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1. INTRODUCCION

El cancer es un padecimiento que ha motivado numerosas investigaciones con el
fin de encontrar nuevos farmacos eficaces para combatirlo.

Las principales barreras para el tratamiento de este padecimiento son la
heterogeneidad bioldgica de las células cancerosas (54) y la resistencia de algunas
de ellas a muchos de los agentes convencionales contra el cancer (33).

Ciertos farmacos de tipo heparinoide han mostrado tener diversos efectos
biologicos, y entre éstos destaca su actividad antitumoral ya sea directa, o bien,
indirecta por inhibicién de la angiogénesis.

La terapia antiangiogénica constituye una de las nuevas estrategias mas
prometedoras para el tratamiento del cancer, y puede llegar a ser de un valor
incalculable. Es un camino nuevo y mas general para el tratamiento de metdstasis
mediante la manipulacion del microambiente del hospedero.

En los dltimos afios se han realizado diversos experimentos que demuestran
que el crecimiento tumoral puede ser evitado por inhibicion de la angiogénesis
(8,18,19); un ejemplo es el tratamiento de neoplasias teniendo como blanco tanto
las células tumorales (quimioterapia), como el ambiente del organo (terapia
antiangiogénica), que ha mostrado tener efectos terapéuticos sinergisticos o
aditivos en tumores 3LL crecidos en ratones (12). .

Los compuestos tipo heparan sulfato pueden tener o no actividad antitumoral.
El efecto antitumoral depende de la estructura quimica y por esta razén es
importante probar la actividad bioldgica de cada uno (37).

Los heparan sulfatos probados en este trabajo son mezclas de sacaridos con
bajo peso molecular (500 - 6 000 Da). Se sabe que algunos compuestos tipo
heparina de bajo peso molecular mejoran sus actividades biologicas y de ahi el

interés por probar la actividad antitumoral de estos compuestos (2).
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Se hizo la deteccién de la posible actividad antitumoral de los firmacos HI,

H2, H3 y H4 empleando diversas lineas celulares tumorales humanas: HeLa
(cancer cervicouterino), SW480 (cancer de colon), SW620 (metastasis a ganglios
linfaticos de cancer de colon) y A204 (rabdomiosarcoma). Se realizaron pruebas
para conocer la actividad antitumoral directa midiendo la inhibicion de la
proliferacion de las células tumorales. Ademas se realizaron pruebas para detectar
la actividad antitumoral indirecta en experimentos con cultivos de células
endoteliales de capilar de cerebro bovine y medio acondicionado de células
tumorales, y se midio la proliferacion de estas ultimas para observar su posible
inhibicién,



. OBJETIVOS

Detectar la posible actividad antitumoral directa in vitro de los farmacos tipo
heparan sulfato: H1, H2, H3 y H4, utilizando las lineas celulares HeLa, SW480,
SW620 y A204.

Detectar la posible actividad antitwinoral indirecta de los farmacos mencionados
utilizando cultivos de células endoteliales de capilar de cerebro bovino (A023

BBE) y medio acondicionado de célutas tumorales.

Confirmar o descartar la informacion acerca de la actividad antitumoral de los
compuestos heparan sulfatos (34), en la cual se menciona que: a) H2, H3 y H4
fueron probados a wuna concentracion de 20 pg/mL, reduciendo
considerablemente la proliferacion de células HeLa, y la presencia de proteinas
oncogénicas in vitro (myc 60 KDa y 115 KDa). b) Concentraciones mayores (
200 pg/mL) impidieron totalmente la proliferacion de las células HeLa. ¢) Estos
farmacos inducen la diferenciacion celular de las células HeLa (estudios
. histoquimicos confirmados con microscopia electronica) sobre la linea celutar
HelLa.



3. HIPOTESIS

Uno o mas de los farmacos tipo heparan sulfato H1, H2, H3 y H4 podran

presentar:

e actividad antitumoral directa sobre una o mas de las siguientes lineas celulares
tumorales: SW480, SW620, HeLa y A204, lo cual se hara notorio por inhibicion
en la proliferacion de dichas células en presencia de los firmacos;

o actividad antitumoral indirecta detectada por inhibicién de la proliferacion de
las células endoteliales A023 en presencia de los farmacos y medio

acondicionado de células tumorales.

Dada la heterogeneidad bioldgica de las células tumorales, se tendra un
comportamiento distinto con las diferentes lineas celulares empleadas y los

farmacos, a las dosis y a los tiempos probados.



4.GENERALIDADES

4.1 CANCER

El cancer puede definirse como la pérdida de la regulacion metabdlica, debida a
alteraciones en el genoma celular que afectan la expresion o funcion de genes que
controlan el crecimiento y la diferenciacién celular.

Una célula normal crece, se divide y lleva a cabo funciones especificas de
acuerdo al 6rgano o tejido del cual forma parte; dichas funciones se encuentran
perfectamente reguladas. Sin embargo, la regulacion metabolica de la célula puede
alterarse por diversos factores, entre los que se encuentran agentes fisicos
(radiaciones), quimicos (farmacos o inclusive alimentos), bioldgicos (virus), o una
combinacion de los anteriores, de modo que se produce una modificacion genética
que da origen a una célula tumoral. Entre las caracteristicas generales de las
células tumorales se encuentran la proliferacion descontrolada y la formacion de
metastasis (en células cancerosas). Las alteraciones que presentan a nivel
citologico son:

- Alteracion en la permeabilidad y transporte a nivel membranal,

- Modificacion en la adhesion y en la inhibicion por contacto.

- Pérdida o alteracion de glicoproteinas y glicolipidos.

- Deterioro en la comunicacion intercelular y de Ia inhibicion del crecimiento.

- Alteracion en la actividad de algunas enzimas.

- Morfologicamente presentan un gran nicleo en relacion al citoplasma y pocas

estructuras especializadas.

La proliferacién descontrolada de las células puede dar origen a un tumor
benigno o a un tumor maligno (cancer). La caracteristica que distingue a un tumor
maligno es la capacidad de establecerse en sitios distantes al crecimiento tumoral

primario. En este caso la masa tumoral puede separarse del crecimiento tumoral



6
primario y viajar a través del sistema circulatorio o por via linfatica para
establecerse en otros tejidos adecuados para su desarrollo, dando lugar a una
metastasis, Cuando las células se mantienen dentro de una localizacion estable y
no invaden otros tejidos se forma un tumor benigno.

Los principales obstaculos para el tratamiento de las metastasis son la
heterogencidad biologica de las células cancerosas (54) y la pronta aparicion de
células tumorales con resistencia a los agentes convencionales contra el cancer
(33). Ante esto, la inhibicion de la angiogénesis constituye una estrategia nueva
que puede aplicarse de manera mas general para el tratamiento de las metastasis
mediante la manipulacion del microambiente del hospedero (8). Las células
endoteliales de los vasos sanguincos tumorales se dividen rapidamente, lo que no
ocurre con aquellas que se encuentran en los tejidos normales. La divisién de
células endoteliales es inducida por una gran variedad de mitdgenos conocidos
como factores angiogénicos. '

La observacion experimental de que un incremento en el tamafio de un tumor
puede estar precedido por un incremento en la formacion de nuevos capilares
dentro y alrededor del tumor, condujo a J. Folkman en 1971 a establecer la
hipotesis de que los tumores solidos son dependientes de la angiogénesis. Esta
hipétesis puede explicar las diversas observaciones clinicas, como el estado de
latencia tumoral, la naturaleza clinica benigna de un carcinoma in situ y la estrecha
correlacion de la metastasis de melanoma con la profundidad de la invasién de
tumores primarios de mas de 0.7 mm.

Se ha demostrado que la administracion sistémica de anticuerpos dirigidos
contra el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (18), y contra el
factor de crecimiento endotelial vascular (19) inhibe el crecimiento in vivo de
células tumorales, lo que no ocurre en experimentos in vitro, El tratamiento de
ncoplasias teniendo como blanco tanto a las células tumorales (quimioterapia)

como al ambiente del drgano (terapia antiangiogénica) ha mostrado tener efectos
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aditivos o sinergisticos en tumores 3LL crecidos en ratones (8). Esto sugiere que el
crecimiento tumoral puede ser inhibido indirectamente impidiendo la angiogénesis.

El desarrollo de estrategias antiangiogénicas exitosas puede dividirse
basicamente en tres lineas de investigacion:
1.- Ciertos compuestos naturales o sintéticos pueden ser probados para detectar su
actividad antiangiogénica en sistemas bioldgicos.
2.- Desarrollo de inhibidores especificos de los factores angiogénicos.
3.- Desarrollo de inhibidores especificos de las respuestas endoteliales vasculares
que sean parte integral del proceso angiogénico (por ejemplo, mitogénesis,

migracion y generacion de proteasas).

Mientras la heparina promucve la angiogénesis tumoral en algunos sistemas, se
descubrié por screndipia que la combinacion de heparina y cortisona es un
inhibidor de la angiogénesis tumoral, demostrandose esto com ensayos en
membrana corioalantoidea de embridn de pollo y en algunos modelos tumnorales
murinos (5, 22). En forma interesante. este efecto no esta ligado con la actividad
anticoagulante de la heparina ni con la actividad glucocorticoide de la cortisona.
Un fragmento hexasacarido de heparina sin actividad anticoagulante, de 1600 Da y
un esteroide sintético sin actividad glucocorticoide ni mineralocorticoide (1la-
hidroxicortisona), pueden reemplazar a los comnpuestos naturales con una potencia
igual o mayor en sus cfectos antiangiogénicos (21).

De la misma forina, cicrta region hexasacaridica de la heparina, en forma
aislada, ha mostrado tener efectos antiproliferativos en monocapas confluentes de
células tumorales dependientes del factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF) (20).



4.2 HEPARINA Y HEPARAN SULFATOS

Las heparinas y los heparan sulfatos pertenecen a un grupo de compuestos
denominados proteoglicanos. Los proteoglicanos son compuestos constituidos por
unidades de polisacirido (aproximadamente un 95 %) y proteina
(aproximadamente un 5 %). Estos voluminosos polianiones retienen agua y
cationes y asi forman la sustancia base del tejido conjuntivo.

Los glicosaminoglicanos son las cadenas polisacaridicas de los proteoglicanos y
estan formados de unidades repetidas de un disacirido que contiene a su vez un
dcrivado amino-azicar, glucosamina o galactosamina. Por lo menos uno de los
aziicares del disacarido tiene un grupo carboxilato o sulfato cargado
negativamente.

Los principales glicosaminoglicanos son: hialuronidato, condroitin sulfato,
keratan sulfato, heparan sulfato y heparina. El hepardan sulfato es un
glicosaminoglicano muy similar a la heparina excepto que tiene menos grupos
sulfato unidos a Ny a O y tiene mas grupos N-acetilo; se sabe que participa en el
reconocimiento intercelular (1).

A pesar de sus usos diversos para combatir un gran nimero de padecimientos,
la estructura de la heparina no se conoce completamente; tampoco su actividad
biologica se comprende en su totalidad. Se sabe que la heparina esta constituida
por una mezcla heterogénea de polisacaridos sulfatados y es biosintetizada como
un proteoglicano (PG); éste a su vez esta constituido por un pequefio niicleo
central proteico del cual se extienden largas cadenas de polisacaridos (38). El
niicleo proteico, rico en residuos de serina-glicina, se sintetiza primero en el
reticulo endoplasmico rugoso, y posteriormente en el aparato de Golgi sufre
modificaciones en las cuales pequefias regiones de enlace que contienen aziicares
neutros se unen a los residuos de serina del micleo proteico. En esta rcgién de
union un copolimero de repeticion con enlaces 1-4 de acido glucuronicoy N-

acetilglucosamina se ensambla a través de la adicion secuencial de azicares
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activados. Estas cadenas lineales de polisacaridos se extienden hasta Ilegar a 300
unidades de aziicar antes de que su sintesis termine. Cada cadena es parcialmente
des-N-acetilada y secuencialmente N- y O- sulfatada. La variabilidad estructural
en el polimero de heparina es el resultado de la naturaleza incompleta de esas

modificaciones posteriores a la polimerizacion (2). Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo propuesto de biosintesis de la heparina. (2)
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Después de la biosintesis de PG, peptidasas especificas liberan las cadenas
polisacaridas. Endoglicosidasas presentes en los tejidos actian cn esas cadenas
polisacaridas libres reduciendo su peso molecular promedio a 13 000 Da. Esas
cadenas polisacaridas son llamadas glicosaminoglicanos de heparina ( GAG’s de
heparina ). Los GAG’s de heparina son preparados comercialmente a partir de
tejidos animales que son ricos en células cebadas, como mucosa intestinal porcina
y pulmon bovino. Otros mamiferos, aves ¢ inclusive invertebrados como langostas
y alinejas contienen heparina.

La naturaleza incompleta de las modificaciones posteriores a la polimerizacion
en la biosintesis de la heparina dan como resultado una gran diversidad en el
polimero de heparina. El principal disacarido trisulfatado repite unidades que
comprenden hasta un 60-90% de la secuencia de la heparina, mientras que una
variedad de disacéridos diferentes comprende el 10-40% remanente del polimero
(2). Figura 2.

.-.-\ co;
o\gH )
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Figura 2. Principales disacaridos componentes en el polimero de heparina y
variabilidad en su secuencia. (2)
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Las cadenas de heparina tienen una conformacién helicoidal extendida
principalmente debida a su alta densidad de carga. La heparina esta estrechamente
enrollada, pero no es rigida debido a un equilibrio entre los diferentes
conformeros, de energia equivalente, del residuo o-L-iduronato. La heparina
aprovecha esta flexibilidad conformacional en su interaccion con proteinas
responsables de la actividad biologica heparinica (2).

Los métodos para el procesamiento comercial de la heparina son diversos y
generalmente se mantienen en secreto. El proceso bdsicamente involucra la
recoleccion del tejido apropiado, tratamiento proteolitico, extraccion y formacion
de un complejo utilizando reactivos de apareamiento idnico y precipitacion
fraccionada. Un tratamiento con bases y decoloracion con agentes oxidantes
remueve el nicleo proteico remanente obteniéndose un farmaco puro y blanco que
corresponde a la heparina (2). La actividad biologica de la heparina y su estructura
quimica pueden diferir dependiendo del proceso utilizado para extraer la porcion
activa del tejido (37, 45).

