puede durar afios,
sin embargo, puede ser controlable. Se asocia con un desequilibrio en las calorias
del organismo (Rios, 2010), lo cual genera un aumento anormal del tejido adiposo
que conlleva a un incremento de peso. El aumento de tejido adiposo puede
desarrollar alteraciones metabdlicas que predisponen al organismo a presentar

otros problemas de salud (Garcia, 2004).

Asi mismo, la obesidad representa un problema que pone en riesgo la salud de
quien la padece, sin embargo, en algunos paises incluyendo México el numero de
casos con obesidad es cada vez mayor (Davila, 2015). Se estima que desde el afio
2000 a la actualidad, México ha ocupado el segundo lugar a nivel mundial con mayor
porcentaje de obesidad en mujeres y hombres adultos (Figura 1) (Barrera, 2013;
Torres, 2018). Con base en los resultados obtenidos de la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT) realizada en el 2016, en la poblacién de nuestro pais,
7 de cada 10 adultos padece problemas de sobrepeso u obesidad. Asi mismo, se
ha observado que las mujeres presentan mayor incidencia a la obesidad (82.8%)
en comparacion con los hombres (64.5%) (Barquera, 2013) mientras que, el rango

de edad con mayor numero de casos es, de los 25 a los 44 afios, seguido de los 50
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a 59 afos, luego de 40 a 49 afios y finalmente de los 20 a 24 afios (Federacion

Mexicana de Diabetes (FMD), 2015).
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Figura 1. Rangos de obesidad por pais a nivel mundial. México (cuadro rojo) representa
el segundo lugar después de Estados Unidos y antes de Nueva Zelanda, con mayor
porcentaje de poblacion con obesidad tanto en mujeres como en hombres adultos. Tomado
y modificado de (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD),
2017).
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3.1.2 Causas y consecuencias de la obesidad

La obesidad es causada por un desequilibrio energético entre las calorias ingeridas
y las calorias consumidas por el cuerpo durante el dia (Davila, 2015), lo cual se da
como consecuencia de otros factores. Estudios clinicos, epidemioldgicos y
experimentales, han concluido que la mitad de los casos de obesidad se asocia con
factores genéticos y epigenéticos, mientras que la mitad restante se relaciona con

factores ambientales y sociales (Rivera, 2012).

Como consecuencia, la obesidad genera un aumento de tejido adiposo
principalmente en la zona abdominal, generando alteraciones metabdlicas que
afectan el buen funcionamiento del organismo, predisponiéndolo a presentar
problemas de presion arterial alta, resistencia a la insulina y alteracion en los niveles
de colesterol y triglicéridos en la sangre, entre otras patologias (Lizarzaburu, 2013).
Asi mismo, la obesidad contribuye con el desarrollo de enfermedades crénicas no
transmisibles, como problemas cardiovasculares, diabetes, problemas como
osteoartritis y algunos tipos de cancer (Davila, 2015). Se estima que el 75% de las
muertes ocurridas en Meéxico son causadas por enfermedades cronicas no

trasmisibles relacionadas con la nutricion (Rivera, 2012).

3.1.3 Formas de medir la obesidad

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se define
como un indice de Masa Corporal (IMC) 230 kg/m2 (OMS, 2018). El IMC o también
llamada Indice de Quetelet, es una relacion matematica entre el peso (en

kilogramos) y la talla (en metros) elevada al cuadrado (IMC = Peso/Talla?)
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(Ezquerro, 2016), si bien, es una medida frecuentemente empleada, es poco exacta
puesto que las medidas obtenidas pueden variar con el sexo, la edad y la masa

atribuida al tejido muscular de la persona.

Otra manera de determinar la obesidad es mediante el uso de un plicometro que
mide los pliegues cutaneos de las zonas con mayor tejido graso, o a partir del
perimetro abdominal, la cual se considera obesidad si es = 90cm en hombres y =
80cm para mujeres (Moreno, 2012). O bien, puede ser cuantificada de manera
directa mediante la bioimpedancia, que mide el porcentaje de tejido adiposo del
cuerpo, el cual, considera obesidad si el porcentaje es 225.1% para hombres y
235.1% para mujeres, debido a que en las mujeres existe mayor cantidad de tejido

adiposo (Ezquerro, 2016).

3.2 Células Troncales de Tejido Adiposo (ADSC)

3.2.1 Tejido adiposo blanco

El principal rasgo que define a la obesidad es el aumento del tejido adiposo blanco
(White Adiposse Tissue (WAT), por sus siglas en inglés) en el cuerpo, el cual es un
tejido de origen mesenquimal cuyas caracteristicas principales son las de reserva
de lipidos, los cuales, sirven como energia para el organismo; y para la sintesis de
adipoquinas, que ayudan a regular procesos metabolicos (Ezquerro, 2016). Asi
mismo, se ha demostrado la capacidad del tejido adiposo blanco para producir
algunos tipos de hormonas como leptina, prolactina e insulina, las cuales se asocian

con el desarrollo y progresion del cancer (Herrera, 2015).
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El tejido adiposo blanco se compone de una matriz de colageno, con ramificaciones
nerviosas, vasculatura y vasos linfaticos, asi como, células de la fraccion vascular
como: adipocitos, preadipocitos, fibroblastos, monocitos, macréfagos, células
progenitoras de células endoteliales, células endoteliales, pericitos, linfocitos y

células de troncales (Moreno, 2015) como las ADSC.

3.2.2 ADSC

Las células troncales de tejido adiposo o ADSC (Adiposse Derived Stem Cells)
(Figura 2) se localizan en la zona perivascular del tejido adiposo. Su caracteristica
principal es la plasticidad celular, la cual les otorga la capacidad de diferenciarse en
un linaje celular osteogénico, adipogénico, miogénico o condrogénico como se
demostré en experimentos realizados in vitro (Galvan, 2016), asi mismo, algunos
estudios han demostrado su capacidad de diferenciacion hacia un fenotipo

endotelial en un medio inductor (Deng, 2015).
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Figura 2. Morfologia celular de ADSC. Fotografia del cultivo de ADSC que muestra la

morfologia celular. Tomada con microscopio 6ptico 10X.

Las ADSC comparten funciones similares a las células troncales mesenquimales
(MSC, por sus siglas en inglés), como la capacidad de autorenovacion celular, asi
como, la expresion de factores con propiedades angiogénicas, antiapoptéticas y
guimioatrayentes (Moreno, 2015; Zhang, 2009). Ademés tienen propiedades
inmunomoduladoras sobre linfocitos By T, células NK, monocitos y neutréfilos (Wei,
2015). Las ADSC, son identificadas mediante la ausencia y presencia de los

marcadores de superficie CD31-, CD34+/-, CD45- y CD90+ (Wankhade, 2016).

Por su capacidad de diferenciacion celular y potencial proliferativo, las ADSC han
sido ampliamente empleadas en estudios enfocados en el desarrollo de
tratamientos basados en células troncales para la regeneracion de extremidades y
reconstruccién de tejidos dafiados (Bhang, 2014; Wankhade, 2016), demostrando

ser aptas para su cultivo y manipulacion in vivo e in vitro. Actualmente su estudio se
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ha centrado también en identificar su funcion en la promocién de tumores, lo cual

podria ser til para desarrollar tratamientos dirigidos a pacientes obesos con cancer.

3.3 Obesidad y céancer

La obesidad representa uno de los factores de riesgo para desarrollar cancer,
ademas de, la edad, el genotipo, la exposicién a sustancias toxicas, la irradiacion y
el tabaquismo (Herrera, 2015). La asociacién entre la obesidad y el céncer
incrementa el riesgo no solo de desarrollar otras enfermedades si no de muerte. En
el afio 2018, las encuestas realizadas por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) (Figura 3), demostraron que las tres principales causas de
muerte en México (tanto en hombres como en mujeres) fueron debidas a problemas
de salud, como: 1) enfermedades del corazén (20.1%), 2) diabetes mellitus (15.2%)

y 3) tumores malignos (12.0%).
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Principales causas de muerte en México

Mujeres Hombres

Enfermedades

21.2
del corazén'

189

Diabetes mellitus
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Enfermedades del higado

Influenza vy neumdania

Accidentes
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originadas en el perodo
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Agresiones

Figura 3. Principales causas de muerte en México. Entre las tres primeras causas de
muerte en nuestro pais se encuentran las enfermedades del corazédn, diabetes mellitus y
tumores malignos. Tomado y modificado de (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), 2018).