Los métodos desarrollados para examinar las propiedades de la heparina
incluyen viscometria, dispersion de luz laser, cromatografia de exclusion en gel y
electroforesis en gel de poliacrilamida. Con estas técnicas se determina el peso
molecular de Ia heparina y su polidispersidad (2). Esta caracterizacion esta
teniendo una importancia creciente, ya que estudios clinicos muestran que ciertas
heparinas de peso molecular bajo tienen mejores propiedades bioldgicas (2). Se
han preparado heparinas de bajo peso molecular (LMW) mediante
despolimerizacion parcial controlada, quimica o enzimatica, de los GAG’s de
heparina comercial. Estas heparinas son polidispersas, con peso molecular
promedio de 5 000 Da y un intervalo de peso molecular de 2 000 - 10 000 Da (2).

La heparina es un farmaco natural con multiples e importantes funciones, y
entre ellas Ia mas conocida es quiza su actividad anticoagulante (2,44). La

coagulacion de la sangre comprende una cascada de reacciones, en las cuales



12
precursores inactivos de proteasas se transforman en proteasas activas. En la ctapa
final de la cascada la trombina convierte cl fibrindgeno en fibrina. La
polimerizacién espontinea de los mondmeros de fibrina produce un cogulo. El
proceso entero esta bajo el control de un grupo de inhibidores de proteasas, de los
cuales el mds importante es la antitrombina III, cofactor de la heparina. La
antitrombina inhibe las proteasas de los factores de coagulacion al formar con ellos
complejos equimolares estables. En ausencia de heparina estas reacciones son
lentas; en presencia del farmaco, se aceleran mil veces (3). Esta propiedad de la
heparina es aprovechada cuando se incrementa la propension normal de la sangre
a coagularse, evitindose la hemostasis. que es la detencion espontinea del
sangrado proveniente de la ruptura de un vaso sanguineo.

La heparina posce asimismo actividad antitromboética y recientemente se ha
descubierto que puede desempefiar diversos papeles en la regulacion de la
angiogénesis (4) y como un cofactor antiproliferativo para factores de crecimiento
(5).

Particularmente notable es la actividad antiviral de la heparina. Algunos
estudios han demostrado quc la heparina se unc a un péptido consenso del virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV), bloqueando su replicacion in vitro (35,36)

Aun queda mucho por estudiar en este altimo campo.,

4.3 ANGIOGENESIS

La angiogénesis se puede definir como la formacion de vasos capilares nuevos a
partir de vasos sanguincos preexistentes. En ella se involucran una serie de eventos
como son: la degradacion de la membrana basal por la accion de proteasas, la

migracion y proliferacion de células endoteliales y la formacion de redes capilares

(5).
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La angiogénesis no sec efectita usualmente en los adultos normales,

exceptuando aquella que se realiza en la reparacion de lheridas, ovulacién |,

menstruacion y la formacién de la placenta. Ha sido también asociada con ciertos

padecimicntos entre los que se incluyen la angiogénesis tumoral, artritis

reumatoide, retinopatia diabética, ateroesclerosis, glaucoma neovascular y
hemangiomas (5).

Aunque el mecanismo por el cual se presenta la angiogénesis tumoral parece ser
muy similar al que ocurre en condiciones fisiologicas nommales, puede ser
distinguido por su pérdida de regulacion (48). Esto significa que la angiogénesis
tumoral continuara hasta que el tumor sea removido o muera ¢l hospedero, en tanto
que la angiogénesis que ocurre durante los eventos fisioldgicos normales estd

regulada en tiempo y espacio.

4.4 PAPEL DE 1A ANGIOGENESIS EN EL MANTENIMIENTO TUMORAL
La angiogénesis tumoral parcce estar estrechamente relacionada con el crecimiento
tumoral progresivo y la metastasis (47.49). Aunque los tumores de 1 a 2 mm. de
diametro pueden recibir todos los nutrientes por difusion, requicren para su
crecimiento posterior de un adecuado aporte de sangre a través de la angiogénesis,
esto debido a una pérdida deliberada de oxigeno y nutrientes esenciales, asi como
a la acumulacion de desechos toxicos en el tumor no vascularizado (7, 31, 47).

La induccion de la angiogénesis es mediada por diversas moléculas angiogénicas
liberadas por células tumorales y células del ltospedero (48).

La angiogénesis es un proceso multictapas que involucra la produccion de una
cascada de respucstas de las células endoteliales vasculares para regenerar
capilares preexistentes o pequeflas vénulas (47,50). Esas respuestas celulares
endoteliales eventualmente llevan a la formacion de nueves vasos capilares. El
primer evento morfoldgico observable es que las células endoteliales de los vasos

preexistentes comienzan a nigrar hacia el estimulo angiogénico. Sin embargo,
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antes de que la migracién pueda ocurrir, la membrana basal de los vasos debe ser
degradada para penmitir la migracion de las células endoteliales hacia el exterior
del vaso sanguineo. La disolucion de la membrana se efectia mediante la accién
de proteasas derivadas de células endoteliales, Aunque las células endoteliales en
migracién no proliferan, en la regién situada inmediatamente atras de estas células
se efectia la proliferacion endotelial. Finalmente, los brotes permanecen juntos
para formar asas, estableciendo un circuito completo, que es seguido por un flujo

sanguineo, Figura 3.

Neoplasia maligna  Neovascularizacion  Invasion Embolismo

Vasos linfiticos, Agregados multicelulares
venulas, capilares (linfocitos, plaquetas)

Suodsuesy

Respuesta al

microambiente ; - ol A
Extravasacion  Adherencia  Arresto en lechos capilares
de Organos distantes
Proliferacion de las - =, —» Metéstasis de
células tumorales metistasis

Metastasis

Figura 3. El proceso de metéstasis. (8)
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La degradacion de la matriz extracelular del vaso sanguinco preexistente

sugiere que uno de los aspectos de la respuesta celular endotelial es la elaboracion
de proteasas. Se ha demostrado que el tratamiento de células endoteliales capilares
con factores angiogénicos derivados de células tumorales y no tumorales, estimula
la produccién de colagenasa y activador de plasmindgeno en esas células (11), El
activador de plasminogeno es responsable de la segmentacion del plasmindgeno
para dar plasmina, que es una serina proteasa de amplio espectro. Tanto el
activador de plasmindgeno, como la colagenasa, podrian ser usados por las células
endotcliales para degradar la membrana basal circundante, La habilidad de esos
mismos factores angiogénicos para cstimular la movilidad fue demostrado por
Mullins y Rifkin (15) con el ensayo de via fagocinética, en el cual las células
migratorias se colocan en una superficie cubierta con oro coloidal de manera que,
al ir migrando, fagocitan o empujan a un lado las particulas de oro coloidal,
dejando asi un rastro en la superficie. Con esto se demostré que los factores que
habian estimulado la proliferacion celular endotelial y la produccién de proteasas,

también estimulaban la migracion celular endotelial capilar. Fig 4.
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Figura 4. Formacion de un vaso capilar sanguineo. (39)
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Sin embargo, algunos factores angiogénicos no actian estimulando

directamente las células endoteliales, sino atrayendo y/o estimulando otros tipos de
células, como las células inflamatorias, para elaborar y liberar factores que actian

directamente en las células endoteliales.

Factores angiogénicos

Se han identificado diversos factores angiogénicos, y de especial interés son
aquellos que han sido identificados tanto en células tumorales como en células que
se encuentran rutinariamente en areas de crecimniento celular de tumores solidos,
como células cebadas y macrofagos.

El primer intento para aislar un factor angiogénico de un tumor sélido fue
realizado por Folkman y cols. en 1971 (31). Ellos identificaron una fraccion
angiogénica activa de un carcinoma de rata compuesto por mas del 50% de
carbohidratos, 25% RNA, 10% proteina, asi como lipidos, y ellos le llamaron
Factor de Angiogénesis Tumoral (TAF). Recientemente, sc ha aislado un
componente no proteico de bajo peso molecular (aproximadamente 200 Da) del
TAF, que es angiogénico y estimula fa proliferacion de células endoteliales.

Los factores angiogénicos mejor caracterizados hasta la fecha son los factores
de crecimiento que se uncen a heparina (HBGF’s), que son conocidos también
como factores de crecimiento de fibroblastos (FGF's). Esas proteinas de
aproximadamente 16 000-19 000 de peso molecular han sido bien caracterizadas
estructuralmente, y sus ¢cDNA clonados y secuenciados. Existen principalmente
dos especies de FGF distinguidos por su afinidad relativa por la heparina, su carga
y su secuencia de aminoacidos. La forma cationica (FGF basico 6 HBGF II) ha
sido identificada en una gran variedad de tejidos cancerosos y normales,
incluyendo condrosarcomas, hepatomas y melanomas. Tanbién ha sido encontrada
en macrofagos, que se piensa tienen un papel en la angiogénesis tumoral (7). La

forma aniénica (FGF acido 6 HBGF I) se encuentra principalmente en cerebro y
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tejido nervioso. Ademas de estimular la angiogénesis en experimentos in vivo, los
FGF’s estimulan la produccion de proteasa celular endotelial, 1a proliferacion y la
migracion in vitro (7). Los efectos angiogénicos de los FGF's son iniciados
presumiblemente por su interaccion con receptores de proteina especificos de las
membranas celulares endoteliales. Esos receptores no han sido aun completamente
caracterizados a nivel molecular.

Se ha obtenido un factor angiogénico del medio acondicionado obtenido de
células de carcinoma de colon, al cual se le ha llamado angiogenina (7). Esta
proteina presenta una notable homologia con la ribonucleasa pancreatica y posee
actividad de ribonucleasa; sin embargo Ia relacion entre su actividad enzimatica y
su actividad angiogénica es desconocida. De manera interesante, los- finicos
ensayos utilizados para la identificacién de este factor han sido los realizados en
CAM (membrana corioalantoidea de embrién de pollo), y a diferencia de los
HBGF’s, no ha sido demostrado que la angiogenina sea un factor de crecimiento
celular endotelial. Asi, la actividad angiogénica de la angiogenina podria llevarse a
cabo en forma indirecta.

Sc ha sugerido un papel del factor de crecimiento transformante a (TGFa) en la
angiogénesis tumoral, mediante estudios que demuestran la localizacion de esta
proteina en células de tumores solidos, las cuales bordean los capilares infiltrantes
del hospedero (16). El TGFa fue un factor que se identificd en un principio por su
capacidad de producir en las células normales un fenotipo transformado; es un
homologo del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y probablemente interactia
con el receptor para EGF. Estd presente en una gran variedad de células
transformadas viralmente, asi como en tumores y en algunos tejidos embrionarios
normales. Este factor no solo estimula la angiogénesis en experimentos in vivo,
sino que es mitogénico para las células endoteliales por estimulacion de la sintesis
de DNA (16).
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TGF B, al igual que TGF a, produce un fenotipo transformado en células de
cultivo normales y es angiogénico in vifro. Ademas, sorpresivamente, inhibe la
proliferacion celular endotelial inducida por FGF en experimentos in vitro. Este
factor ha sido identificado en una variedad de tejidos transformados y normales.
Su papel en la angiogénesis puede involucrar su capacidad para actuar como
quimioatrayente para macréfagos y como estimulador de la secrecion de
macrofagos. Estas células, junto con las células cebadas, est{m.presentes en
grandes cantidades en algunas areas de tumores sdlidos en crecimiento. Es
posible que el TGF B derivado de tumor actie para reclutar macréfagos y
estimular la liberacion de factores angiogénicos derivados de macrofagos, como
bFGF y TNF a.

Los factores angiogénicos mencionados pueden ser aislados de células
tumorales, aunque no es la unica fuente. Otros factores que son angiogénicos por
si mismos o que potencian la angiogénesis han sido identificados en macrofagos
y/o en células cebadas. Un ejemplo es el factor de necrosis tumoral (TNF) o
caquectina, que es un factor angiogénico derivado de macrofagos. Este factor no
sdlo estimula la neovascularizacion en los experimentos en comea, sino que
también estimula la migracion celular endotelial in vitro. La heparina, que también
estimula la igracion celular endotelial, es secretada por células cebadas; también
potencia la neovascularizacion de tumores en el ensayo CAM. De manera
interesante, se conoce que la heparina interactia con los FGF's, que son factores

angiogénicos potentes.
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FACTOR CARACTER FUENTE ACTIVIDAD EN | MECANISMO
ANGIOGENICO | MOLECULAR CELULAS ANGIOGENICO
ENDOTELIALES
bFGF (HBGF IT) Proteina cationica Variedad de células | Mitogénico, Direcio
(16-19KDa) normales y quimiotictico,
turnorales produccion de
proteasa
aFGF (HBGFI) Proteina anionica Tejidos normales, Mitogénico, Directo
(17-20 KDa) especialmente ojoy | quimiotactico,
cercbro produccion de
proteasa )
TAF RNA, proteina, Carcinoma No probadas Desconocido
carbohidrato,
componentes
lipidicos
TAF de bajo peso 200 Da, no Carcinoma Mitogénico Desconocido
molecular caractenizado
Angiogenina Proteina de 14.4 Adenocarcinoma No reportadas Indirecto (7)
KDa humano
TGF « Proteina de 5.6 KDa | Tejidos embrionarios | Mitogénico Directo
normales y tumores
solidos
TGFp Proteina Tejidos normales y | Inhibe mitogénesis y [ Indirecto
homodimérica unida | wransformados migracién
por puente disulfuro
TNF a Proteina de [7KDa | Macrdfagos Quimiotactico, Indirecto
estimula la
liberacion de
interleucina [ y
cambios
morfologicos, inhibe
mitogéncsis
Heparina Mucopolisacando | Células cebadas Migracion Indirecto
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La vascularizacion de un tumor es muy importante en el desarrollo de la
metastasis, proveyendo la ruta para la diseminacion de las células tumorales (7). Si
se retarda o evita la vascularizacion, se presenta un estado de latencia en el tumor,

El estado prevascularizado de un tumor esta asociado con tumores benignos
locales, mientras que el estado vascularizado esta asociado con tumores capaces de
producir metastasis (8). Estudios realizados en diferentes tipos de céancer
utilizando microscopio de luz e inmunohistoquimica han mostrado que el nimero
y la densidad de los microvasos en los diferentes cinceres humanos se
correlacionan directamente con su capacidad de invadir y producir metdstasis (9).
No todos los tumores angiogénicos producen metastasis, pero la inhibicién de la
angiogenesis evita el crecimiento de células tumorales en sitios primarios y
secundarios y asi puede evitar el surgimiento de metastasis (8).