3.3.1 La obesidad como factor de riesgo para desarrollar cancer

El aumento de tejido adiposo ocasionado por la obesidad conlleva a una inflamacion
cronica que favorece el aumento en la expresion de quimiocinas, las cuales tienen
efecto quimioatrayente para células del sistema inmune, lo que a su vez, provoca
estrés oxidativo que conlleva a la inestabilidad gendmica (Herrera, 2015) lo cual
podria favorecer la formacion de mutaciones que podrian dan lugar al desarrollo de
tumores.
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Asi mismo, las hormonas producidas por el aumento de tejido adiposo como la
leptina, prolactina e insulina participan en la cascada de sefializacion de las vias
MAPK (la proteina cinasa activada por mitdégenos) y PI3K (la fosfatidilinositol 3-
cinasa), las cuales pueden promover procesos implicados en la angiogénesis como
el mejoramiento de la permeabilidad vascular, la proliferacion, sobrevivencia y
migracién de células endoteliales, lo cual favorece el crecimiento de un tumor

(Herrera, 2015; Martinez, 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Vias de sefalizacion asociadas a la angiogénesis. La imagen muestra la
activacion de las vias PI3K y MAPK por la unién de VEGF a su receptor, las cuales se
encuentran implicadas en el proceso angiogénico contribuyendo asi al proceso tumoral.
Tomado y modificado de (Martinez, 2006).
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Las propiedades de las ADSC le permiten promover un estado inflamatorio y el
proceso angiogénico (Zhang, 2010), como su capacidad de migracion,
autorenovacion, activacion de otras células y diferenciacion celular al fenotipo
endotelial, asi como la expresion de moléculas angiogénicas y quimioatrayentes

(Badimon, 2015; Flores, 2006) que contribuyen con el desarrollo del cancer.

3.3.2 Tipos de cancer asociados a obesidad

Estudios enfocados en comprobar la relacion que existe entre la obesidad y el
cancer han establecido 13 tipos de cancer mayormente asociados, como el cancer
de utero, higado, rifidn, pancreas, estbmago, eso6fago, ovario, mama, vesicula,
tiroides, medula 6sea y colorrectal (Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), 2016) como los tipos de cancer con mayor incidencia en personas con

obesidad (Figura 5).
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Canceres asociados con obesidad y sobrepeso

Meningioma
(cancer en el tejido
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Seno (mama)

Adenocarcinoma (mugeres
de eséfago posmenopdusicas
Mieloma multiple Higado

(cancer de los globulos
de la sangre!

Vesicula biliar

Ririon
Parte superior
del estémago

Endometrio Pancreas

(cdncer en of tejide
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Figura 5. Tipos de cancer asociados a obesidad y sobrepeso. 13 tipos de cancer se
encuentran mayormente asociados a la obesidad y el sobrepeso. El cancer de tiroides,
mama, higado, vesicula biliar, estbmago, pancreas, ovario, endometrio, rifién, eséfago,
colon y recto, asi como, meningioma y mieloma multiple. Tomado y modificado de (CDC,
2016).

Un estudio de cohorte realizado en la poblacion estadounidense en adultos con
obesidad, asocié el IMC = 30 con altas tasas de muerte en personas que

presentaban cancer de es6fago, colon, higado, vesicula biliar, pancreas y rifién. Por
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otra parte, el estudio permitio evaluar los riesgos relativos de muerte que asocian la
obesidad con algunos tipos de cancer (Calle, 2003). La Figura 6, muestra los tipos
de cancer con mayor riesgo de muerte en mujeres con obesidad como el cancer de

tero, rifidn, cérvix, pancreas, esofago y colon.

iujeres
Misloma maltiple [z35 1.44
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Figura 6. Riesgo relativo de muerte en mujeres por cancer asociado aobesidad. Como
se muestra, entre los 5 principales tipos de cancer (cuadro rojo) con mayor riesgo de muerte
en mujeres son por cancer de Gtero, de rifidn, de cérvix, de pancreas y de eséfago.
Tomado y modificado de (Calle, 2003).

Mientras que los tipos de cancer con mayor riesgo de muerte en hombres con
obesidad son: el cancer de higado, pancreas, estdmago, eséfago, colon y rifién

(Figura 7) (Calle, 2003; Sanchez, 2014).
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Figura 7. Riesgo relativo de muerte en hombres por cancer asociado aobesidad. Entre
los 5 principales tipos de cancer (cuadro rojo) con mayor riesgo de muerte en hombres son
el cancer de higado, de pancreas, de estbmago, de esodfago y colorrectal.

Tomado y modificado de (Calle, 2003).

Por otra parte, un estudio realizado en América Latina y el Caribe por la Agency
International For Research on Cancer (por sus iniciales en inglés IARC) en el 2017,
indicé el numero de casos estimado de los principales tipos de cancer atribuibles al
exceso de masa corporal en mujeres y hombres, la Figura 8 sefala al cancer de
mama, de utero, de colon, de vesicula biliar, de riidn, de pancreas, de recto, de

esofago y de ovario como los tumores con mayor nimero de casos.
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Casos de cancer atribuidoa a obesidad en América Latina y el Caribe
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Figura 8. Casos de cancer atribuidos a la obesidad en América Latinay el Caribe. La
gréfica muestra los tipos de cancer con mayor nimero de casos en mujeres y hombres con
obesidad, entre los que se encuentran el cAncer de mama, de Utero, de colon, de vesicula
biliar, de rifién, de pancreas, de recto, de esdfago y de ovario.

Tomado y modificado de (Agency International For Research on Cancer (IARC), 2017).

Los estudios previos han demostrado que el cancer cervicouterino es la segunda
causa de muerte mas comun en mujeres mexicanas (Mendoza, 2017). Por otra
parte, el cAncer de pancreas es un tipo de cancer poco comun y altamente agresivo,
el cual presenta una mayor incidencia en la poblacion adulta con
obesidad (Franssen, 2011). De manera similar, el cancer colorrectal es otro tipo de
cancer con alta incidencia en la poblacién mexicana cuyos principales factores de

riesgo para su desarrollo son la obesidad y la edad (Tirado, 2008). Mientras que
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el cancer renal presenta poca incidencia en la poblacion y el principal factor de

riesgo para su desarrollo es la obesidad (Jiménez, 2011).

3.3 Cancer

3.3.1 Tumor y microambiente tumoral

El cAncer por su parte, es un conjunto de enfermedades cuya caracteristica principal
es el crecimiento descontrolado de las células presentes en un tejido, lo cual, genera
una neoplasia maligna o tumor (American Cancer Society (ASC), 2016). Un tumor
maligno es un conjunto de células con funciones anormales y genoma alterado que
puede presentarse en cualquier parte del cuerpo, el cual se enriquece con la
participacion de mas células circundantes y propias del tejido entre las que se
encuentran las células del sistema inmune, células vasculares y células troncales

(National Cancer Institute (NCI), 2019).

La interaccion del tumor con su microambiente mantiene las condiciones necesarias
para la formacién, desarrollo y posible metastasis de un tumor maligno. El ambiente
en el cual se desarrolla un tumor se conoce como microambiente tumoral, se
compone de diferentes tipos de células, de moléculas y estructuras vasculares
interaccionan con las células tumorales, como: las células estromales, endoteliales,
perivasculares, monocitos, macrofagos, linfocitos T y B, células epiteliales y
troncales mesenquimales (Arango, 2016; National Cancer Institute (NCI), 2018a)

(Figura 9).
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Fibroblasto

Figura 9. Tumor y microambiente tumoral. Un tumor se compone de diversas células que
interactuan entre ellas generando un microambiente apto que le permite formarse y
desarrollarse, como células tumorales, estromales, inmunes, endoteliales, perivasculares,
epiteliales, inflamatorias y troncales.

Tomado y modificado de (Kerkar, 2012).

Esta compleja red de componentes del tumor y su microambiente, es coordinada
por sefializacion molecular mediante citocinas y quimocinas que establecen una
respuesta inflamatoria crénica en el tejido, generando un estado inmunosupresivo

en el microambiente que favorece la promocion y progresion de tumores (Arango,

26



2016). EIl tumor puede cambiar al microambiente, pero el microambiente puede
modificar la forma en la que el tumor crece, expresando o inhibiendo genes
presentes en las células que conforman el tumor (National Cancer Institute (NCI),

2019).

3.3.2. Caracteristicas distintivas del cancer

La variedad de células que componen a un tumor determina el comportamiento del
mismo; sin embargo, se han logrado establecer 10 caracteristicas distintivas que
comparten los tumores entre ellos para desarrollar sus funciones anormales (Figura

10):

1) Proliferacién sostenida: pueden estimular su propio crecimiento mediante la
autosuficiencia en las sefales de crecimiento; 2) Evasiébn de supresores de
crecimiento: pueden evadir sefiales de crecimiento mediante la inhibicién de genes
supresores de crecimiento; 3) Resistencia a muerte celular: evaden sefales de
muerte; 4) Inmortalidad replicativa: pueden mantener ciclos repetitivos de division
celular sin llegar a la senescencia; 5) Inducen angiogénesis: promueven la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes; 6) Invasion celular
y metastasis: pueden modificar su forma y union celular para migrar a otros tejidos;
7) Desregulacion de sefialamientos intracelulares: tiene la capacidad de aumentar
las interconexiones celulares de vias de sefalizacion y generar mas sefiales

(Hanahan & Weinberg, 2011).

27



Asi mismo, también fueron propuestas capacidades favorables y emergentes
desarrolladas en distintos momentos del desarrollo de un tumor, como la 8)
Inestabilidad y mutacion del genoma: que pueden alterar genes o inducir
reordenamientos gendémicos; la 9) Inflamacion generada: en el tejido donde se sitla
el tumor para inducir la expresién de factores de crecimiento que facilitan la
angiogénesis y metéstasis; Y la 10) Reprogramacién del metabolismo energético y
evasion de la destruccidon inmune: cuando, aun con oxigeno, los tumores pueden
reorganizar su metabolismo para mantener la proliferacion desregulada, ademas de

evitar ser detectados por células del sistema inmune (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 10. Caracteristicas distintivas del cancer. Se han establecido 10 capacidades
biolégicas que adquieren los tumores, 1) sostener una sefial proliferativa, 2) evadir
supresores de crecimiento, 3) evitar la destruccion inmunoldgica, 4) permitir la inmortalidad
replicativa, 5) generar inflamacion, 6) activar invasion y metastasis, 7) inducir angiogénesis,
8) mantener inestabilidad gendmica y mutacion, 9) resistir a la muerte celular y 10) mantener
una desregulacion energética celular. Tomado y modificado de (Hanahan y Weinberg,
2011).

3.4 Angiogénesis tumoral

La angiogénesis es un proceso biolégico que se presenta de forma normal en

algunas etapas de vida como la cicatrizacion de heridas (Tahergorabi, 2012), cuya
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funcion principal es asegurar que los tejidos en desarrollo, reciban un suministro
adecuado de nutrientes y oxigeno (Papetti, 2002). Se define como la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de otros preexistentes (Martinez, 2006), el cual,
se da gracias a un balance en la expresion de factores que promueven e inhiben el
proceso general de la angiogénesis, generando solo los vasos sanguineos

necesarios (Nishida, 2006).

El proceso general de la angiogénesis no tumoral, comienza con la vasodilatacion
y hemostasia del vaso sanguineo seguido de la migracion de células progenitoras
de células endoteliales provenientes de la médula 0sea, las cuales son atraidas por
factores angiogénicos liberados por células endoteliales y metaloproteinasas
(MMPs) al sito del brote, donde se originara el nuevo vaso sanguineo (National
Cancer Institute (NCI), 2018b). Al establecerse, las células progenitoras de células
endoteliales estimulan su diferenciacion y proliferacion generando uniones célula-
célula para formar los capilares de la nueva vasculatura. Asi, los nuevos vasos
sanguineos comienzan a organizar su estructura para formar en el interior un hueco
llamado lumen. Posteriormente, los pericitos y células del masculo liso recubren la
nueva vasculatura para brindarle rigidez, asi como permitir la contraccion y
dilatacion de los nuevos vasos, lo cual, promueve la perfusion de la sangre que

nutre y repara el nuevo tejido vascular (Martinez, 2006) (Figura 11).
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Figura 11. Proceso general de la angiogénesis. Etapas del proceso general ocurrido
durante la formacién de nuevos vasos sanguineos, asi como algunas moléculas implicadas.
Tomado y modificado de (Thakur, 2018).

Por otra parte, la angiogénesis desempefia un papel importante en el desarrollo y
metastasis de los tumores, los cuales inducen dicho proceso mediante la expresion
de factores angiogénicos al igual que las células que los rodean (Papetti, 2002).
Diferentes estudios concluyen que la mayoria de los tumores no inducen
angiogénesis durante meses o0 afios, hasta que un grupo de células actian como

“‘interruptor angiogénico” activando el proceso (Badimon, 2015).

31



3.5 Proceso molecular de la angiogénesis tumoral

La angiogénesis y la angiogénesis tumoral presentan la misma funcion, nutrir y
oxigenar un tejido, asi como transportar desechos metabolicos y didxido de carbono
(Hanahan y Weinberg, 2011) provenientes de las células con las que interacciona.
Por lo cual, el proceso molecular de ambos tipos de angiogénesis resulta ser similar,
con la diferencia de que, en la angiogénesis, los tejidos en desarrollo o
reestructuracion reciben un suministro adecuado de nutrientes (Papetti, 2002). Sin
embargo, en la angiogénesis tumoral, las funciones de las células tumorales y su
microambiente son alteradas dando como resultado vasos sanguineos estructural y
funcionalmente anormales, con una organizacion tisular desordenada, con orificios,
vasos tortuosos, anchos y con un endotelio discontinuo que generan un flujo de

sangre intermitente y hemorragias (Jimeno, 2016) (Figura 12).
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Angiogénesis tumoral

Angiogénesis no tumoral

Figura 12. Vasculatura de la angiogénesis no tumoral y la angiogénesis tumoral. La
angiogénesis tumoral genera vasos sanguineos irregulares y anchos que dificultan el paso

de nutrientes y oxigeno. Tomado y modificado de (MayoClinic, 2019).

El mecanismo que permite la formacion de nuevos vasos sanguineos durante la
angiogénesis tumoral consta de tres etapas generales: migracion, proliferacion y
maduracion (Tahergorabi, 2012). El proceso ocurre cuando las células del tumor,
TAF’s (fibroblastos asociados a tumor) detectan una carencia de nutrientes que las
estimula a secretar HIF (factor inducible por hipoxia) al microambiente (Ziyad, 2011),
lo cual activa la expresién de mas factores angiogénicos para continuar el proceso

(Papetti, 2002).

1) La primera etapa de migracion inicia cuando la presencia de HIF en el
microambiente tumoral, genera que las células precursoras de células endoteliales
comiencen a secretar VEGF (factor de crecimiento endotelial) el cual se une a su

receptor VEGFR y favorece la migracion de células precursoras de células
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endoteliales. Asi mismo, la expresion de factores angiogénicos permite el
desprendimiento de los pericitos que rodean el vaso sanguineo existente (Papetti,
2002). Posteriormente, la unién de la ANG-2 (angiotensina-2) con su ligando TGF-
B (factor de crecimiento transformante beta) activa a las MMP’s (metaloproteinasas
de matriz) que degradan localmente la membrana basal de los vasos sanguineos
existentes (Jimeno, 2016). Al mismo tiempo, la expresion de VWF (Factor von
Willebrand) genera hemostasia en los vasos sanguineos para detener el suministro
de sangre durante la formacion de la nueva vasculatura. Luego las células
endoteliales y TAF’'s migran a la region del dafio para promover la formacion de
nuevos vasos sanguineos y su proliferacion es favorecida por la unién de FGF
(factor de crecimiento de fibroblastos) y EGF (factor de crecimiento epidérmico)

(Jimeno, 2016) (Figura 13).
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Figura 13. Etapa de migracion de la angiogénesis. La expresion de HIF por las células
del tumor favorece la expresion de factores angiogénicos los cuales, al unirse a su receptor,
promueven la migracién de las células progenitoras y MMP’s a la region donde se formara

el nuevo capilar. Tomado y modificado de (Ellis, 2004).

2) Durante la segunda etapa de proliferacién, las células endoteliales se
establecen en el sitio donde comenzara a formarse el nuevo vaso sanguineo o sitio
del brote. Una vez ahi, las células comienzan a proliferar y a diferenciarse por la
expresion e inhibicién de DLL4 y Notch, con la finalidad de formar células de tallo
las cuales dan lugar a la estructura del capilar mediante uniones con VE-cadherina,

y células de punta cuya capacidad les permite formar filipodia, quienes ayudan a
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dirigir el crecimiento del nuevo vaso (Potente, 2012). Una vez formado el nuevo
capilar, la tunica interna se recubre de glicoproteinas negativas que por repulsion
de cargas y mecanismos de apoptosis generan un espacio al centro llamado lumen

(Martin, 2008) (Figura 14).

Diferenciacion Pll4
Notch

Célula de punta

Figura 14. Etapa de proliferacién de la angiogénesis. La diferenciacion de las células
progenitoras de células endoteliales a células del tallo y células de punta se da gracias a la
union de DLL4 con su receptor Notch. La proliferacion de las células endoteliales favorece
la formacién del nuevo capilar mediante uniones celulares con VE-cadherina, favoreciendo

asi la formacion del lumen. Tomado y modificado de (Francavilla, 2009).

Posteriormente ocurre el reconocimiento y la fusion del nuevo vaso con otros
cercanos mediante el reconocimiento de los filipodia de las células de punta. La

unidn entre vasos sanguineos permite la perfusion de la sangre a través de la nueva
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vasculatura. Asi, el suministro de nutrientes y oxigeno permiten la maduracion,
estabilizacion y quiescencia del vaso, (Jimeno, 2016) el cual se refuerza con la
migracion y proliferacion de células mesenquimales, favorecidas por la expresion
de factores como a-SMA (alfa actina del muasculo liso), quimiocinas como CXCL5 y
por la union de PDGFB (factor de crecimiento derivado de plaquetas) con su
receptor PDGFBR, asi como por la union de ANG-1 (angiopoyetina 1) con su

receptor TIE (Tahergorabi, 2012).