El proceso de metastasis consiste en una serie de etapas secuenciales (8)
(figura 3) que siguen los siguientes principios: primero, para producir metastasis,
las células tumorales deben completar todas las étapas en el proceso. Como un
todo, la metistasis es altamente selectiva y favorece la sobrevivencia de una

subpoblaciéon minoritaria de células metastasicas preexistentes en la neoplasia

primaria. Segundo, las neoplasias muestran propiedades metastasicas y biologicas

heterogéneas (10). Tercero, la metastasis resulta tanto de las propiedades de las
células tumorales como de factores del hospedero (8). Cada una de estas etapas es
un posible blanco para la intervencion farmacoldgica en la angiogénesis tumoral y
la metastasis.

En algunos pacientes se pueden desarrollar netastasis muchos afios después de
la extirpacion de la neoplasia primaria y una cura aparente. Se han desarrollado
diversas hipotesis para explicar el estado de latencia de las metastasis. La
conversion repentina de células quiescentes a células que se dividen activamente

podria ocurrir por un cambio en el ciclo celular con progresion de GO a G1 (8). El
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factor que podria iniciar esa conversién es desconocido. Alternativamente, el
tamafio de las metdstasis tumorales puede ser controlado por la inmunidad
especifica y no especifica del hospedero, por lo cual un cambio en la antigenicidad
o la supresion de la inmunidad del hospedero pueden inclinar el balance en favor
de las células tumorales. Un trauma en tejidos normales es seguido generalmente
por inflamacién y reparacion que depende de la produccion de factores de
crecimiento Organo-especificos. Esos factores pueden también estimular la
proliferacién de células tumorales que poseen los receptores adecuados (10). No
esta claro aun si un trauma produce un cambio hacia el fenotipo angiogénico en las
células tumorales, pero el conocimiento creciente del broceso de angiogénesis ha
dado lugar a 1a hipotesis reciente que dice que el final de la latencia del tumor
puede ser explicada por una repentina conversién de un tumor al fenotipo
angiogénico. Eso puede ocurrir por un incremento en los estimuladores de la
angiogénesis, un decremento en los inhibidores de la angiogénesis o una
combinacién de ambos (8). La elucidacién de los factores que gobiernan la

angiogénesis tumoral puede ayudar a resolver este fendmeno.

4.5 SISTEMAS EMPLEADOS PARA EL ESTUDIO DE LA ANGIOGENESIS

Aunque la induccion mutua de proliferacion vascular del hospedero y el
crecimiento tumoral fue observada desde hace mas de 80 ailos, no fue sino hasta
1967 cuando se desarrolld el primer experimento para estudiar la vascularizacion
inducida por el tumor. Algunas investigaciones hicieron posible el estudio de la
angiogénesis con el desarrollo de modelos animales in vivo e introdujeron el
concepto de que los tumores producen ( o promueven la produccion efectuada por
células no malignas) algun factor o factores responsables de la proliferacion

vascular.
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Dos de los métodos mas utilizados para estudiar la angiogénesis in vivo son el
ensayo con membrana corioalantoidea de embrién de pollo (CAM) y el ensayo en
cémea de conejo. El crecimiento de vasos capilares cxtraembrionarios del ave en
el ensayo CAM puede ser observado y cuantificado poniendo un embrion de 4 dias
en cultivo, En el ensayo en cornea de conejo, los vasos sanguineos capilares son
estimulados a crecer en la cornea avascular implantando en su interior una tableta
de liberacién lenta que contenga un factor angiogénico, como ei factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) o bien, células tumorales. Este ultimo
ensayo es muy caro y consume mucho tiempo para ser de uso practico por la gran
cantidad de muestras que es necesario analizar para estudios detallados.

Otros modelos que se han utilizado son los ensayos en cornea de ratas. La
disponibilidad de tener ratones genéticamente alterados permite realizar
eventualmente pruebas del papel de genes especificos en la angiogénesis.

Paraiampliar el conocimiento con los estudios /n vivo, ha sido necesario aislar
células capilares microvasculares, crecerlas en cultivo, y desarrollar ensayos para
medir separadamente la degradacion de la matriz, migracion, proliferacion y la
formacion de tubos tipo capilar ("formacion de tubos"). Ensayos especificos y
cuantitativos han permitido la identificacion de estimuladores angiogénicos e
inhibidores que afecten dichas etapas. En contraste, los cnsayos que miden la
formacion de tubos requieren frecuentemente la degradacién de la matriz y/o la
migracion celular antes de que las células endoteliales se puedan alinear en tubos
capilares. Asi, estos altimos ensayos miden la suma de diversas actividades

celulares endoteliales.

4.6 TERAPIA DE METASTASIS POR INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS
Las dificultades mas grandes para el tratamiento de metastasis son la
heterogeneidad bioldgica de las células cancerosas y el surgimiento répido de
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células tumorales con resistencia a muchos agentes anticancerigenos
convencionales . La inhibicion de la angiogénesis, sin embargo, provec un avance
nuevo y mas general para el tratamiento de metéstasis mediante la manipulacién
del microambiente del hospedero. Las células endoteliales en vasos sanguineos
tumorales se dividen rdpidamente, lo que no ocurre en los tejidos normales (8). La
angiogénesis esta regulada en forma enddgena por un gran nimero de factores. La
divisién de células endoteliales es inducida por una gran variedad de mitégenos

llamados factores angiogénicos (8). Tabla 2.
Tabla 2. Reguladores endégenos de la angiogénesis

Factores estimulantes:
Factor dcido de crecimiento de fibroblastos (8FGF)
Factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF)
Angiogenina
Heparinasa
Factor de crecimiento de hepatocitos
Interleucina-8
Factor de crecimicnto de placenta
Factor de crecimiento de células endotcliales derivado de
plaquetas
Pleotropina
Prostaglandinas E1 y E2
Factor de crecimiento transformante o
Factor de crecimiento transformante 8
Factor de necrosis tumoral a
Factor de crecimiento endotelial vascular/ Factor de

permeabilidad vascular



24

Factores inhibitorios:

Angiostatina

Inhibidor derivado del cartilago

Heparinasa

IFNa

IFNB

Factor 4 de plaquetas

Fragmento de prolactina

Protamina

Trombospondina

Inhibidor tisular de metaloproteinasa

La administracion sistémica de anticuerpos contra el factor basico de

crecimiento de fibroblastos (bFGF) (18), factor de crecimiento endotelial vascular
(19), o de angiogenina (8) ha mostrado producir inhibicion in vivo (pero no in
vitro) del crecimiento de células tumorales, sugiriendo que el crecimiento tumoral
puede ser suprimido indirectamente por inhibicion de la angiogénesis. El
tratamiento de neoplasias dirigido simultaineamente contra las células tumorales
(quimioterapia) y el medio ambiente del érgano ha producido un efecto
terapéutico aditivo o sinergistico en ratones portadores del tumor 3LL (12),

En los adultos, la angiogénesis fisiologica (reparacion de heridas) esta regulada
por un balance de moléculas positivas y negativas (8). Diversos factores que
pueden regular negativamente o inhibir 1a angiogénesis han sido incorporados en
los tratamientos clinicos; el mas ampliamente estudiado ha sido e} interferén «
(IFNa). La administracion diaria en forma crénica de dosis bajas de IFNa ha
inducido una regresion completa de hemangiomas que amenazaban la vida de
infantes y sarcoma de Kaposi altamente vascularizado (8). Los efectos del

interferon o son debidos probablemente a una regulacion negativa de la expresion
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de mRNA del bFGF y produccion de la proteina (8). Otros inhibidores de la

angiogénesis, como la trombospondina-1 (TSP1), funcionan antagonizando a
bFGF o a otros factores angiogénicos. La produccion de TSP1 estd regulada por
p53 tipo silvestre, La mutacion o pérdida de p53 tipo silvestre esté asociada con la
pérdida de la produccion de TSPl y una inclinacién del balance hacia la
estimulacion de la angiogénesis (8).

Los mecanismos que controlan la angiogénesis en los diferentes tumores son
probablemente muy diversos. Para maximizar la eficacia terapéutica, debe
determinarse primero el llamado perfil angiogénico de cada tumor para utilizar

agentes antiangiogénicos especificos.
4.7 FARMACOS ANTIANGIOGENICOS

4.7.1 ANGIOSTATINA

O'Reilly y sus colaboradores reportaron el aislamiento y caracterizacion de un
factor antiangiogénico producido por el carcinoma de pulmén Lewis (3LL)
transplantable murino que se hizo crecer en ratones singénicos (23). Se trata de un
fragmento de plasmindgeno de 38 KDa que ha sido llamado angiostatina. La
angiostatina tiene una vida media larga en la circulacion y puede actuar de manera
enddcrina o paracrina para inhibir la proliferacion de células endoteliales. Cuando
se realiza la reseccién de un tumor local, entonces repentinamente se disminuye o
elimina la angiostatina circulante, y las células endoteliales que rodean pequeiias
metastasis pueden proliferar y la masa tumoral puede expandirse. Ademais -
reportaron que la administracion sistémica de angiostatina (no asi de plasmindgeno
intacto) inhibe la vascularizacion y el crecimiento de metastasis de pulmon (23).
Estos hallazgos tienen gran valor para la comprension de la patogénesis de la
metastasis y para el disefio racional de métodos para el tratamiento de metéstasis
establecidas.
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4.7.2 HEPARINA

Recientemente se ha descubierto que la heparina posee diversos papeles en la
regulacion de la angiogénesis. La heparina se une a varios factores de crecimiento,
que reciben el nombre de: factores de crecimiento de unién a heparina (HBGF),
aumentando la actividad y estabilidad de éstos. Un ejemplo es el factor de
crecimiento celular endotelial (ECFG), que estimula la angiogénesis.

En presencia de ciertos esteroides que inclusive no poseen actividad
glucocorticoide ni mineralocorticoide, la heparina, o fragmentos especificos de
heparina sin actividad anticoagulante, pueden inhibir la angiogénesis (S, 21, 22,
51, 52). Judah Folkman y Mike Klagsbrun propusieron que en presencia de ciertos
esteroides, los GAG's heparinoides recubren las paredes vasculares restringiendo
el crecimiento capilar. Esta microvascularizacion puede responder rapidamente a
factores de crecimiento que se unen a heparina producidos durante la ovulacién,
heridas, reacciones inmunoldgicas de inflamacion y por tumores,

La heparina también une e inactiva proteinas cationicas proinflamatorias.
incluyendo las citotoxinas derivadas de eosindfilos. Agonistas de los
adrenorreceptores 2 pueden aumentar la proliferacion de misculo liso
indirectamente suprimiendo la degranulacion de las células cebadas, evitando de
este modo la liberacion de heparina con una pérdida de sus efectos
antiproliferativos y antiinflamatorios (24)

Los heparan sulfatos, que son glicosaminoglicanos estrechamente relacionados
con la heparina, desempeiian un papel central en el mantenimiento del miisculo
liso vascular en un estado estable. La degradacion de los heparan sulfatos en la
matriz del musculo liso se efectia por la heparanasa que liberan los monocitos
infiltrados de la lesion aterosclerdtica, y se ha propuesto como una etapa permisiva
para la respuesta proliferativa subsecuente del misculo liso vascular a factores de

crecimiento (24).
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Por otro lado, la heparina actia en una etapa de proliferacién dépendiente de

proteina quinasa C (PKC). Un nimero de mitégenos importantes de misculo liso
_ vascular, incluyendo el factor de crecimiento epidérmico y el factor alfa de
crecimiento transformante (TGF a), son resistentes a los efectos de la heparina
(24).

Paraddjicamente la heparina potencia los efectos de diversos mitgenos
mediante su union y previniendo su inactivacion rapida, sugiriendo que sus efectos
inhibitorios podrian ser observados solamente bajo condiciones donde los factores
de crecimiento que se unen a la heparina no proveen el estimulo mi;ogéMco. La
evaluacion del papel de la heparina es ain més complicado por su habilidad de
unir e inhibir al factor de crecimiento transformante p (TGF ), una citocina que
reduce la respuesta de crecimiento de musculo liso bajo diversas condiciones,

Secuencias especificas en el polimero de heparina pueden interactuar con
pequefios péptidos consenso altamente conservados encontrados en muchas
proteinas que se uncn a heparina. A través de esas secuencias consenso, la
heparina activa o inhibe proteinas entre las que se incluyen ciertas enzimas.

Se ha demostrado que cierta regién heparinica hexasacarida aislada, cuya
estructura es: [IdoA( 2-0803)a1-4GIcNSO3( 6-0503)al-4]21doA( 2-0803)a1-4
AManR( 6-OSO3), puede actuar como un antagonista en la proliferacion de
algunas células dependientes del factor basico de crecimiento de fibroblastos
(bFGF); tal es el caso de las células endoteliales adrenocorticales (ACE) de las
cuales evita la union in vitro de este factor a monocapas confluentes de dichas
células (20).

Utilizando modelos celulares, se ha visto que otra region especifica de la
heparina, (ISMS)3, con la estructura [IdoA(2-0503)al-4AManR(6-0S03)]3, se
une estrechamente a bFGF e inhibe su actividad en receptores (5). Dos analogos de
(ISMS)3, GM1306 y GM1474, cuyas estructuras ain no han sido publicadas,
inhiben la proliferacion dependiente de bFGF de células endoteliales
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adrenocorticales in vitro, sin influenciar la proliferacion de células pancredticas

humanas o células de adenocarcinoma mamario. Se ha reportado que ambos
heparinoides inhiben la angiogénesis en estudios realizados en membrana
corioalantoidea de embrién de pollo (CAM), y suprimen el crecimiento de
adenocarcinoma de mama ( células MDA-231) y del adenocarcinoma pancredtico
humarno multirresistente a firmacos (células CaPan-2) en ratones desnudos.
Recientemente se ha demostrado que la heparina puede inhibir la expresion del
gen de colagenasa. Esto es de gran importancia, ya que la colagenasa es una |
enzima proteolitica importante para la degradacién de la membrana basal de los
vasos sanguineos y la matriz extracelular en el proceso de angiogénesis (53).

De esta manera, los oligosacaridos de heparina que inhiben la angiogénesis
pueden tener un potencial terapéutico indicado para el tratamiento de tumores
solidos malignos en humanos (5).

4.7.3 PENTOSAN POLISULFATO (PPS)

Estudios realizados por Zugmaier y cols., demostraron que el heparinoide
péntosén polisulfato (PPS) puede bloquear el crecimiento de injertos tumorales
humanos subcuténeos en ratones desnudos, y la angiogénesis inducida por el factor
de crecimiento de fibroblastos derivado del sarcoma de Kaposi, que se une a la
heparina (K-FGF). Estos investigadores comprobaron también que las lineas
celulares tumorigénicas MDA-MB-231, MDA-MB-435 y MDA-MB-468 (céncer
de mama), DU-145 (céncer de prostata), A-549 (cancer de pulmodn), A-204
(rabdomiosarcoma) y A-431 (carcinoma epidermoide) liberan al medio factores de
crecimiento que estimulan el crecimiento de células endoteliales, epiteliales y
fibroblastos. Mostraron que los factores de crecimiento que se¢ unen a la heparina
contribuyen sustancialmente a esa actividad pardcrina y que PPS inhibe ese
estimulo (17).
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A pesar de que seis de las siete lineas celulares probadas fueron resistentes al
PPS en experimentos de clonacion en agar blando y parecieron no depender de la
estimulacion autdcrina de los factores de crecimiento que se unen a la heparina, el
crecimiento subcutaneo de tumores de todas las lineas celulares mencionadas, en
ratones desnudos atimicos, fue inhibido por inyecciones diarias intraperitoneales

de PPS en una relacion dosis-dependiente (17).
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5. METODOLOGIA

5.1 CULTIVO DE LINEAS CELULARES TUMORALES IN VITRO.

Las células que se encuentran dentro de un organismo pueden crecer debido a
que reciben todos los nutrientes necesarios para su desarrollo, Las células
tumorales pueden crecer in vitro empleando un medio de cultivo que contenga
todos los elementos necesarios para su crecimiento, como son: una fuente de
carbono, como la glucosa, una fuente de nitrdgeno y cofactores, aminoécidos
esenciales y vitaminas, asi como oligoelementos y factores de crecimiento que
aporta el suero fetal bovino. Ademas existen células que requieren de ciertos
factores especiales que deben ser adicionados al medio para el crecimiento
adecuado.

De acuerdo a la procedencia y al tipo de subcultivo, los cultives se clasifican
en;

1.- Cultivo primario: es aquel que se obtiene directamente del tejido animal; esta
constituido por células bien diferenciadas cuya permanencia en cultivo es corta.

2.- Cultivo secundario: se obtiene a partir de un cultivo primario, y se comporta de
la misma forma que éste.

3.- Cepa celular: se trata de un cultivo celular bien caracterizado. Consta
basicamente de tres fases: inicio, reproduccion (division celular) y muerte.

4.- Linea celular: se refiere a una estirpe celular, que se divide aceleradamente, y
que muestra un tiempo de vida indefinido, ¢s decir, que es inmortal bajo
condiciones de cultivo establecidas.

En el presente trabajo se seleccionaron las lineas celulares Hel.a, SW480, SW620
y A204 para detectar la posible actividad antitumoral directa de los farmacos tipo
heparén sulfato H1, H2, H3 y H4.
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S.1.1 GENERALIDADES DE LA LINEA CELULAR Hela (Carcinoma

epitelioide de cérvix humanoj(11)

HelL a fue la primera linea celular epitelioide de tipo aneuploide derivada de un
tejido humano y mantenida continuamente por una serie de cultivos celulares. Fue
aislada en 1951 de un carcinoma de cérvix de una mujer negra de 31 aiios de edad
(Cancer Res. 12:264, 1952). Una reexaminacion reciente de las muestras originales
efectuadas por Jones et al., (Obstet. Gynecol. 38:945-949, 1971) diagnosticaron el
tumor como un adenocarcinoma. Desde su origen, esta ha sido una de las lineas
celulares mas cstudiadas. Después de varios congelamientos y recultivos, Ia linca
fue reactivada en noviembre de 1961 por la American Type Culture Collection. La
linea fue sometida a aproximadamente 76-88 pases y fue considerada muy similar
a las caracteristicas descritas en los estudios clasicos de Scherer, Syverton y Gey
(J. Exp. Med. 97:695, 1953).

Datos gen s de las células Hel.a:
e Nimero de subcultivos seriados del tejido de origen: Desconocido; 90-102
. desde el cultivo recibido por W. F. Scherer en 1952.

o Caracteristicas de crecimiento de células descongeladas: Un in6culo de 0.5-
1.0 x 10° células viables/mL en medio de cultivo, a 37° C, con una atmosfera de
5% de diéxido de carbono y 95% de aire, se multiplica aproximadamente 15
veces en 7 dias.

o Morfologia: Tipo epitelial.

o Cariologia: Distribucion de frecuencia cromosdémica en SO células: 2n=4

CELULAS: 1 5§ 2 5 9 13 8 3 1 1 1 1
CROMOSOMAS: 70 78 79 80 8] 82 83 84 85 86 147 164
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Hay un cromosoma telocéntrico en 98% de las células, 100% de aneuploidia en

1385 células examinadas. Han sido reportados en la literatura 4 marcadores

cromosomicos caracteristicos de HeLa: M1 es un rearreglo de brazo largo y

centromero del cromosoma 1 y el brazo largo del cromosoma 3; M2 es una

combinacion del brazo corto del cromosoma 3 y el brazo largo del cromosoma 5;

M3 es un isocromosoma del brazo corto del cromosoma 5; M4 consiste en el brazo

largo del cromosoma 11 y un brazo del cromosoma 19.

Marcadores cromosémicos de HeLa: Una copia de M1, una copia de M2, 4-5
copias de M3 y 2 copias de M4 reveladas por patrones de bandeo G.
Esterilidad: Resultaron negativas las pruebas para Mycoplasma, bacterias y
hongos.

Especie: confirmada como humana con pruebas de inmunofluorescencia.
Susceptibilidad a virus: Es susceptible a poliovirus tipo 1 y adenovirus tipo 3.
Transcriptasa reversa: No detectada.

Isoenzimas: G6PD tipo A.

Proporcionada por: W.F. Scherer, Departamento de Microbiologia, Comell
University School of Medicine, Nueva York, N.Y.

Preparada y caracterizada por: Child Research Center of Michigan, Detroit,
Mi, y ATCC, Rockville, MD.

Medio de cultivo: D-MEM suplementado con glutamina, HEPES, insulina,
aminoacidos no esenciales, antibidtico-antimicotico y 10% de suero fetal

bovino.
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5.1.2 GENERALIDADES DE LA LINEA CELULAR SW480 (Adenocarcinoma

de colon humano) (11)

SW480 es una de las 11 lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal que fueron

aisladas por A. Leibovitz y colaboradores durante el periodo de 1971- 1975 (A.

Leibovitz, et al., Cancer Res. 36: 4562-4569, 1976). El tumor de origen

(adenocarcimnoma de colon grado l1l-1V) fue fragmentado y varias fracciones

fueron sembradas en cajas de cultivo con derivados del medio L-15 suplementado

con 10% de suero fetal bovino, insulina (0.01 U/mL) y cortisol (10 U/mL ). La
poblacién crecié inicialmente como una mezcla de pequeiias islas de células
epiteliales y células bipolares individuales que llegaron a ser células epitelioides
una vez establecidas. El microvilli fue evidente, fue producido antigeno
carcinoembrionario (CEA) y las células fueron tumorigénicas en ratones desnudos.

Un cultivo del pase 91 fue aportado a la ATCC por A. Leibovitz en noviembre

de 1978.

Datos generales de las células SW480:

¢ Nimero de subcultivos seriados a partir del tejido de origen: 96.

e Caracteristicas de crecimiento de las células descongeladas: Un indculo de
10° células viables/mL en el medio de cultivo se multiplica aproximadamente 5
veces en 7 dias a una temperamfa de 37° C, renovandose el medio después de 3
dias.

e Morfologia: Tipo epitelial.

¢ Cariologia: Distribucion de frecuencia cromosémica en S0 células: 2n=46

CELULAS: 113 127 12 10 1 1 1
CROMOSOMAS: 51 5354 55 56 57 58 59 110 111
El nimero de cromosomas de la linea germinal es hipotriploide y 11-12-

marcadores cromosomicos fueron comunes.
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o Esterilidad: Las pruebas para Mycoplasma, bacterias, hongos, protozoarios y
virus resultaron negativas,

o Especie: Confirmada como humana por inmunofluorescencia y anélisis de
isoenzimas (G6PD tipo B y LDH tipica).

o Perfil HLA: A2, B8, B17.

o Grupo sanguineo: A. ‘

» Tumorigenicidad: Los tumores se desarrollan en un mes con una frecuencia del
100% (5/5) en ratones desnudos inoculados subcutaneamente con 107 células.

o Transcriptass reversa: No detectada.

e Produccién de antigeno carcinoembrionario: 0.7 ng/10° células en 10 dias.

e Antigeno Especifico de Colon (CSAp): Negativo.

o Antigeno 3 de Colon: Negativo.

¢ lsoenzimas: GGPD, B; PGM|, 2; PGM3, 1, PGD, A; PEP-D, 1,ES D, 1,

o Proporcionads por: A. Leibovitz, Clinica Scott White, Temple, TX.

¢ Preparada y caracterizada por: ATCC, Rockville, MD.

¢ Medio de cultivo: D-MEM suplementado con glutamina, HEPES, insulina,
aminodcidos no esenciales, antibidtico-antimicético y 10% de suero fetal

bovino.

5.1.3 GENERALIDADES DE LA LINEA CELULAR SW620 (Metdstasis a

nddulo linfdtico de adenocarcinoma de colon humano) (11)

SW620 fue aislado del tejido de un hombre caucasico de 51 afios de edad (Grupo
sanguineo A, Rh+), el mismo individuo mencionado en la linea celular SW480,
Una recurrencia del padecimiento resulté en una metastasis diseminada del colon a
una masa abdominal. SW620 fue iniciada por A. Leibovitz y cols., (Cancer Res.
36:4562-4569, 1976) a partir de un nédulo linfético, en la misma forma en que se
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derivd SW480 a partir del adenocarcinoma primario el affo anterior. La linea

celular establecida consistié principalmente en células bipolares y esféricas
pequeiias e individuales sin microvilli. Las células sintetizan solamente pequefias
cantidades de antigeno carcinoembrionario (CEA) y son altamente tumorigénicas
_ enratones desnudos. (J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda) 59:221-226, 1977).

Un cultivo del pase 79 fue aportado a la ATCC por A. Leibovitz en noviembre
de 1978,
Datos gen W620:

Numero de subcultivos seriados a partir del tejido de origen: 96.

Caracteristicas de crecimiento de las células descongeladas: Un inéculo de
10° células'mL se multiplica aproximadamente 30 veces en 9 dias a 37°C
renovando el medio de cultivo al menos dos veces.

Morfologia: Tipo epitelial.

Cariologia: Distribucion de frecuencia cromosémica en 50 células: 2n=46

CELULAS: 1 1 4 “ 19 7 3 1
CROMOSOMAS: 45 47 48 49 SO S1 S2 53

El nimero de cromosomas de la linea germinal es hiperdiploide con el componente

28 presentado en el 12% y 11 cromosomas marcadores fueron comunes a

metafases S. Uno de los 11 marcadores [7 (7p; 11p)] fue disomico.

o Esterilidad: Las pruebas para Mycoplasma, bacterias, hongos, protozoarios y
virus resultaron negativas,

o Especie: Confirmada como humana mediante pruebas de inmunofluorescencia
y andlisis de isoenzimas.

o Grupo sanguineo: A.
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o Tumorigenicidad: Los tumores se desarrollan en 21 dias con una frecuencia del
100% (5/5) en ratones desnudos inoculados subcutineamente con 107 células.

o Transcriptasa reversa: No detectada.

e Produccién de Antigeno Carcinoembrionario: 0.15 ng/10° células en 10 dias.

o Antigeno Especifico de Colon (CSAp): Negativo.

o Antigeno 3 de Colon: Negativo.

o Isoenzimas: G6PD, B; PGM,, 2; PGM;, 1; PGD, A; PEP-D, 1; ES D, 1.

o Proporcionada por: A. Leibovitz, Clinica Scott White, Temple, TX.

o Preparada y caracterizada por: ATCC, Rockville, MD.

e Medio de cultivo: D-MEM suplementado con glutamina, HEPES, insulina,
aminoacidos no esenciales, antibidtico-antimicético y 10% de suero fetal
bovino.

$.1.4 GENERALIDADES DE LA LINEA CELULAR A204 (Rabdomiosarcoma
humano) (11) '

La linea A204 fue obtenida por D.J. Giard, y fue una de las 13 lineas aisladas y
parcialmente caracterizadas a través de estudios de tratamientos en una serie de
200 tumores humanos. Se utilizé el medio D-MEM con 15% de suero fetal bovino
para aislamiento y propagacion (Giard, et al., J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda) 51:
1417-1423, 1973). Un cultivo de un pase desconocido fue provisto por el creador
en 1973,

La progenie fue propagada en medio de McCoy 5A con 15% de suero fetal bovino.

Datos generales de A204:
o Informacién del paciente: 1 afio de edad; sexo femenino.

¢ Crecimiento: En monocapa, transferido 1:6 semanalmente.
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Morfologia: Tipo epitelial.