3) La tercera etapa de maduracion inicia cuando las células mesenquimales
que fueron reclutadas se diferencian a pericitos maduros por la expresion de TGF-
B, los cuales se establecen en la periferia de la nueva vasculatura para mantener la
quiescencia del vaso sanguineo y brindar proteccién a las células endoteliales.
Finalmente, la expresion de TGF-B, FGF, EGF, PDGF y TNF-a (factor de necrosis
tumoral alfa) permite la estabilizacion de la nueva vasculatura con la finalidad de

brindar rigidez a los nuevos vasos sanguineos (Tahergorabi, 2012) (Figura 15).
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Figura 15. Etapa de maduracién de la angiogénesis tumoral. La maduracion de la nueva
vasculatura se da por el recubrimiento de pericitos, los cuales dan estabilidad al vaso y
permiten la perfusion sanguinea. Tomado y modificado de (Thakur, 2018).

3.6 Genes asociados al proceso angiogénico tumoral.

En el presente estudio nos interesamos en los genes que codifican a factores de
crecimiento como VEGF, vVWF y a-SMA, y quimiocinas como CXCL5 que participan
en el proceso de angiogénesis tumoral. A continuacion, se describen algunas de

sus funciones:

3.6.1 VEGF

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular corresponde a uno de los principales
factores pro-angiogénicos que regulan la formacién de los vasos sanguineos
durante la angiogénesis. Dentro de la familia, las isoformas VEGF-A y su receptor
VEGFR-2 se consideran pro-angiogénicos (Martinez, 2006). El gen VEGF, codifica
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para una proteina que se encuentra en el nucleo y se encarga de estimular el
crecimiento, diferenciacion, proliferacion y migracion de células endoteliales. De
igual manera VEGF tiene la capacidad de aumentar la expresion de moléculas
antiapoptoticas para mantener la supervivencia de las células endoteliales durante
la proliferacion (Jimeno, 2016), asi como regular la permeabilidad de la nueva

vasculatura durante la angiogénesis (Martinez, 2006).

3.6.2 VWF

El factor von Willebrand es una glicoproteina multimérica que esté presente en el
plasma de la sangre, su estructura primaria es un monémero que al dimerizar y
multimerizar forma complejos de diferente peso molecular (Woods, 2016). Este
factor, se encuentra implicado en la agregacion plaquetaria, hemostasia y
regulacion de la perfusién de los vasos sanguineos. Es un eficaz mediador de la
adhesién de plaquetas que ayuda a detener el flujo sanguineo en regiones con dafio
vascular y favorece el transporte de proteinas por la sangre (Randi, 2016). Asi
mismo, se encuentra asociado a la metastasis del cancer, promoviendo la unién de
plaquetas y células tumorales que son transportadas por el flujo sanguineo

(Roéhsing, 2001).

3.6.3 a-SMA
La alfa actina del musculo liso (gen ACTAZ2) es la isoforma mas abundante presente
en las células del musculo liso vascular. Su principal funcion es la activacion de

miofibroblastos; sin embargo, también se encuentra asociada a la maduracion y
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estabilizacion de la nueva vasculatura mediante el reclutamiento de pericitos, asi

mismo, contribuye con la motilidad y contraccion vascular (Tonino, 2011).

3.6.4 CXCL5

El gen para la citocina CXCL5 pertenece a la familia de quimiocinas angiogénicas
(motivo CXC) los cuales son considerados fuertes quimioatrayentes que regulan el
proceso angiogénico con la finalidad de reparar tejidos conectivos (Belperio, 2000).
La unién a su receptor CXCR2 (receptor acoplado a la proteina G), le brinda la
capacidad de estimular la quimiotaxis de neutréfilos para promover la angiogénesis
(Li, 2011). De igual manera, tienen la capacidad de mediar la proliferacion,

migracion e invasién de tumores (Chen, 2019).

La Tabla 1 resume las caracteristicas de cada gen: como su locus, el tamafio del

gen, el tipo de células que lo expresan y su expresion en ADSC.
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Tabla 1. Caracteristicas de los genes angiogénicos.

Gen

VEGF

A-SMA

CXCL5

Tamafio
Locus
del gen
14kb
6p21.1
12p13.3 178kb
10g23.31 42kb
4913.3 3Kb

Presente en células

Endoteliales, macréfagos, células
tumorales, plaquetas, células del

estroma, gueratinocitos y
pericitos.
Endoteliales, megacariocitos

(precursores de plaquetas) y

plaguetas.
Del musculo liso vascular, asf
como por fibroblastos, células

endoteliales y células del estroma.

Monocitos, macrofagos y células

tumorales.

Antecedente

Algunos estudios han determinado
que las ADSC expresan altos

niveles de VEGF en cultivos in vitro.

Algunos estudios han demostrado la
las ADSC para
expresar VWF bajo estimulos de

capacidad de

diferenciaciéon endotelial.

Algunos estudios han demostrado
que las ADSC expresan a-SMA
como marcador de superficie al ser
inducidas a un fenotipo endotelial.

Se ha visto expresada en altos
niveles por células del estroma
como las ADSC.

Referencias

(Selgas, 2001;
Chen, 2013;
Martinez, 2006;
Pérez, 2011).

(Deng, 2015;
Ning, 2009).
(Badimon,
2015; Vikers,
2004).
(GeneCard,
2021; Zhang,
2010).

Tablal. Se resumen las caracteristicas de los 4 genes angiogénicos empleados para el

estudio, como: locus, tamafio del gen, en qué tipo de células es expresado y el antecedente
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V.  ANTECEDENTES

Una contribucién para el entendimiento de como la obesidad favorece el desarrollo
del cancer, un estudio in vivo realizado con modelos de raton demostré que las
células estromales adiposas provenientes de injertos de tejido adiposo blanco, eran
reclutadas por tumores, localizandose en el estroma y vasculatura tumoral, de
manera que el estimulo generado fue suficiente para promover el crecimiento

tumoral (Zhang, 2009).

Otra investigacion realizada in vitro reveld6 que las ADSC estimularon la
expresion de moléculas con efecto paracrino al cocultivarse con células tumorales,
potenciando las propiedades malignas y acelerando el crecimiento de las células
tumorales, asi mismo, indujeron marcadores de células troncales en células
cancerosas con lo cual, se determin6 que las ADSC pueden mejorar la iniciacion y

promocién del tumor (Wei, 2015).

En este mismo afio, se demostré6 que las ADSC tienen la capacidad de
diferenciarse en otros linajes celulares cuando se cultivan con factores de
crecimiento especificos. En aquellas que fueron inducidas con VEGF a un fenotipo
endotelial se determind que el nivel de expresion relativa del RNA mensajero del
gen VEGF y de VWF fue mayor al dia 7 en monocultivo (2D inducido *) con

referencia a los 14 y 21 dias como se observa en la Figura 16. (Deng, 2015).
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Figura 16. Nivel de expresién relativa de VEGF y vVWF en ADSC. Se observa el nivel de
expresion de ambos genes en ADSC inducida a un fenotipo endotelial (*) en monocultivo
(cultivos 2D). La expresion genética disminuye después de los 7 dias de cultivo para el gen
VEGF y VWF. Tomado y modificado de (Deng, 2015).

Otra de las moléculas expresada por las ADSC es CXCL5, estudios realizados in
vitro, revelaron que la expresién de la quimiocina mejora la formacion de tubos

endoteliales en modelos hechos con matrigel (Zhang, 2010).

Algunas investigaciones se han enfocado al estudio de las ADSC como una
alternativa de terapia regenerativa basada en células troncales para la regeneracion
de tejidos dafiados. Un ejemplo in vivo realizado con modelos de ratén, mostré la
capacidad que tienen las ADSC para promover la vascularizacion en extremidades

posteriores isquémicas mediante la inyeccion de un MC de uso clinico que contenia
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factores angiogénicos y antiapoptoéticos. EI MC se obtuvo de un cultivo esferoidal

tridimensional de ADSC humanas (Bhang, 2014).

Asi mismo, la evidencia muestra que las ADSC tienen la capacidad de expresar
moléculas y factores que promueven el proceso angiogénico, asi como
diferenciarse en otros linajes celulares como el fenotipo endotelial lo cual favorece

al crecimiento tumoral (Shweizer, 2015) de canceres asociados a obesidad.
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V. JUSTIFICACION

La obesidad representa un riesgo para el desarrollo de enfermedades como el
cancer, entre los que destacan el cancer de utero, de pancreas, de rifion y de colén.
Sin embargo, el proceso molecular que explica la interaccion entre la obesidad y el
cancer no es claro, asi como el papel que juegan las ADSC para promover el
crecimiento de un tumor. Por ello, en este estudio, busco investigar si las ADSC
favorecen el microambiente tumoral de canceres asociados a la obesidad al modular
la expresion de genes que promueven el proceso angiogénico. Este, podria ser un
mecanismo que explicara la manera en la que las ADSC favorecen el crecimiento
de un tumor. Mas aun podria ser informacion relevante que contribuya a una mejoria

en el prondstico y/o tratamiento de los tumores asociados a la obesidad.