Tumorigenicidad: Forma tumores malignos de células pequefias en ratones

desnudos correspondientes al rabdomiosarcoma embrionario.

Niimero de subcultives seriados a partir del tejido de origen: 10 desde el

depésito inicial.

Cariologia: Distribucion de la frecuencia cromosomica de 30 células: 2n=46

CELULAS: 3 5 22
CROMOSOMAS: 4 45 46

La linea celular corresponde a un individuo humano de sexo femenino (XX)

aneuploide; muchos cromosomas contabilizan en un intervalo cercano al diploide.

También se encuentra presente una cantidad considerable (30%) de poblacién

tetraploide. La mayor anormalidad presentada es un segmento adicional

encontrado en el brazo p del cromosoma N22. El resto de los cromosomas parece

ser normal. En todos los cariotipos se encontré un marcador cromosémico 22p+.

o lsoenzimas: PGM3, |; PGMI,1; ES D, 1;Me-2, 1; AK1, 1; GLO-1, 1; G6PD, B.

o Esterilidad: Las pruebas para Mycoplasma, bacterias y hongos resultaron
negativas.

o Especie: Confirmada como humana por analisis de isoenzimas.

o Medio de cultivo: Constituido por una mezcla de 50% de D-MEM
suplementado con glutamina, HEPES, insulina, aminoacidos no esenciales,
antibiotico-antimicético y 10% de suero fetal bovino; y 50% de medio de

McCoy suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibidtico-antimicético.
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5.2 REACTIVOS Y MATERIALES:

MEDIQ DE CULTIVO PARA LAS LINEAS CELULARES Hela , SW620,
SW480, A204* Y LAS CELULAS ENDOTELIALES DE CAPILAR DE

CEREBRO BOVINO A023 BBE**

Medio D-MEM GIBCO
Glutamina SIGMA
HEPES SIGMA
Aminodcidos no esenciales GIBCO
Piruvato de sodio SIGMA
Suero fetal bovino SIGMA
Insulina LILLY
Antibiotico-antimicético: Penicilina G sédica, sulfato de
estreptomicina y anfotericina B GIBCO
NaHCO; BAKER

Factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF)** GIBCO

MEDIO DE CULTIVO PARA LA LINEA CELULAR A204*

Medio de McCoy GIBCO

NaHCO; GIBCO
Antibidtico-antimicético: Penicilina G sddica, sulfato de

estreptomicina y anfotericina B GIBCO

* La linea celular A204 utiliz6 como medio de cultivo una mezcla de 50% de D-
MEM y 50% de medio de McCoy.

**Las células endoteliales, ademds del medio de cultivo D-MEM, requieren del
factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) recombinante humano, marca
GIBCO BRL a una concentracion de 1 ng/mL, que es almacenado en una solucion
de PBS y 0.1% de albimina sérica bovina marca SIGMA.
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REACTIVO PARA LAVADO DE LAS CELULAS EN LA CAJA DE CULTIVO
PBS:

Cloruro de sodio BAKER
Fosfato de potasio monobasico (KH:PO,) SIGMA

Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) BAKER
Cloruro de potasio MERCK

REACTIVOS PARA_DESPRENDER LAS CELULAS DE LA CAJA DE
CULTIVO

TRIPSINA-EDTA GIBCO

PBS-EDTA:

Cloruro de sodio BAKER
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) SIGMA

Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) BAKER
Clomro de potasio MERCK

EDTA (Sal disodica dihidratada: Na,C,oH;,N.05'H;0) BAKER

MEDIO DE CONGELAMIENTO A:
Suero fetal bovino SIGMA
Glicerol MERCK

MEDIO DE CONGELAMIENTO B:;
Suero fetal bovino SIGMA

Dimetilsulfoxido MALLINCKRODT
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EXPOSICION DE CELULAS A FARMACOS Y DETERMINACION DE LA

VIABILIDAD:
Sal de bromuro de tetrazolio (MTT) SIGMA
Dimetil sulfoxido (DMSO) SIGMA
Cloruro de sodio MERCK
5-Fluorouracilo (para las lincas SW480 y SW620)  ROCHE
Citarabina (arabinésido de citosina) FARMITALIA
Oncovin (Vincristina) LILLY
Genoxal (Ciclofosfamida) ~ SANFER
Heparén sulfatos H1, H2, H3 y H4 MUESTRA COMERCIAL
COMPOSICION DE LOS HEPARAN SULFATOS®:

SACARIDOS PESO PORCENTAJE | PORCENTAJE | PORCENTAIJE

MOLECULAR EN H2 ENH3 ENH4

Disacérido 564 i .12 0.6
Tetrasacirido 1128-1300 6.5 7.6 68
Hexasacarido 1846 10.5 i1 10
Octasacirido 2256-2600 14.5 133 15
Decasacirido 2820-3026 245 23 25 -
Dodecasacérido 3384-3600 225 22 23
Tetradecasacarido 4146 10.5 11.4 10
Hexadecasacarido 4242 74 7.8 7.5
Octadecasacando 4884 1.6 2 1.2
Eicosacarido 5526 08 0.6 09

*La composicién de H1, que es un producto de origen chino, no se conoce.




5.3 PREPARACION DE REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

PREPARACION DEL MEDIO D-MEM (Dulbecco's Modified Eagle Media)
Composicion: mé/L

o Sales inorgénicas:

CaCl; (anhidro) 200.00
Fe(NOy)y9H,0 0.10
KCl 400.00
MgSO; 97.67
NaCl 6400.00
NaH,PO,H,0 125.00
o Otros componentes:
D-Glucosa 4500.00
Rojo de fenol 15,00
¢ Aminofcidos:
L-Arginina-HCl 84.00
L-Cistina:2HCI 62.57
L-Glutamina 584.00
Glicina 30.00
L-Histidina-HCI-H,0 ' 42.00
L-Isoleucina 105.00
L-Leucina 105.00
L-Lisina-HCl 146.00
L-Metionina 30.00
L-Fenilalanina 66.00

L-Serina 42.00
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L-Treonina 95.00
L-Triptofano 16.00
L-Tirosina-2Na-2H,0 103.75
L-Valina 94.00

o Vitaminas:
D-Pantotenato de calcio 4.00
Cloruro de colina 4.00
Acido félico , 4.00
i-Inositol 7.20
Niacinamida 4,00
Piridoxal-HCI 4.00
Riboflavina 0.40
Tiamina-HCl 4.00

¢ Suplementos para | L de medio:
Glutamina solucién 200 mM 2.00 mL
NaHCO, 3.70g
HEPES 220g
Insulina (Solucién inyectable 100 Ul/mL) 10.00 mL

Aminodcidos no esenciales solucion 10 mM 10.00 mL
Antibiotico-antimicotico (10 000 U/mL de Pe-

nicilina G sédica, 10 000 pg/ml de sulfato de

estreptomicina y 25 ug/mL de anfotericina B

como Fungizone® en solucién salina 0.85%) 10,00 mL
Suero fetal bovino inactivado con calor 10.00 % v/v

1. Medir 700 mL de agua desionizada con una temperatura de 15-30 °C y
adicionar el contenido de un sobre de medio D-MEM (13.4 g/sobre). Enjuagar
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el interior del paquete con agua desionizada para remover todas las trazas del
medio en polvo.

2. Adicionar todos los suplementos del medio, exceptuando el suero fetal bovino.
Agitar hasta disolucién completa.

3. Ajustar el pH del medio de 0.2 a 0.3 unidades debajo del pH final de trabajo
(pH 7.4) con NaCl IN 6 HCl IN. Completar con agua desionizada hasta un
volumen de 900 mL.

4, Esterilizar inﬁ\ediatamente por filtracién con membrana.

5. Suplementar el medio con suero fetal bovino (previamente esterilizado por
filtracién con membrana) a medida que se vaya utilizando. Conservar el medio
en refrigeracion.

6. Como control de contaminacion es recomendable incubar una alicuota del
medio a 37 °C durante dos dias. Si al término de este tiempo hay turbidez en el

medio y vira el indicador a color amarillo, es seiial de que hay contaminacién.

PREPARACION DEL MEDIO DE McCoy 5A (MODIFICADO)
Composicién: mg/L

o Sales inorganicas:

CaCl; (anhidro) 100.00
KCl 400.00
MgSO, 97.67
NaCl 6460.00
NaH,PO,H,0 580.00

o Otros componentes:
Bactopeptona 600.00



e Aminoacidos:

e Vitaminas:

D-Glucosa
Glutation (reducido)
Rojo de fenol

L-Alanina
L-Arginina-HC!
L-Asparagina
Acido L-aspértico
L-Cistefna

Acido L-glutdmico
L-Glutamina
Glicina
L-Histidina-HCI‘-H,O
L-Hidroxiprolina
L-Isoleucina
L-Leucina
L-Lisina-HCl
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina-2Na-2H,0
L-Valina

Acido ascorbico

Biotina

3 000.00
0.50
10.00

13.90
42.10
45.00
19.97
31.50
22.10
219.20
7.50
20.96
19.70
39.36
39.36
36.50
14.90
16.50
17.30
26.30
17.90
10
26.10
17.60

0.50
0.20
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Cloruro de colina 5.00
D-Pantotenato de calcio 0.20
Acido félico 10.00
i-Inositol 36.00
Niacinamida | 0.50
Acido nicotinico 0.50
Acido para-aminobenzoico 1.00
Piridoxal'HCI 0.50
Piridoxina'HCI 0.50
Riboflavina 0.20
Tiamina-HCI ' 0.20
Vitamina B;, 2.00

¢ Suplementos para 1L de medio:
NaHCO; 220g
Antibiotico-antimicético (10 000 U/mL de Pe-
nicilina G sddica, 10 000 ug/mL de sulfato de
estreptomicina y 25 ug/mL de anfotericina B
como Fungizone® en solucion salina 0.85%) 10.00 mL

Suero fetal bovino inactivado con calor 10.00 % v/v

1. Medir 700 mL de agua desionizada con una temperatura de 15-30 °C y
adicionar el contenido de un sobre de medio de McCoy. Enjuagar el interior del
paquete con agua desionizada para remover todas las trazas del medio en polvo.

2. Adicionar todos los suplementos del medio, exceptuando el suero fetal bovino.
Agitar hasta disolucion completa.
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3. Ajustar el pH del medio de 0.2 a 0.3 unidades debajo del pH final de trabajo
(pH 7.4) con NaCl IN 6 HCI IN. Completar con agua desionizada hasta un
volumen de 900 mL.

4, Estcn’liiar inmediatamente por filtracion con membrana.

5. Suplementar el medio con suero fetal bovino (previamente esterilizado por
filtracion con membrana) a medida que se vaya utilizando. Conservar el medio
en refrigeracion.

6. Como control de contaminacion es recomendable incubar una alicuota del
medio & 37 °C durante dos dias. Si al término de este tiempo hay turbidez en el

medio y vira el indicador a color amarillo, es seiial de que hay contaminacion.

PREPARACION DEL MEDIO DE CONGELAMIENTO A

1. Al medio de cultivo adecuado para cada linea celular, adicionarle 20% v/v de
suero fetal bovino.

2. Adicionar a la mezcla anterior 15% v/v de glicerol estéril.

3. Guardar en recipientes estériles y congelar a -20°C. Cuando sea requerido,

descongelar a temperatura ambiente y utilizar tan pronto como sea posible.

PREPARACION DEL MEDIO DE CONGELAMIENTO B:

Otro medio de congelamiento que también se utilizd, obteniéndose buenos

resultados, fue el siguiente:

1. Adicionar al suero fetal bovino estéril un 10% v/v de DMSO.

2. Almacenar en recipientes estériles y congelar a -20°C. Cuando sea requerido, se
debe descongelar a temperatura ambiente y utilizar tan pronto como sea
posible.



PREPARACION DE PBS

Para preparar IL de PBS:
~ NaCl

KCl

KH,PQ,

Na,HPO,

L. Disolver las sales anteriores en 900 m. de agua desionizada,

2. Ajustar el pH a 7.4 con HCI | N

3. Adicionar agua desionizada hasta completar un volumen de 1L,

8.015¢
0224 g
0272 ¢
1136 g
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4. Repartir la solucién en alicuotas y esterilizar por autoclave durante 20 minutos a

15 Ib/in® .

5. Guardar Ia solucién a temperatura ambiente, o bien, en refrigeracion,

PREPARACION DE PBS-EDTA (13)

Para preparar 1L de PBS-EDTA :
NaCl

KH,PO,

Na,HPO,

KCl

EDTA (sal disédica dihidratada)
Agua desionizada c.b.p.

1. Disolver las sales anteriores en 900 m. de agua desionizada.

2. Ajustar el pH a 7.4 con HC] 1 N

8.000 g
0.240¢
1.440¢
0.200¢
0372g
1.00 L
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3. Adicionar agua desionizada hasta completar un volumen de 1L.

4. Repartir la solucién en alicuotas y esterilizar por autoclave durante 20 minutos a
15 Ib/in® .

5. Guardar 1a solucién a temperatura ambiente, o bien, en refrigeracion.

PREPARACION DE SOLUCION SALINA ISOTONICA (SSI)

Para preparar 100 mL:
NaCl 085g
Agua desionizada c.b.p. 100.00 mL

1. Disolver la sal en el agua desionizada.
2. Repartir la solucidn en alicuotas y esterilizar por autoclave durante 20 minutos a
15 1b/in®.

3. Guardar la solucion a temperatura ambiente, o bien, en refrigeracion.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE MTT

Para preparar | mL:
Sal de bromuro de tetrazolio 5 mg

Solucidn salina isotonica ¢.b.p. I mL

1. Disolver la sal de tetrazolio en 1a solucidn salina isotonica. (Evitar el contacto
del MTT con la piel)

2. Esterilizar la solucion por filtracién con membrana.



49
3. Envolver con papel aluminio el recipiente que contiene la solucién de MTT para

proteger la solucion de la luz. Almacenar en refrigeracion.

Una vez preparada la soluciéon de MTT permanece estable por un periodo de un
mes . Pasado este tiempo no debe ser utilizada.

PREPARACION DE FARMACOS

Hepardn sulfatos:

1. Disolver 20 mg del heparan sulfato en 10 mL de agua desionizada estéril, de
modo que se obtiene una concentracion de 2 mg/mL.

2. Esterilizar la solucidn por filtracion con membrana.

3. Almacenar la solucién en refrigeracion. La solucion de hepardn sulfatos es

sumamente estable, y puede ser utilizada por periodos prolongados.

S-Fluorouracilo:

1. Tomar 20 pL del contenido de una ampolleta del firmaco (concentracién del
farmaco en la ampolleta= 50 mg/mL) y completar con agua desionizada estéril
hasta tener un volumen de 10 mL. De este modo se obtiene una solucion con
una concentracion de 100 ng de SFU/uL.

2. Almacenar la solucion en refrigeracion hasta su utilizacion. En caso de que la
solucion presente precipitacion de los cristales del fdrmaco debida a las bajas
temperaturas, puede calentarse en baiio maria a 60 °C hasta que los cristales se
disuelvan completamente. La dosis efectiva recomendada en humanos es de 15
mg/Kg de peso via i.v.(40); esto equivaldria aproximadamente a 750 ng/ mL de
células.
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Citarabina (arabindsido de citosina):

1. Tomar 10 pL de la ampolleta del farmaco (concentracion del farmaco en la

ampolleta = 20 mg/mL) y completar con agua desionizada estéril hasta tener un
volumen de 10 mL. Realizar otra dilucién tomando 0.5 mL de la solucién
anterior y completando con agua desionizada estéril hasta tener un volumen de
10 mL. De esta forma se obtiene una solucion con una concentracion de 1 ng de
citarabina/pl.. La dosis reportada como efectiva en humanos es de 100-200
mg/m? de superficie corporal (7), y en lineas celulares tumorales es de 10 ng/mL
de células (15).

2. Almacenar la solucion en refrigeracion hasta su utilizacion.

Vincristina:

1

3.

. Pesar 1.1 mg del medicamento (concentracion del farmaco = | mg de vincristina

/11 mg de medicamento).

. Completar con agua desionizada estéril hasta tener un volumen de 10 mL.

Tomar de esta solucién 1 mL y completar con agua desionizada estéril hasta
tener un volumen de 10 mL. De esta forma se tiene una solucion con una
concentracion de Ing de vincristina/uL.

Almacenar la solucién en refrigeracion hasta su utilizacion. La dosis reportada

como efectiva en humanos es de 1.4 mg/m’ de superficie corporal (7) y en lineas
celulares tumorales es de 10 ng/mL de células (15).

Ciclofosfamida:

Tomar 50 pL de la ampolleta ( concentracion del farmaco en la ampolleta= 20
mg de ciclofosfamida /mL) y completar con agua desionizada estéril hasta tener
un volumen de 10 mL. De esta forma se obtiene una solucién con una

concentracion de 0.1 ug de ciclofosfamida/uL.
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2. Almacenar la solucién en refrigeracion hasta su utilizacién. La dosis reportada
como efectiva en humanos es de 3-6 mg/kg de peso via iv. y requiere de
activacién microsomal, por lo cual se le utilizé inicamente para ver el efecto

sobre la linea celular Hel.a, que muestra repetida resistencia a la quimioterapia.

PREPARACION DEL FACTOR DE_CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS
BASIC F

1. Diluir los 10 ug de bFGF recombinante humano, marca GIBCO, en 100 uL de
una solucion de PBS suplementada con 0.1% de albiimina sérica bovina.

2. Hacer alicuotas de 5 uL (500 ng) y congelarlas a -70 °C en criotubos estériles,

3. Deben evitarse los congelamientos y descongelamientos repetidos, por lo cual
es recomendable que, cuando se vaya a utilizar, se descongele un criotubo y se
lieve a un volumen de 2.5 mL con PBS suplementado con 0.1% de albumina
sérica bovina, para tener 0.2 ng/mL, y se distribuya en alicuotas de 250 uL (50
ng) en tubos estériles que pueden guardarse a -20°C. Las células endoteliales
A023 BBE requieren para su crecimiento I ng de bFGF /mL de medio de
cultivo, cada 2 dias.

PREPARACION DEL MEDIO ACONDICIONADO DE LiNEAS CELULARES
TUMORIGENICAS

1. A una caja de cultivo con la linea celular tumorigénica creciendo casi en
confluencia, extraerle el medio de cultivo, de aproximadamente 3 dias de

incubacioén con las células, recolectandolo en un frasco estéril,
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. Inmediatamente, filtrarlo dos veces utilizando membrana de 0.45 pm, con el fin

de eliminar las células tumorigénicas y dejar en el medio los probables factores

angiogénicos secretados por las células tumorigénicas (17,31).

. Utilizar este medio lo mas pronto posible, pues los factores angiogénicos, como

el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), pueden degradarse
rapidamente.

5.4 TECNICAS

5.4.1 PRESERVACION DE CELULAS (15)

Las lineas celulares humanas pueden ser preservadas por aflos en condicidn

viable en bancos celulares frios. Sin embargo, ellas deben ser procesadas con

extremo cuidado, pues pueden morir si son centrifugadas y dejadas en una dmpula

apretadas, o pueden resultar dafiadas por una exposicion prolongada a frio

extremo. El proceso debe realizarse en condiciones de esterilidad y en el menor

tiempo posible para que las células resulten menos afectadas. Los cultivos a ser

congelados deben tener una viabilidad superior al 85%.

La técnica de congelamiento utilizada en este trabajo fue la siguiente:

Lavar las células con 2 mL de PBS a 37°C. Si se trata de cultivos con células
adherentes, como es el caso de las lineas Hela, SW480, SW620 y A204,
desechar el PBS mediante vacio. Si se trata de células no adherentes, es

necesario centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos y desechar el sobrenadante.

. Para desprender las células de la superficie de cultivo, adicionar 3 mL de PBS-

EDTA, o bien, 2 mL de tripsina-EDTA e incubar a 37°C con agitacion
cuidadosa durante 15 minutos o hasta que las células se despeguen
completamente. Adicionar 3 mL de medio de cultivo para neutralizar la tripsina-
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EDTA remanente. Centrifugar la suspension celular a 1500 rpm durante 5
minutos y descartar el sobrenadante cuidadosamente.

. Resuspender las células con el medio de congelamiento necesario para tener

aproximadamente 1x10° células/mL. Transferir una alicuota de 1-1.5 mL a los

respectivos criotubos estériles.

. Enfriar gradualmente los criotubos con la suspensién celular hasta llegar

aproximadamente a una temperatura de -70 °C, dejdndose asi por espacio de 2
horas. Pasado este tiempo se guardan en criocajas y se introducen en un tanque
con nitrégeno liquido ( Temperatura aproximada: -195.79 °C)

5.4.2 DESCONGELAMIENTO Y RECULTIVO (15)

El procedimiento completo debe realizarse tan pronto como sea posible y bajo

condiciones de esterilidad.

1.

Adicionar 3 mL de medio de cultivo fresco a la caja donde creceran las células e
incubarla 10 minutos a 37°C, 5% de CO,;, 95% de aire y 100% de humedad
relativa,

. Sacar los criotubos del nitrogeno liquido y descongelarlos en bafio de agua a

temperatura de 37 °C. Preferentemente no descongelar completamente, sino

imicamente hasta que el bloque de hielo se desprenda del criotubo.

3. Transferir cuidadosamente el contenido del criotubo a la caja de cultivo.

. Incubar las células a 37°C, 5% de CO, y 95% de aire y 100% de humedad

relativa.*

. Cambiar el medio de cultivo con la frecuencia que lo requiera cada linea celular

(por lo general, cada dos dias).

. Una vez que las células lleguen a confluencia, es necesario resembrarlas

transfiriendo una alicuota de suspensién celular a otras cajas de cultivo. Si se
trata de células adherentes, desprenderlas con 3 mL de PBS-EDTA, o bien,
2mL de tripsina-EDTA, inactivar la tripsina EDTA con 2 mL de medio de
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cultivo y centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos; descartar el sobrenadante y

resuspender las células con medio de cultivo; transferir una alicuota de la
suspension celular a una caja y con medio de cultivo completar al volumen
correspondiente al tamafio de la caja.

*NOTA. Si el medio de congelamiento contenia DMSO, se debe cambiar el medio
de cultivo celular después de 2 horas del descongelamiento, ya que el DMSO es
toxico y puede daiar las células.

5.4.3 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR POR LA TECNICA
DE REDUCCION DE LA SAL DE TETRAZOLIO MTT (14, 15, 25, 26,27, 28)

Fundamento:

Mosmann describi6 esta técnica semiautomatizada por primera vez en 1983. Una

forma modificada de ésta técnica estd siendo utilizada exitosamente por el

National Cancer Institute USA para la prueba de sensibilidad a nuevos firmacos en

lineas celulares (25, 27, 28),

El reactivo bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, también

conocido como MTT, es reducido a formazin por las deshidrogenasas

mitocondriales de las células viables en la cadena respiratoria (29). El formazan
producido se disuelve completamente en DMSO y absorbe a una longitud de onda
de 540 nm. La cantidad de celulas viables es directamente proporcional a la

absorbancia del formazan a 540 nm (25,26,27).

Las ventajas de utilizar esta técnica colorimétrica son, entre otras:

e Es sensible y reproducible para medir el crecimiento celular, asi como la
sensibilidad a farmacos de diversas estirpes celulares, incluyendo las lineas
celulares provenientes de tumores sdlidos humanos, mostrando una estrecha
correlacion con los resultados obtenidos por otras técnicas como exclusién de
colorante y ensayo clonogénico (25,26,27,28).
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La solubilizacién del formazan en DMSO proporciona lecturas de absorbancia
estables y relativamente grandes que son directamente proporcionales a la
cantidad de células viables (14,25,26,27),
No requiere de las multiples etapas de lavados ( como en las técnicas de tincién
con cristal violeta 0 rojo neutro) , ni de los procesos de conteo celular (que son
tardados y estdn sujetos a errores del observador), ni del manejo de
radiois6topos.
Es una técnica prccisa y relativamente rapida y sencilla, y al ser efectuada en
microplacas facilita el manejo de un gran nimero de muestras y se emplea un

menor volumen de reactivos que el empleado en técnicas de conteo celular.

Entre los parametros que afectan la produccién de formazén se encuentran:

Un decremento en la concentracion de D-glucosa del medio de cultivo estd
acompaiiado por un decremento en la actividad especifica a MTT (formazén de
MTT/ug de proteina celular) (30).

Un decremento en la concentracion celular de los nucledtidos de piridina
reducidos NADH y NADPH trae consigo un decremento en la produccion de
fonpazin (30).

Entre lineas celulares varia significativamente la cinética de formacién de MTT
y el grado de saturacion mostrado (25,26,30).

Lo anterior indica que las condiciones experimentales deben ser establecidas

adecuadamente para minimizar los efectos de los pardmetros anteriores.

Técnica:

Resuspender cuidadosamente el contenido de cada pozo de las placas de cultivo
y colocar en tubos para microcentrifuga estériles. En el caso de células que se
adhieren a la superficie de cultivo, una vez extraido el contenido del pozo, se
debe adicionar 0.2 mL de PBS, los cuales se retiran depositdndose en el
comrespondiente tubo para microcentrifuga; adicionar 0.5 mL de PBS-EDTA o
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bien, de tripsina-EDTA e incubar a 37°C durante 15 min con agitacion
cuidadosa; pasado este tiempo, se vuelve a resuspender el contenido de cada
pozo colocandose en el tubo para microcentrifuga correspondiente junto con el
contenido de la primera resuspension.

2. Centrifugar los tubos a 3000 rpm durante 4 minutos.

3. Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 200 uL de medio de
cultivo fresco. Adicionar 20 uL de una solucién de MTT a una concentracion de
5 mg de MTT/mL de solucion salina isotonica (14, 25).

4. Tapar los tubos y hacerles una pequefia perforacién en la tapa. Incubar las
células a 37°C, 95% de aire, 5% de CO; y 100% de humedad relativa durante 4
horas.

5. Centrifugar los tubos a 5 000 rpm durante 5 minutos.

6. Descartar el sobrenadante y disolver la pastilla con 0.5 mL de DMSO.

7. Determinar la absorbacia a 540 nm. (El valor de absorbancia es directamente
proporcional a la concentracién de células viables).

Las lecturas de absorbancia se efectuaron en un espectrofotometro Beckman DU-

64,

5.44 OBTENCION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE CADA LiNEA

CELULAR

1. Crecer las células hasta llegar a confluencia.

2. Quitar el medio de cultivo de la caja. Lavar las células con 2 mL de PBS. Para
desprender las células de la superficie de cultivo, adicionar 3 mL de PBS-
EDTA, o bien, 2 mL de tripsina-EDTA e incubar a 37°C con agitacion
cuidadosa durante 15 minutos o hasta que las células se despeguen
completamente. Adicionar 3 mL de medio de cultivo para neutralizar la tripsina-
EDTA remanente. Centrifugar la suspension celular a 1500 rpm durante §

minutos y descartar el sobrenadante cuidadosamente,
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. Hacer las diluciones correspondientes con medio de cultivo hasta tener 10

células/100 ul, realizando el conteo celular con una cdmara de Neubauer .
(contar las células existentes en los cuatro cuadros para recuento de leucocitos y
sacar el valor promedio por cuadro, multiplicar dicho valor por 10° y obtener de

esta forma el namero de células por mL).

. En 18 pozos de una caja de cultivo celular, depositar alicuotas de 100 uL para

tener la curva de crecimiento de 6 dias seguidos, por triplicado.

. Adicionar a cada pozo 900 uL de medio de cultivo fresco; cemrar la caja ¢

incubar a 37°C, 5% de CO; , 95% de aire y 100% de humedad relativa.

. Después de pasado un dia, determinar la viabilidad de las células de los tres

primeros pozos utilizando la técnica de reduccion de MTT.

7. Repetir el procedimiento anterior para los dias 2, 3,4, 5y 6.

8. Graficar absorbancia contra tiempo y determinar la fase exponencial de

crecimiento de la linea celular.

$.45 REALIZACION DE LA CURVA PATRON PARA CADA LINEA
CELULAR ‘

1
2.