VI. HIPOTESIS

Las células ADSC contribuyen al establecimiento del microambiente tumoral de
canceres asociados a la obesidad a través de la expresion de moléculas

proangiogénicas.
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Vil.  OBJETIVOS

7.1. Objetivo General
Determinar la expresion de 4 genes relacionados al proceso angiogénico en las
células ADSC cultivadas con el medio condicionado de células derivadas de

canceres asociados a obesidad.

7.2. Objetivos Particulares

e Obtener el medio condicionado de lineas celulares de canceres relacionados

con obesidad.

e Realizar cursos temporales de cultivos de ADSC en presencia de medio

condicionado de células tumorales.

e Determinar la expresion de los genes VEGF, VWF, a-SMA y CXCL5 en células

ADSC posterior al cultivo con medio condicionado de células tumorales.
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VIl.  MATERIAL Y METODOS

8.1 Cultivo celular

Para el desarrollo del experimento, las siguientes lineas celulares se cultivaron en
medio DMEM (Corning 10-017-CV) suplementado con 5% de suero fetal bovino,

(SFB por sus siglas en inglés, Fetal Bovine Serum) (Gibco™ 10082147):

ADSC (por sus iniciales en inglés, Adipose Derived Stem Cells) aislada de tejido
adiposo y obtenida de (ATCC® PCS-500-011™), la linea celular HaCaT aislada de
gueratinocitos epidérmicos inmortalizados y la linea celular HelLa, proveniente de

una muestra de adenocarcinoma cérvico-uterino obtenida de (ATCC® CCL-2™),

Por otra parte, cultivamos la linea celular 786-O proveniente de una muestra de
adenocarcinoma renal (ATCC® CRL-1932), la linea HCT-15 procedente de una
muestra de adenocarcinoma colorrectal (ATCC® CCL-225™) y la linea celular
BxPC3 aislada de una muestra de adenocarcinoma pancreatico (ATCC® CRL-
1687™), en medio RPMI-1640 (Corning 10-040-CV) suplementado con 5% y 10%

de SFB. Todos los cultivos se mantuvieron en incubaciéon a 37°C con 5% de COa.
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8.2 Obtencion de los medios condicionados (MC)

El MC se obtuvo de las lineas celulares HelLa, BxPC3, HCT-15, 786-O y HaCaT
como se describe a continuacion. Ademas, se incluyé un medio control con DMEM
sin SFB. Los cultivos se mantuvieron hasta tener una confluencia del 90% (Figura
17), posteriormente, se realiz6 un lavado con buffer PBS 1X y se incubaron en
medio DMEM sin SFB por 2 horas. Transcurrido el tiempo, el medio empleado se
renovo por mas medio sin FBS y se incubd por 24 horas. Al término del tiempo, se
recolectd el MC con moléculas secretadas por las células cancerosas y se filtr6 con
un filtro para jeringa con tamafo de poro de .20um (Corning #431219) para retirar

restos celulares y ser empleado.
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Figura 17. Obtencion del MC. El MC se obtuvo de 4 lineas celulares de cancer, Hela,
BxPC3, 786-O y HCT-15, asi como la linea no tumoral, HaCaT, las cuales se privaron de

SFB por 2 horas y luego por 24 horas. El MC se recolecté y se filtrd para su uso.

8.3 Cursos temporales

Se realizaron tres cursos temporales cada uno por triplicado bioldgico, en el primero
y segundo se emplearon los MC de Hela, de HaCaT y el medio control, el cual tuvo
una duracién de 7 y 14 dias respectivamente, mientras que el tercer curso temporal
se realizé con una duracion de cultivo de 2 dias empleando los mismos medios, asi
como el MC de BxPC3, 786-O y HCT-15, con el objetivo de identificar diferencias

significativas en la expresion de los genes proangiogénicos (Figura 18).
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Para los cursos temporales sembramos ADSC en monocapa en un formato p100
en medio DMEM con 5% de SFB hasta tener una confluencia del 90%,
posteriormente las células fueron recolectadas para realizar una dilucion 1:10 con
la finalidad de realizar un conteo en la cAmara de Neubauer a manera de que cada
cultivo mantuviera una proporcion similar de células. En cada caja petri se cultivaron
aproximadamente 220,000 ADSC bajo las condiciones de crecimiento previamente
descritas. Después de 24 horas de crecimiento, las células se privaron de suero por
2 horas, seguidamente se les realizé un lavado con PBS 1X y se le afiadi6 a cada
caja petri 12mL de MC recién recolectado de las lineas celulares ya mencionadas.
Los cultivos fueron mantenidos en incubacion a 37°C con 5% de CO: por el tiempo

programado para cada curso (2, 7 y 14 dias) (Figura 18).
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Figura 18. Cursos temporales. Fueron cultivadas aprox. 220,000 ADSC, las cuales se
privaron de suero por 2 horas, posteriormente se les agregd el MC correspondiente. Se
muestra el orden de los 3 cursos temporales, el primero con una duracién de 7 dias, el
segundo con una duracién de 14 dias, en ambos se empleé MC de HelLa, MC de HaCaT y
medio control. El tercero tuvo una duraciéon de 2 dias en el cual se emplearon los mismos
MC ademas del de BxPC3, 786-O y HCT-15.

8.4 Extraccién de RNA y tratamiento con DNAsas

Al término del curso temporal, las células fueron recuperadas para extraer el RNA
total mediante el método fenol-cloroformo (TRIzol™ Reagent, Invitrogen™).
Posteriormente, el RNA se tratd con DNAsas de acuerdo con las indicaciones
establecidas por el fabricante del kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega™ #
M6101). Finalmente, se midi6 la concentracion y pureza del RNA obtenido mediante

espectrofotometria (NanoDrop ND-1000).
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8.5 Sintesis de cDNA

El RNA fue retrotranscrito a DNA complementario (cDNA) para las reacciones de
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Para que las muestras fueran
comparables entre ellas, se sintetiz6 la misma cantidad de RNA por cada muestra
siguiendo las indicaciones del fabricante del kit, Maxima First Strand cDNA
Synthesis (Thermo Scientific™ #K1671) y del kit, High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems™ #4329001). EI cDNA obtenido se almacend a -

20°C para emplearlo en las reacciones de qRT-PCR.

8.6 Determinacion de temperatura de hibridacion (TM)

Previo al analisis de expresion de genes mediante gRT-PCR, se determiné la
temperatura de hibridacion (por sus iniciales en inglés TM Temperature Melting) de
los oligonucledtidos disefiados especificamente para los genes angiogénicos
VEGF, VWF y a-SMA mediante PCR punto final. El gen CXCL5 fue determinado

previamente en nuestro laboratorio.

Para determinar la TM, establecimos un gradiente de temperaturas cercanas a las
calculadas con lo cual se realizaron las reacciones de PCR punto final, mediante
diferentes termocicladores (GeneAmp™ PCR System 9700, Applied Biosystems).
Finalmente se analizaron los productos de PCR separados por electroforesis en
geles de agarosa al 1.2%, mismos que fueron visualizados en un fotodocumentador

(ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad) (Figura 19).
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Figura 19. Determinacién de TM mediante PCR punto final. En cada caso, se
observa un rango de temperaturas establecidas para la determinacion de TM de los
oligonucledtidos correspondientes a los genes angiogénicos VEGF, VWF y a-SMA. A) La
TM establecida para los oligonucleétidos del gen VEGF fue a 58°C. B) La TM establecida
para VWF fue a 56°C y C) la TM establecida para a-SMA fue a 57°C.
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La caracterizacion de los oligonucleétidos que fueron empleados, se resume en la
Tabla 2. En ella se muestra la secuencia forward y reverse de cada gen, asi como,
el tamafio del amplicon y la TM determinada. Las secuencias correspondientes a

cada gen se tomaron de un estudio realizado in vitro (Deng, 2015).

Tabla 2. Caracterizacion de oligonucledtidos.

Oligonucleétido Secuencia Amplicon TM
(°C)
Forward Reverse
VEGF TTCAAGCCATCCTGTGTGC ATCTCTCCTATGTGCTGGC 143pb 58°C
vWF TAGAATCCTTACCAGTGACG ACTCACACTCATACCCGTTC 251pb 56°C
a-SMA TCTGTAAGGCCGGCTTTGC TGTCCCATTCCCACCATCA 100pb 57°C
CXCL5 AAGAAGCTAGAAAACAGGCAAA TCCAAGGAGAAATGCTAGGG 202pb 58C

Tabla 2. La tabla resume las caracteristicas de los oligonucle6tidos correspondientes a los
genes VEGF, VWF, a-SMA, y CXCL5, asi como el tamafio del amplicén obtenido y la TM

determinada mediante PCR punto final.