Quitar el medio de cultivo de la caja. Lavar con 2 mL de PBS. ‘

Para desprender las células de la superficie de cultivo, adic;iomr 3 mL de PBS-
EDTA, o bien, 2 mL de tripsina-EDTA e incubar a 37°C con agitacion
cuidadosa durante 15 minutos o hasta que las células se despeguen
completamente. Adicionar 3 mL de medio de cultivo para neutralizar la tripsina-
EDTA remanente. Centrifugar la suspension celular a 1500 rpm durante 5

minutos y descartar el sobrenadante cuidadosamente.

. Hacer las diluciones correspondientes con medio de cultivo hasta tener:

a) 10 000 células
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5.
6.
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b) 50 000 células
¢) 10 000 células
d) 5000 células
e) 1000 células
en un volumen no mayor de 150 uL y no menor de 5 ul, realizando el conteo
celular con una camara de Neubauer (contar las células existentes en los cuatro
cuadros para recuento de leucocitos y sacar el valor promedio por cuadro,
multiplicar dicho valor por 10° y obtener de esta forma el nimero de células
pormL).
Colocar cada alicuota en su correspondiente tubo para microcentrifuga estéril y
completar con medio de cultivo hasta tener un volumen final de 200 puL.
Determinar la viabilidad por la técnica de reduccion de MTT.

Graficar absorbancia contra niunero de células.

5.4.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DIRECTA DE

LOS FARMACOS TIPQO HEPARAN SULFATO EN LAS LINEAS CELULARES
SELECCIONADAS (15, 25, 26, 27, 28)

L
2.

Quitar el medio de cultivo de la caja. Lavar con 2 mL de PBS.

Para desprender las células de la superficie de cultivo, adicionar 3 ml de PBS-
EDTA, o bien, 2 mL de tripsina-EDTA e incubar a 37°C con agitacion
cuidadosa durante 15 minutos o hasta que las células se despeguen
completamente. Adicionar 3 mL de medio de cultivo para neutralizar la tripsina-
EDTA remanente. Centrifugar la suspension celular a 1500 rpm durante §
minutos y descartar el sobrenadante cuidadosamente.

. Hacer las diluciones necesarias con medio de cultivo para tener una

concentracion de 10* células/ 100 puL (realizando el conteo celular en la cdmara

de Neubauer).
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4. Adicionar una alicuota de 100 pL en cada uno de los pozos de la placa de
cultivo y completar con medio de cultivo para tener un volumen final de 1 mL.
Realizar cada experimento por triplicado.

5. Incubar la placa de cultivo a 37°C, 95% de aire, 5% de CO, y 100% de
humedad relativa hasta que las células alcancen la fase exponencial de
crecimiento.

6. Adicionar los farmacos a las concentraciones elegidas (10, 20, 50 y 100 ug/mL
en el caso de los heparén sulfatos) en cada uno de los pozos. Dejar sin fairmaco
los pozos que seran controles. Probar simultineamente algin farmaco con
actividad antitumoral conocida sobre el tipo de células empleado, utilizando la
dosis reportada como efectiva.

7. Incubar nuevamente las células a 37°C, 95% de aire, 5% de CO, y 100% de
humedad relativa durante los tiempos determinados ( 12, 24, 48, 72 y 96 horas).

8. Después de cada tiempo, determinar la viabilidad de las células de los pozos
con sus correspondientes controles (sin farmaco) empleando la técnica de
reduccion de MTT.

9. Obtener el valor promedio y la desviacion estandar de los valores de
absorbancia obtenidos para cada sistema.

10.Determinar el porcentaje de inhibicion de cada sistema con respecto al control,
empleando la siguiente formula: .

X,
% inhibicion = (l - —-—2—-’4"-—”‘3'5-—-] x 100
X control
donde: X = Absorbancia promedio
11.Graficar las curvas dosis-respuesta, asi como respuesta contra tiempo de accion,

para cada linca celular,
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547 _ PRUEBAS ARA ___ DETERMINAR A ACTIVIDAD
ANTIPROLIFERATIVA DE LOS HEPARAN SULFATOS SOBRE CELULAS
ENDOTELIALES DE CAPILAR DE_CEREBRQ BOVINO (ACTIVIDAD
ANTITUMORAL INDIRECTAX17) '

1. Quitar el medio de cultivo de la caja de células endoteliales. Lavar con 2 mL de
PBS.

2, Para desprender las células de la superficie de cultivo, adicionar 3 mL de PBS-
EDTA. o bien, 2 mL de tripsina-EDTA e incubar a 37°C con agitacién
cuidadosa durante 15 minutos o hasta que las células se despeguen
completamente. Adicionar 3 mL de medio de cultivo para neutralizar la tripsina-
EDTA remanente. Centrifugar la suspension celular a 1500 rpm dusante 5
minutos y descartar el sobrenadante cuidadosamente.

3. Hacer las diluciones necesarias con medio de cultivo para tener una
concentracion de 10° células/100 uL (realizando el conteo celular en la cimara
de Neubauer), |

4. Colocar en cada pozo de la caja de cultivo una alicuota de 100 pL de células
endoteliales, y disponer lo siguiente:

o 3 pozos con células endoteliales inicamente.

® 3 pozos con células endoteliales y 200 pL/pozo de medio de cultivo
acondicionado de la linea celular tumorigénica elegida.

e 3 pozos con células endoteliales y 100 upg/pozo del heparan sulfato
correspondiente.

¢ 3 pozos con células endoteliales, 100 pg/pozo del heparan sulfato
correspondiente y 200 ul/pozo de medio acondicionado.

* 3 pozos con células endoteliales y 2 ng/pozo de bFGF.



61

e 3 pozos con células endoteliales, 2 ng/pozo de bFGF y 100 pg/pozo del hepardn
sulfato correspondiente,

5. Completar con medio de cultivo fresco cada pozo para tener un volumen final
de I mL. Incubar durante 72 horas a 37°C, 95% de aire, 5% de CO, y 100% de
humedad relativa.

6. Determinar la viabilidad celular en cada pozo por la técnica de reduccion de
MTT. _

7. Obtener el valor promedio y la desviacion estindar de los valores de
absorbancia obtenidos para cada sistema, asi como el % de inhibicion con
respecto al control.

8. Graficar la respuesta de las células endoteliales con cada tratamiento.
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6. RESULTADOS

Con el objeto de establecer el tiempo adecuado para exponer cada linea celular al
farmaco, se determinaron las curvas de crecimiento de cada una de de ellas,
obteniéndose los resultados mostrados en las grificas 1, 2, 3 y 4, donde se puede
observar que la fase exponencial de crecimiento se alcanza en ¢l segundo dia en
las cuatro lineas celulares: SW620, SW480, HeLa y A204. En base a esto se cligio
el dia dos para cxponer las lineas celulares a cada farmaco. De este modo los
farmacos ejercen su accion predominantemente en la fase exponencial de cada
linea celular.

Para verificar que las lecturas de absorbancia del formazin a 540 nm fueran
directamente proporcionales al namero de células viables ( técnica de reduccion de
MTT), se realizaron las curvas patron correspondientes para cada linea celular,
obteniéndose los resultados mostrados en las gréficas 5, 6, 7y 8. Al se obscrva
una buena correlacion entre ambos parametros con las cuatro lineas celulares en

las condiciones experimentales del presente trabajo.
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Grifica 1. Curva de crecimiento de SW620. El experimento se llevé a cabo con un

indculo inicial de 7.0 X 10° células/pozo. Las absorbancias se midieron en los

tiempos indicados en la grifica y las lecturas son el promedio de tres

determinaciones.
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Grifica 2. Curva de crecimiento de SW480. El experimento se levé a cabo con un
inoculo inicial de 0.8128 X 10* células/pozo. Las absorbancias se midieron en los
tiempos indicados en la grifica y las lecturas son el promedio de tres

determinaciones.
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Grifica 3. Curva de crecimiento de HeLa. El experimento se llevo a cabo con un
indculo inicial de 0.9 X 10' células/pozo. Las absorbancias se midieron en los
tiempos indicados en la grifica y las lecturas son e promedio de tres

determinaciones.
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Grifica 4. Curva de crecimiento de A204, El experimento se llevé a cabo con un
inoculo inicial de 1.58 X 10° células/pozo. Las absorbancias se midieron en los
tiempos indicados en Ia grifica y las lecturas son el promedio de tres

determinaciones.
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Grifica S. Curva patrén de SW620. Las lecturas de absorbancia son el

promedio de tres determinaciones.

: CURVA PATRON DE SW620

] 20000 40000 60000 80000 100000 120000
Numero de céluiss

NUMERO DE CELULAS ABSORBANCIA (540 nm)
7462 0.724
37000 0.972
56000 1.194
110000 1918
REGRESION LINEAL:
b= 0.5791
m= 0,000012

r= 09945
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Grifica 6. Curva patrén de SW480. Las lecturas de absorbancia son el

promedio de tres determinaciones.

CURVA PATRON DE SW480

O 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
Ndmero de células |

NUMERO DE CELULAS ABSORBANCIA (540 nm)
406 0.070
812 0.111
1628 0.259
3250 0.365
6500 0.692

13000 1.048
16250 1.693
REGRESION LINEAL:

b= 0.0551
m= 0,000092

r=0.984
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Grifica 7. Curva patrén de HeLa. Las lecturas de absorbancia son el

promedio de tres determinaciones.

CURVAPATRON DE Hela

!
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1

(-4

S0 e 0 o 400 wom 6000 7m0 80
Nuamero de células
NUMERO DE CELULAS ABSORBANCIA (540 nm)
1450 0.386
7250 0.748
14500 0.969
72500 3.214
REGRESION LINEAL:
b=0.3975
m= 0.000039

r=0.9991
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Grifica 8, Curva patrén de A204, Las lecturas de absorbancia son el promedio

de tres determinaciones.

CURVA PATRON DE A204

0.0000 ¥ + ' —
(] 20000 40000 60000 80000 100000 120000
Nimero de células
NUMERO DE CELULAS ABSORBANCIA (540 nm)
1067 0.2702
4270 0.4650
53375 1.4199
106750 3.4530
REGRESION LINEAL:
b=0.2051
m= 0.000029

r=0.988
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Con el fin de demostrar su probable actividad antitumoral directa, se probaron

los farmacos tipo heparan sulfato H1, H2, H3 y H4 en las lineas celulares
tumorales SW480, SW620, HeLa y A204, utilizando diferentes dosis y diferentes
tiempos de accion de los farmacos. Los resultados obtenidos se muestran en las
tablas 3 a 20, y graficas 9 a 16. Como se observa en el cdlculo de % de inhibicién
con respecto al control, la gran ﬁnayotia de resultados son negativos, lo que indica
una estimulacion a proliferar en pricticamente todas las lineas celulares con los
cuatro hepardn sulfatos, a las dosis y a los tiempos probados. Las excepciones
fueron: a) la linea celular A204 con la dosis de 100 ug/mL a las 24 horas, ya que
aqui hubo inhibicién de la proliferacién celular con los cuatro heparén sulfatos; la
mixima inhibicién se present6 con H2, siendo ésta del 33 % (tabla 19 y gréfica 16}
b) la linea celular SW620 con el firmaco H4 a las 96 horas con las dosis de 10
ug/mL y 50 ug/mL con % de inhibicién de 7.9 y 22.6 respectivamente (tabla 6, 8 y
grifica 10); c) la linea celular HeLa con el farmaco Hl a la dosis de 50 ug/mL a
72 horas.

Tabla 3. EFE DE LOS FARMAC N LA LINEA CELUL W620

1S HORA
CONTROL H1 H2 H3 H4 SFU
(sin férmaco) | (1004g/ml) | (100 1g/ml) | (100 1/ml) | (100 yg/mlL) | (3.6 yg/ ml)
0.967 0.991 1.091 0.931 1.039 0.877
0.973 0.759 1.121 0.879 0.996 0.799
0.849 0917 1.116 1.208 1.183 0845

X=0.930 X=0.889 X=1.109 X=1.006 X=1.073 X=0.840

0=0.070 0=0.119 0=0.016 c=0.177 0=0.098 6=0.039

% inhibicion 441 -19.25 817 -15.38 9.68
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Tabla 4. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LiNEA CELULAR SW620

A 24 HORAS
CONTROL HI H H3 H4 SFU
(sin farmaco) | (100 yg/ml) | (100 yg/ml) | (100 ug/mL) | (100 pg/ml) | (3.6 yg/ ml)
0.702 0.933 0.850 1.034 1.012
0.823 1.157 0.856 1.184 0.720 0.523
0.751 0.899 0.862 0.948 0.880 0.655
X=0.759 X=0.996 X=0.856 X=1.055 X=0.871 X=0.589
6=0.061 0=0.140 6=0.006 0=0.119 6=0.146 6=0.093
% inhibicion | -31.23 -12.78 -39.00 -14.76 -22.40
Tabla S. EFECTO DE L MACOS E iNEA CE
A4 HORAS
CONTROL Hi [77] H3 H4 SFU
(sin firmaco) | (100/ml) | (100 yg/mL) | (100 yg/ml) | (100 yg/ml) | (3.6 1/ ml)
1.834 1.817 1.872 2227 2.296 0917
1.350 2.159 1.452 2.167 1.855 0.885
1.423 1.792 1.481 2.096 1.894 0.839
X=1.536 X=1923 [X=1602 [RX=2.163 [X=2015 [X=0.880
6=0.261 6=0205 |0=023$ 0=0.066 6=0.244 0=0.039
% inkibicion | -25.20 4.30 -40.82 -31.18 4€2.71
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Tabla 6. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR SW620