8.7 PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)

Se determino la expresion relativa de los genes VEGF, vWF, a-SMA y CXCL5, asi
como el gen de referencia (control) 18s ribosomal mediante qRT-PCR por triplicado

técnico. Las reacciones de qRT-PCR se prepararon empleando un mix de reaccion
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con SYBR™ Select Master Mix (Applied Biosystems™ #4472908) asi como el cDNA
obtenido de las ADSC cultivadas con los diferentes MC. La amplificacion se realizé
en un termociclador QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems™) empleando la TM

determinada previamente para cada gen. Los datos del Ct resultantes, se emplearon

para el calculo de los valores ACt, AACt y 2- AACt (Livak, 2001) tomando como

referencia el gen enddgeno 18s.

8.8 Andlisis estadistico.

La expresion relativa de los genes angiogénicos fue calculada a partir de los valores
2- AACt gptenidos de las qRT-PCR. Los valores fueron analizados con el software
GraphPad Prism 6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una y dos vias
con lo cual se pudo obtener una representacién gréafica de los niveles de expresion
de cada gen. Se tomaron como significantes los valores de ****p>0.0001,

**0>0.001, **p>0.01, *p>0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1 Cultivo celular.

Para el primer objetivo comenzamos cultivando células troncales derivadas de tejido
adiposo (ADSC) que fueron empleadas en pases tempranos con la finalidad de
mantener integro su fenotipo celular troncal. Las condiciones de crecimiento
determinadas para cada cultivo celular permitieron una adecuada manipulacion de
cada cultivo celular, asi mismo, permitieron sincronizar los cultivos de células
tumorales y no tumorales con el de las ADSC. La Tabla 3 resume el tejido de origen,
el tiempo de proliferacion y la morfologia celular de cada linea celular empleada, asi

como la imagen representativa de cada cultivo en condiciones de crecimiento.
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Tabla 3. Condiciones de crecimiento de las lineas celulares.

Linea celular

ADSC
Células troncales
de tejido adiposo

HaCaT

Queratinocitos
epidérmicos
inmortalizados

HelLa
Células de cancer

de Gtero

BxPC3
Células de cancer

de pancreas
HCT-15
Células de cancer
de colon
786-0

Células de cancer
de rifién

Tipo de Tejido

Tejido adiposo
blanco

Epidermis

Adenocarcinoma
cervicouterino

Adenocarcinoma
pancreatico

Adenocarcinoma
colorrectal

Adenocarcinoma
renal

Proliferacién

8-11 dias en medio DMEM
5% SFB

4-5 dias en medio DMEM
5% SFB

3-4 dias en medio DMEM
5% SFB

4-5 dias en medio RPMI-140
10% SFB

1-2 dias en medio RPMI-140
5% SFB

3-4 dias en medio RPMI-140
5% SFB

Morfologia

Fusiforme,
adherente

Epitelial,
adherente

Epitelial,
adherente

Epitelial,
adherente

Epitelial,
adherente

Epitelial,
adherente

Foto

10X

10X

10X

10X

10X

10X

Tabla 3. Se muestran las condiciones de crecimiento de cada cultivo celular como el tejido

de origen y tiempo de proliferacion, asi como, las caracteristicas de crecimiento y su

morfologia celular. Las fotografias fueron tomadas en un microscopio Gptico (objetivo 10X).
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Las caracteristicas de crecimiento de cada linea celular proveniente de tejido
tumoral asi como la linea no tumoral HaCaT (de las cuales se obtuvo el MC),
permitié conocer el tiempo de proliferacién de cada cultivo para programarlo con el
crecimiento de las ADSC. Con la finalidad de mantener el MC integro y evitar su
degradacion, decidimos emplearlo en ausencia de suero durante los cursos

temporales.

9.2 Cursos temporales

Para el segundo obijetivo, realizamos tres cursos temporales, cada uno por triplicado
biolégico. El primer y segundo curso temporal se realizé con una duracién de 7y 14
dias respectivamente, durante los cuales empleamos DMEM sin SFB como control
(sin moléculas secretadas por células), MC de HeLa (con moléculas secretadas por
células tumorales) y MC de HaCaT (con moléculas secretadas por células no
tumorales) con el objetivo de identificar diferencias significativas en la expresiéon de

los genes.

Las imagenes representativas al primer y segundo curso temporal muestran que las
ADSC cultivadas al dia 7 y dia 14 adquirieron cambios morfolégicos con respecto al
dia 0 (Tabla 4) como respuesta a los estimulos recibidos por el MC: como
contraccion de la membrana celular, discontinuidad en la membrana y citoplasma

vacuolado (con aspecto apolillado), asi mismo, aumentd la presencia de detrito
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celular en el medio, como ocurre en un proceso apoptotico (Vazquez, 2018), lo cual,

puede impedir la expresion de los genes proangiogénicos.

Tabla 4. Primer y segundo curso temporal.

A)

B)

ADSC en medio ADSC en MC ADSC en MC |
Control HaCaT HelLa
i Dia o
Dia 7
ADSC en medio ADSC en MC ADSC en MC ”
Control HaCaT HelLa
Dia 0
Dia 14

Tabla 4. Imagenes representativas de la morfologia celular de las ADSC durante el primer
y segundo curso temporal. A) El primer curso, corresponde a ADSC cultivadas con medio
control, MC de HaCaT y MC de Hela al dia 0 y dia 7. B) El segundo curso temporal
corresponde a ADSC cultivadas con medio control, MC de HaCaT y MC de HeLa al diaO y

dia 14 de cultivo. Las fotografias fueron tomadas con microscopio éptico (objetivo 10X).
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Con base en los resultados obtenidos del primer y segundo curso temporal,

decidimos realizar un tercer curso temporal con una duracion de 2 dias. Se

emplearon los mismos medios, asi como el MC de BxPC3, el MC de HCT-15y el

MC de 786-0O. La Tabla 5 muestra, que la morfologia celular de las ADSC al dia 2

de cultivo no indujo cambios morfolégicos con respecto al dia 0, como ocurrio al dia

7 y 14 de cultivo. Estos datos sugieren que, posiblemente la ausencia de suero en

el MC indujo en las ADSC los cambios morfolégicos en cultivos con mayor duracién.

Tabla 5. Tercer curso temporal.

[~

TEN

C)
MC MC MC MC MC MC |||
Control HaCaT HelLa BxPC3 HCT-15 786-0
) Dia 0
Dia 2

Tabla 5. Se muestra la morfologia celular de ADSC durante el tercer curso temporal al dia

0y dia 2. Las fotografias fueron tomadas con microscopio optico (objetivo 10X).

Posterior a los cursos temporales, el material genético (RNA) de las ADSC se

extrajo y retrotranscribi6 a cDNA para emplearlo en las reacciones de qRT-PCR,

para ello, evaluamos la integridad y calidad de las muestras de RNA mediante un
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gel de integridad. La Figura 20 muestra el gel de integridad preparado con RNA de
ADSC cultivadas con medio control, MC de HeLa y MC de HaCaT empleadas en el
primer curso temporal, en la cual se observan dos bandas: 28s y 18s ribosomal, las
cuales, representan la integridad del RNA obtenido. El gel de integridad muestra
que el RNA se encuentra integro y puede ser empleado, ya que las bandas no se

encuentran fragmentadas.

ADSC ADSC ADSC
ctrl HL He

28s

Figura 20. Gel de integridad de ADSC posterior al curso temporal. Se muestra la banda
18s y 28s ribosomal de los productos obtenidos de la electroforesis del gel de integridad al
1.5% de agarosa. Se emple6 el RNA de ADSC cultivadas en medio control, MC de HeLay

MC de HaCaT, posterior al primer curso temporal.
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9.3 Determinacion de temperatura de hibridacion (TM)

Para el tercer objetivo (cuantificar la expresion genética), se determiné la TM de los
oligonucledtidos correspondientes a los genes angiogénicos VEGF, VWF y a-SMA
mediante la técnica de PCR punto final. La TM determinada para el gen VEGF se
establecid a los 58°C, para el gen VWF se estableci6 a los 56°C y para el gen a-
SMA se establecié6 a los 57°C. La TM correspondiente a CXCL5 habia sido

determinada previamente por nuestro laboratorio a 58°C.

9.4 Cuantificacién de la expresién de genes angiogénicos

Con respecto a la cuantificacion de la expresién relativa de los genes
proangiogénicos, en el primer y segundo curso temporal (Figura 21) se decidié
emplear el MC de células tumorales, el MC de células no tumorales y el medio de
crecimiento sin suero como control, para identificar diferencias en la expresion de
los genes proangiogénicos, sin embargo, no encontramos diferencia significativa
con respecto al medio empleado. Por otra parte, decidimos realizar el primer y
segundo curso temporal con una duracion de 7 y 14 dias para identificar cambios
en la expresion de los factores VEGF, VWF y a-SMA, pero tampoco encontramos

diferencias significativas con respecto a la duracion de los cultivos.
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Figura 21. Nivel de expresion relativa de los genes angiogénicos correspondientes al
primer y segundo curso temporal. Se muestra la expresion relativa de los genes
angiogénicos VEGF, vVWF y a—SMA en ADSC cultivadas con medio control (negro), en MC
de HaCaT (azul) y en MC de HelLa (rojo) al dia 7 y dia 14 de cultivo. A) Muestra el nivel de
expresion relativa para el gen VEGF, B) muestra el nivel de expresion relativa para el gen
VWEF, C) se presenta el nivel de expresion relativa para el gen a-SMA. En ningln caso se
encontraron diferencias significativas. Las barras representan el error estdndar de la media.
(tEEM), (**p<0.05) segun el ANOVA.

Debido a que no se hallaron diferencias significativas en la expresion de los genes
durante el primer y segundo curso temporal, se decidio realizar un tercer curso

temporal con una duracion de 2 dias
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La cuantificacion de la expresion relativa de los genes VEGF, VWF, a-SMA y CXCL5
del tercer curso temporal (Figura 22) muestran que al dia 2 de cultivo todos los
genes angiogénicos empleados en este estudio fueron sobreexpresados por
diferente MC de células tumorales y no tumorales, en comparacion con el dia 7 y

dia 14 de cultivo.

Por otra parte, observamos que el MC de las células tumorales HelLa, BXPC3y HCT-
15, mostraron tener mayor capacidad de expresion de factores proangiogénicos
como VEGF (Figura 22A) en comparacion con la linea no tumoral HaCaT
(****p>0.0001, ***p>0.001). Nuestro andlisis mostré diferencias significativas en
ADSC cultivadas en MC de HelLa con respecto al medio control y con respecto al
MC de HaCaT, asi como, en ADSC cultivadas con MC de BxPC3 y de HCT-15 con

respecto al MC de HaCaT.

De igual manera encontramos que el MC de la linea tumoral HeLa indujo al dia 2 la
sobreexpresion de mas genes (VEGF, VWF y a-SMA) (Figura 22A, 22B y 22C) en

comparacioén con los demas MC de células tumorales y no tumorales (****p>0.0001).

Con respecto a la expresion de a-SMA (Figura 22C), se observa que el MC de la
linea no tumoral HCT-15 mostré6 mayor capacidad de expresion del gen en
comparaciéon con el MC de HaCaT y BxPC3 (**p>0.01, *p>0.05), sin embargo,
ninguno de estos tres MC tuvieron la capacidad de sobreexpresar el gen en

comparacion con el medio de crecimiento sin suero (control).
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La grafica correspondiente al CXCL5 (Figura 22D) muestra que solo el MC de
BxPC3 indujo la sobreexpresion del gen en comparacién el MC de HaCaT y el medio

de crecimiento sin suero (control) (****p>0.0001) a diferencia de los demas MC.

Finalmente, las gréficas de VEGF correspondientes al primer, segundo y tercer
curso temporal (Figura 21A y 22A) muestran que todos los medios empleados en el
trabajo indujeron la sobreexpresion del factor, el cual, es considerado como el

principal regulador del proceso angiogénico.
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Figura 22. Niveles de expresion relativa de los genes angiogénicos correspondientes
al tercer curso temporal. Las graficas muestran la expresion relativa de los genes
angiogeénicos VEGF, VWF, a-SMA y CXCL5 en ADSC cultivadas en medio control (negro),
MC de HaCaT (azul), MC de HelLa (rojo), MC de BxPC3 (verde), MC de 786-O (amarillo) y
MC de HCT-15 (rosa) al dia 2 de cultivo. A) para VEGF se hallaron diferencias significativas
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en ADSC cultivadas en MC de HelLa con respecto al medio control y con respecto al MC de
HaCaT, asi como, en ADSC cultivadas con MC de BxPC3 y de HCT-15 con respecto al MC
de HaCaT. B) para el gen VWWF se encontraron diferencias significativas en ADSC cultivadas
en MC de HeLa con respecto al medio control y con respecto al MC de HaCaT. C) El gen
a-SMA mostro diferencias significativas en ADSC cultivadas con MC de Hela con respecto
al medio control y MC de HaCaT, asi como en ADSC cultivadas con MC de BxPC3 y HCT-
15 con respecto al MC de HaCaT. Finalmente, D) para el gen CXCL5 se encontraron
diferencias significativas en ADSC cultivadas con MC de BxPC3 en comparacion con el
medio control y MC de HaCaT. Las barras representan el error estandar de la media
(xEEM). Las marcas de significancia estadistica indican ****p>0.0001, ***p>0.001, **p>0.01
y *p>0.05 segun el ANOVA.
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X. DISCUSION

En el presente estudio fue evaluado el nivel de expresion relativa de algunos genes
angiogénicos en ADSC cultivadas con MC de células tumorales. Decidimos emplear
ADSC debido a que son células troncales obtenidas del tejido adiposo, las cuales,
poseen la capacidad de diferenciacién hacia otros linajes celulares (Galvan, 2016),
asi como la capacidad de expresion de moléculas con propiedades angiogénicas y
quimioatrayentes (Moreno, 2015; Zhang, 2009). Son células aptas para su cultivo in
vitro ya que mantienen una tasa de duplicacién poblacional relativamente rpida,
adherentes y de facil manipulacién en cultivos celulares (Badimon, 2015). Asi
mismo, se han visto asociadas a la promocién del proceso angiogénico y el

crecimiento tumoral (Deng, 2015; Zhang, 2009).

Asi mismo elegimos HelLa, BxPC3, HCT-15 y 786-O por ser lineas celulares de
canceres asociados con un mayor riesgo relativo de muerte en mujeres y hombres

adultos con obesidad (Calle, 2003).

El MC fue empleado como simulacion de un microambiente tumoral, ya que,
contiene moléculas y factores de crecimiento secretadas al medio por las células
tumorales durante su cultivo (Sanchez, 2011), como: HIF, VEGF, FGF, TGF-f o
EGF (Deng, 2015; Jimeno, 2016) los cuales pueden inducir la expresién de
diferentes factores angiogénicos en las ADSC (Deng, 2015; Chen, 2016; Tarcisia,

2017).
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Durante los cursos temporales se tomaron fotografias representativas de la
morfologia de ADSC. En el primer y segundo curso temporal (7 y 14 dias
respectivamente), pudimos observar que las ADSC adquirieron cambios
morfolégicos posiblemente por la ausencia de SFB, induciendo un estrés
metabdlico en las ADSC que favorecioé los cambios morfolégicos. Con base en
investigaciones realizadas in vitro, se sabe que ADSC cultivadas en un medio sin
suero presentan una menor viabilidad celular y mayor apoptosis celular a los 5 dias

de cultivo (Diaz, 2016).

Durante el primer y segundo curso temporal decidimos emplear el MC de HelLay el
MC de HaCaT, este ultimo como un control de factores secretados por células no
tumorales, asi como el medio de crecimiento sin SFB, con el objetivo de identificar
diferencias en la expresion de los genes angiogénicos. Posterior a los cursos
temporales se determiné la expresion relativa en ADSC de los genes angiogénicos
(VEGF, VWF y a-SMA). En estudio previos, se demostré una mayor expresion de
VEGF y VWF al dia 7 en comparacién con el dia 14 y 21 (Deng, 2015). En nuestros
resultados, no encontramos diferencias significativas en la expresion relativa de
ninguno de los genes evaluados entre los dos tiempos de duracion de los cultivos,
sin embargo, el MC de HelLa mostré6 una tendencia a una mayor actividad
angiogénica en ADSC con respecto a los demas medios al sobreexpresar los genes
VEGF y VWF (Figura 21A y 21B), mientras que el MC de HaCaT solo indujo la
sobreexpresion de VEGF. Con respecto a lo anterior, estudios previos han
demostrado que las células tumorales como HelLa y los queratinocitos epidérmicos

como HaCaT inducen la expresion de VEGF en tejidos con carencia de nutrientes,
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con la finalidad de promover la angiogénesis y favorecer la supervivencia de los
queratinocitos y de las células tumorales. (Carrero, 2006; Eming, 2006; Zhu, 2013).
Altos niveles de VEGF en el MC inducen en ADSC la expresion de VEGF y VWF
(Carrero, 2006; Deng, 2015), por lo cual, solo el MC de HelLa pudo inducir mayor
expresion de VWF al dia 7 (Figura 21B). Contrario a lo anterior, se observa en la
Figura 21C, que a-SMA no fue sobreexpresado por las ADSC cultivadas al dia 7 y
14 posiblemente como consecuencia de la falta de moléculas necesarias para

inducir en ADSC la expresién del gen.

A partir de nuestras observaciones a nuestros resultados anteriores, se decidid
realizar un tercer curso temporal con un menor tiempo de cultivo. El tercer curso
temporal mostré que en el dia 2 de cultivo se sobreexpresaron un mayor niumero de
genes (Figura 22) con respecto al dia 7 y dia 14 (Figura 21), al emplear MC de
diferentes lineas celulares tumorales, lo cual, propone que, durante los primeros
dias de cultivo, en el MC existe mayor concentracion de moléculas inductoras de la
expresion de los genes angiogénicos en ADSC. Aunado a lo anterior, las células
tumorales HelLa, BXPC3 y HCT-15 mostraron mayor capacidad para promover el
proceso angiogénico, ya que, indujeron la sobreexpresion del gen VEGF en el dia
2 de cultivo (Figura 22A) con diferencias significativas al compararlas contra el
medio de crecimiento sin suero y el MC de células no tumorales (HaCaT). Estos
resultados sugieren que las células tumorales tienen mayor capacidad de promover
la expresion de factores angiogénicos con la finalidad de favorecer el crecimiento
tumoral a diferencia de las células no tumorales como HaCaT (Hanahan y Weinberg,

2011; Jimeno, 2016; Ziyad, 2011). Por otro lado, el MC de HelLa favorecio la
70



sobreexpresién de un mayor numero de genes (VEGF, vVWF y a—SMA) en ADSC
con diferencias significativas con respecto a los deméas MC de células tumorales y
no tumoral (Figura 22A, 22B y 22C). Con relacion a este, estudios han establecido
que el cancer cervicouterino se caracteriza por su proliferacion vascular (Carrero,
2006), lo cual, promueve la expresion de VEGF y su secrecion al medio (Rajesh,
2005). Proponemos que esto favorece en las ADSC una cascada de sefalizacion
que en parte podria explicar la sobreexpresion de VWF y a—SMA que induce el MC

de Hela al compararlo contra los demas MC (Figura 22B).

Los resultados observados con respecto a la expresion relativa de a—SMA (Figura
22C) nos muestra que el MC de HCT-15 tuvo una expresion significativamente
mayor con respecto al MC de HaCaT, el cual, a su vez mostré mayor expresion del
gen a—SMA con respecto al MC de BxPC3. Con base en investigaciones realizadas
in vitro, se sabe que el cancer colorrectal promueve la expresion de a-SMA
promueve la diferenciacion de miofibroblastos y mejora el fenotipo tumoral
(Yokoyama, 2015). De igual manera, se sabe que la expresiéon de a—SMA es menor
en cancer colorrectal y de pancreas con respecto al cancer cervical (The Human

Protein Atlas, 2020).

Por otra parte, se incluyo el analisis de expresion de CXCL5 para determinar si el
MC favorecia la expresion de esta citosina reguladora del proceso angiogénico en
las ADSC (Belperio, 2000; Li, 2011). Nuestros resultados mostraron (Figura 22 D)
que el MC de BxPC3 promovié en ADSC la sobreexpresion del gen con diferencias

significativas al compararlo con respecto al medio de crecimiento sin suero y al MC
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de células no tumorales (HaCaT). Estudios demuestran que la presencia de VEGF
en el medio por la ausencia de nutrientes (Eming, 2006; Zhu, 2013), puede inducir
en las ADSC la expresion de CXCLS5, con la finalidad de promover la angiogénesis
a causa de la posible activacion de las vias de sefializacion PI3K y MAPK (Li, 2011).
Estudios han establecido que CXCL5 es sobreexpresado por el cancer de pancreas
al detectar la ausencia de nutrientes (Li, 2011), asi mismo, el medio inducido por
CXCL5 promueve la expresion de VEGF para promover la formacién de nuevos

vasos sanguineos (Chen, 2019).

Con respecto a la expresion del factor VEGF obtenida de los tres cursos temporales
(Figura 21 y Figura 22) encontramos que todos los MC empleados en este estudio
favorecieron la sobreexpresion del gen, este resultado podria explicarse en parte a
la ausencia de SFB en el medio, ya que se ha observado que la deprivacion de
nutrientes favorece la expresion de VEGF en células tumorales y queratinocitos, por
lo que su secrecion al medio favorece que las ADSC aumenten la expresion de esta
molécula por un loop de retroalimentacion (Deng, 2015). VEGF activa y promueve
la angiogénesis (Carrero, 2006), de manera que, al unirse a su receptor (VEGFR-
2) activa las vias de sefalizacion implicadas en el proceso angiogénico (Figura 8),
como la via PI3K que se relaciona con la supervivencia de células endoteliales, la
cual, a su vez activa la via AKT favoreciendo la permeabilidad vascular. Y las vias
de sefalizacion MAPK la cual promueve la migracion de células endoteliales y la

via Ras implicada en la proliferacion de células endoteliales (Martinez, 2006).
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Estos resultados en conjunto, demuestran que el MC de HelLa, BxPC3, 786-O, HCT-
15 y HaCaT fueron capaces de inducir en las ADSC la expresion los 4 genes
angiogeénicos (VEGF, vVWF, a-SMA y CXCL5), como fue observado por estudios
previos (Bhang, 2014). Los cuales favorecen el fenotipo tumoral y promueven el

crecimiento de un tumor (Schweizer, 2015; Zhang, 2009).
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Xl.  CONCLUSIONES

Con el objetivo de conocer el papel de las ADSC en el microambiente tumoral que
sostiene y propicia el crecimiento de un tumor, se analizo la expresion relativa de
los genes angiogénicos VEGF, VWF, a-SMA y CXCL5 mediante cursos temporales
realizados en ausencia de suero por 2, 7 y 14 dias. Se demostré que las ADSC
expresaron los cuatro genes angiogénicos al ser cultivadas con un MC proveniente
de células tumorales de canceres asociados a la obesidad. Asi mismo, se determiné
qgue en el dia 2 de cultivo, las ADSC sobreexpresaron mayor cantidad de genes
angiogénicos en comparacion con 7 y 14 dias de cultivo. Por otra parte,
establecimos que el MC de la linea celular tumoral (HeLa) mostré tener mayor
actividad angiogénica en comparacion la linea celular no tumoral HaCaT al
sobreexpresar mayor cantidad de genes angiogénicos. Finalmente determinamos
qgue el gen VEGF fue sobreexpresado con todos los MC empleados en el trabajo,
sin embargo, solo el MC del cancer cervicouterino (HelLa) indujo en ADSC la

sobreexpresion de un mayor numero de genes (VEGF, VWF y a-SMA).

Con base en lo observado en nuestros resultados concluimos que durante el cultivo
de ADSC en presencia de MC de células tumorales existe una sefializacion a través
de factores secretados al medio, mismos que estimulan a las ADSC a favorecer el
microambiente tumoral de canceres asociados a obesidad a partir de la expresion

de factores de crecimiento como VEGF, vVWF, a-SMA y CXCL5 durante los primeros
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dias de cultivo, los cuales, tendran implicacion en la promocién del proceso

angiogénico y el crecimiento de un tumor.

75



Xll.  PERSPECTIVAS

Con el proposito de enriquecer el presente trabajo, se sugiere ampliar la
investigacion con un analisis protedmico del MC, antes y después de los cursos
temporales, con el objetivo de observar algin cambio en la expresion de las

proteinas secretadas al MC por las células tumorales.

Asi mismo, se propone realizar co-cultivos de ADSC / células tumorales asociados
a obesidad para favorecer la comunicacion intercelular continua en un flujo de
sefales - respuesta, con el objetivo de evaluar la expresion diferencial de genes

angiogénicos tanto en ADSC como en las lineas celulares tumorales.

Por otro lado, la idea de que las ADSC pudieran adquirir una diferenciacién celular
a un fenotipo endotelial para favorecer la angiogénesis tumoral, no se rechaza. Con
base en diferentes estudios, se ha observado que las ADSC pueden diferenciarse
a un fenotipo endotelial al cultivarse en medios inducidos, con lo cual, se podrian
analizar en las ADSC a los genes asociados a la formacién del endotelio vascular

como el factor Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS)

De igual manera, se propone analizar si las ADSC cultivadas con MC de células

tumorales presentan marcadores de superficie correspondientes a células troncales

o adquirieron una diferenciacién celular a un fenotipo endotelial.
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Finalmente, se sugiere evaluar sila inhibicién en ADSC de la expresion de los genes
angiogénicos en un modelo in vitro y posteriormente en un modelo in
vivo puede disminuir la viabilidad de células tumorales o formacion de tumores

(respectivamente) al no proveer de estas moléculas al microambiente tumoral.
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