A 96 HORAS
CONTROL H1 H2 H3 H4 Citarabina
(sin fdrmaco) | (10 pg/mL) | (10 pg/mL) | (10 yg/mL) | (10 yg/ml) | (10 ng/ml)
0.861 0.758 0.837 0.892 0.619 0.548
0.94] 0.788 1.195 1.231 1.005 0.712
0.760 0.891 0.807 0.784 0.736 0.763
X=0.854 X=03812 X=0.946 X=0.969 X=0,787 X=0.674
0=0.091 0=0.070 |6=0216 0=0.233 ¢=0.198 0=0.092
% inhibicion 492 -10.77 C-13.47 72.85 21.08
Tabla 7, EFECTODE LOS F COS EN LA LINEA AR SW620
A 96 HORAS
CONTROL HI H2 H3 H4 Citarabina
(sin farmaco) | (20 pg/ml) | (20 pg/md) | (20 pg/ml) |(20 yg/mL) | (10ng/ml)
0.861 0.653 1.048 0.935 0.792 0.582
0941 1.910 0714 1.195 0.986 0.675
0.760 0.965 0.720 0.795 0.829 0.590
X=0.854 X=1.176 X=0.827 X=0.975 X=0.869 X=0.616
6=0.091 0=0.655 a=0.191 a=0.203 ¢=0.103 0=0.042
% inhibicion | -37.70 316 -14.17 -1.76 27.87
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Tabla 8. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LiNEA CELULAR SW620

96 HORAS
CONTROL H1 H2 H3 H4 Citarabina
(sin farmaco) | (50 ug/mlL) | (S0 yug/mL) | (50 pg/mL) | (50 pg/mL) | (10 ng/ml)
0.938 1.048 0.967 1.156 0.619 0.519
1.084 1.321 1.036 0.965 1.005 0.851
0.963 1.068 1.016 0.84] - 0.736 0.693
X=0.995 X=1.146 |X=1.006 X=0.987 X=0.787 X=0.688
¢=0078 6=0.152 |0=0036 |0=0.159 [0=0.198 |0=0.166
% inhibicion | -15.18 -L11 0.80 22.6 11.56

Tabla 9. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LiNEA CELULAR SW620

A 48 HORAS
CONTROL 7] H2 H3 H4 Citarabina
(sin firmaco) | (20 yg/mL) | (20 pg/mL) |(20 pg/ml) |(20 pg/ml) | (10 ng/ml)
2.164 1.300 1.519 1.966 2.002 2.495
1.782 1915 2362 1.797 1.661 1910
1.582 2216 1.840 1.697 2339 2.216
X=1843 X=1810 [X=1907 |X=1820 [X=2001 |[X=2.207
6=0.296 0=0467 |0=0425 [0=0.136 |0=0339  |0=0.293
% inhibicion 179 347 125 857 -19.75
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Tabla 10.EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR SW480

A 24 HORAS
CONTROL H1 H2 H3 H4 SFU
(sin firmaco) | (100 yg/mL) | (100 pg/mL) | (100 pg/mL) | (100 yg/ml) | (418/mL)
0.618 1.252 1.838 1.761 1.607 1.670
0.724 0.603 1.496 1.432 1.917 2.040
0.750 0.792 1.322 1.430 1.743 1.636
X=0.697 X=0.882 X=1.552 X=1.541 X=1.756 X=1.782
6=0.070 0=0.334 0=0.263 0=0.191 0=0.155 0=0.224
% inhibicion | -26.54 -122.67 -121.09 -151.94 -155.67
Tabla 11.EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR SW480
A 48 HORAS |
CONTROL H1 H2? H3 H4 SFU
(sin fdrmaco) | (100 pg/ml) | (100 pg/ml.) | (100 yg/ml) | (100 sg/mL) | (dmg/ml)
0.800 1.768 2.071 1.920 2.168 1.650
0.874 1.861 2325 2.025 2934 1.900
1.279 1.963 2.452 2.185 2.570 1.763
X=0984 X=1.864 X=2.283 X=2.043 X=2.557 =1.771
0=0.258 0=0.098 0=0.194 0=0.133 0=0.383 06=0.125
% inhibicion | -89.43 -132.01 -107.62 -159.86 -79.98
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Tabla 12.EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR SW480

A 96 HORAS
CONTROL Hl H2 H3 H4 SFU
{sin firmaco) | (100g/mL) | (100pg/mL) | (100pg/ml) | (100ug/mL) | (4 jg/ ml)
1.567 2.31 2.320 2.304 2.605 1.355
1.523 2.998 2.785 3284 3.240 1.421
2.538 3.045 3.080 3.041 2.907 1.828
Fﬁ;l .876 X=2.807 X=2.728 X=2.876 X=2.917 X=1.528
0=0.574 06=0.373 0=0.383 0=0.510 0=0.318 0=0.263
% inhibicidn | -49.63 45.42 -53.30 -35.49 18.55

Tabla 13. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR HeLa

A 24 HORAS
CONTROL 7] H2 H3 He | Ciclofosfami
(sin firmaco) | (100pg/mlL) | (100 yg/mlL) | (100 yg/ml) | (100 yg/ml) | da (3ug/ml)
0.613 0.454 0.446 0.472 0.538 1.009
0416 0450 0.447 0413 0.679 1.064
0412 0.591 0.559 0.613 0.892 0.778
%=0.480 R=0.498 =0484 |X=0499 [X=0703 | X=0950
0=0.115 0=0080 |0=0065 |0=0.103 |0=0.178 0=0.152
% inkibicion | -3.75 -0.83 -3.96 46.46 -97.92
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Tabla 14, EFECTO DE 1.0S FARMACOS EN LA LiNEA CELULAR Hela

A48 HORAS
CONTROL HI H? H3 H4 | Vincristina
(sim firmaco) | (50 sg/ml) | (50 s/mL) | (50 yg/mL) | (50 s@/mL) | (1Smg/mL)
0417 0.671 0.681 0.667 0.709 0.586
041l 0.731 0.629 0657 0.636 0.586
0469 0.593 0.635 0.766 0.696 0.570
%=0.432 R=0665 |X=0648 |R-0697 |X=0680 |X=0.581
0=0.032 6=0069 |0=0.028 |0=0.060 |0=0039 |0=0.009
% inkibicion | -53.94 -50.00 “61.34 -857.41 34.49

Tabla 15. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR Hela

A 72 HORAS

CONTROL Hi H2 H3 H4 Vincristing

(sin fdrmaco) | (50 pg/mlL) | (50 yg/ml) | (50 pg/mL) | (50 yg/mlL) | (15 ng/ml)
0.570 0.510 0.587 0.599 0.725 0.653
0.557 0.462 0.665 0.622 0.834 0.651
0500 0.423 0.620 0.673 0.835 0.648

X=0.542 R=0465 |R=0624 X=0.631 R=0.798 R=0.651

0=0.037 6=0.044 0=0.039 06=0.038 0=0.063 ©=0.003

% inkibicion 14.21 -15.13 -16.42 ~47.23 -20.11
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Tabla 16. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINE AR Hel.a
A 96 HORAS
CONTROL HI H2 H3 7] Vincristing
(sin farmaco) | (50 yg/mL) | (50 yg/mL) | (50 yg/mL) | (50 yg/ml) | (15 ng/mL)
0.455 0.763 0.872 0.704 0.827 0.641
0.510 0.740 0.868 0848 0.530 0.604
0.563 0.589 0.800 0.661 0.732 0.575
X=0.509 X=0697 |X=0.847 |X=0738 |X=0696 |X=0.607
0=0.054 0=0095 [0=0040 [0=0098 |0=0.152  |0=0.027
% inkibicion | -36.94 -66.40 44.99 -36.74 -19.25

Tabla 17. EFECTOQ DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR A204

A 24 HORAS
CONTROL 7] H2 H3 H4 Vincristina
(sin farmaco) | (SOpg/ml) |(SOug/mL) |(50pg/ml) |(SOug/ml) |(100ng /ml)
0.7544 1.2700 0.8562 08861 0.8110 0.9496
0.7992 0.8871 1.0050 13120 0.9412 1.4560
0.8557 0.7966 0.8690 1.1060 1.0850 1.2610
R=08031 |RX=09846 |X=09101 |X=11010 |X=0.9460 |X=12220
6=0.051 0=0251 [0=0.082 [0=0213 [0=0.137 |0=0.255
% inhibicion | -22.60 -13.32 -37.09 -17.79 -52.16
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Tabla 18. EFECTO DE LLOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR A204 A

48 HORAS
CONTROL H1 H2 H3 H4 Vincristina
(sin farmaco) | (SOu/ml) | (SOug/ml) |(SOpg/ml) |(SOug/ml) |(100ng/ml)
0.5114 0.6247 0.6026 0.5698 0.6844 0.4581
0.5775 0.5802 0.6571 0.6256 0.5740 0.5725
0.5547 0.5477 0.5988 0.6677 0.5636 06216

X=0.5479 X=0.5842 |X=06195 |[X=06210 [X=06073 |R=05597

0=0.034 0=0,039 ¢=0.033 c=0.049 c=0.067 0=0.069

% inhibicion ~6.63 -13.07 -13.34 -10.84 -2.15

Tabla 19. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR A204

A 24 HORAS
CONTROL H1 H? H3 H¢ Vincristina
(sin fiirmaco) | (100ug/ml.) | (100g/ml) | (100pg/mlL) |(1002g/mL) | (100ng/ml.)
1.344 0.9318 0.8181 0.8819 0.7480 0.7784
1.101 14150 0.8885 08802 1.2900 0.8731
1.453 0.9097 0.8952 0.9169 0.9095 1.0530
X=1.299 X=1.0860 |X=0.8670 |[X=08930 [X=09825 |X=0.9015
0=0.180 0=0286 |0=0.043 6=0.021 =0,278 =0.139
% inhibicion | 16.40 33.26 31.25 24.36 30.60
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Tabla 20. EFECTO DE LOS FARMACOS EN LA LINEA CELULAR A204

A48 HORAS
CONTROL H1 H2 H3 H4 Vincristina
(sin firmaco) | (1001g/mL) | (100yg/mlL) | (100ug/mL) | (100g/mL) | (100ng /ml)
05114 0.6229 | 0.7118 0.5428 06311 0.5307
05775 0.7499 0.6761 0.5650 0.6678 0.7142
0.5547 0.6328 0.5302 0.5745 0.6795 0.6219
X=0.5479 X=0.6685 |X=06394 [X=05608 [X=0.6595 |X=06223
0=0.034 6=0.071 6=0.096 0=0.016 06=0.025 06=0.092
% inhibicion | -22.01 -16.70 -2.38 -20.37 -13.58

Con el fin de apreciar mejor los resultados anteriores y observar los efectos de los
farmacos en funcion del tiempo y en funcion de la dosis, se realizaron las graficas
comrespondientes. mostradas a continuacion.

En la grifica 9 se observa el efecto de los farmacos en SW620 en funcién del
tiempo a la dosis de 100 ug/mL. En todos los casos se present6 estimulacion en la
proliferacion celular.

En la grafica 10 se observa el efecto de los farmacos en SW620 en funcién de
la dosis a 96 horas. Puede observarse que sélo H4 present6 inhibicion en la
proliferacién a 10 y 50 pg/mL.

En la gréfica 11 se muestra el efecto de los 4 firmacos a una dosis y un tiempo:
20 pg/mL y 48 horas. Aqui se observa un efecto de estimulacién en la
proliferacién con los farmacos H2 y H4. En el caso de H1 y H3, el ligero efecto

inhibitorio no es significativo,
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Grifica 10.

EFECTO DE LA DOSIS EN SW620
A 96 HORAS DE ACCION DE LOS FARMACOS
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Griéfics 11,

EFECTO DE LOS FARMACOS EN SW620
A 48 HORAS Y DOSIS DE 20 ug/mL
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La gréfica 12 muestra el efecto de los farmacos en SW480 en funcion del tiempo, a

la dosis de 100 pg/mL. En todos los casos es muy notable el efecto de
estimulacién a proliferar.

Grifica 12.

EFECTO DE LOS FARMACOS EN SW480
EN FUNCION DEL TIEMPO (DOSIS 100ug/mL)
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En la gréfica 13 se muestra el efecto de los farmacos en la linea celular HeLa en

funcién del tiempo, a la dosis de 50 pg/mL. Los farmacos H2, H3 y H4 produjeron
un efecto de estimulacion en la proliferacion. H1 produjo un efecto peculiar, ya
" que a las 48 y 96 horas estimul6 la proliferacion, pero a las 72 horas produjo un
efecto de inhibicion. ‘

La grifica 14 muestra el efecto de los farmacos en HelLa a 24 horas a la dosis .
de 100 ug/mL. Aqui se observa en todos los casos un estimulo en la proliferacion,
siendo éste mas notable con H4,

Grifica 13,
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EFECTO DE LOS FARMACOS EN Hela
A 24 HORAS Y DOSIS DE 100 ug/mL
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En las grificas 15 y 16 se muestra el efecto de los farmacos en la linea celular

A204 en funcién del tiempo, a las dosis de 50 y 100 pg/mL respectivamente. Aqui
se observa un comportamiento muy singular de esta linea celular, ya que a la dosis
de 100 pg/mL y 24 horas mostré inhibicion en la proliferacién con los cuatro

farmacos; y en el resto de los casos mostrados se presenté estimulacion en la
proliferacién.

Grifica 18.

EFECTO DE LOS FARMACOS EN A204
EN FUNCION DEL TIEMPO (DOSIS 50 ug/mL)
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EFECTO DE LOS FARMACOS EN A204
EN FUNCION DEL TIEMPO (DOSIS 100ug/mL)
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Debido a que los resultados anteriores no mostraron que los farmacos tuvieran un
efecto antitumoral directo, y en base a los antecedentes de que ciertos férmacos
tipo heparinoide, como el pentosin polisulfato, poseen actividad antitumoral
indirecta por inhibicién del crecimiento de las células endoteliales dependientes de
factores de crecimiento que se unen a la heparina (HBGF) que son secretados al
medio por diversas células tumorigénicas (17), se procedié a realizar los
experimentos de actividad antitumoral indirecta. Para ello se utilizaron las células
endoteliales A023 y se les someti6 a diferentes tratamientos: a) medio
acondicionado de la linea celular tumorigénica A204, b) cada uno de los heparan
sulfatos ¢) combinacién de medio acondicionado con cada heparén sulfato, d)
factor de crecimiento bFGF y ) combinacion del bFGF con cada heparan sulfato.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 21 y en la grafica 17,



Tabla 21.

CRECIMIENTO DE CELULAS ENDOTELIALES A023 EN mg,gmm DE MEDIO ACONDICIONADO
OBTENIDO DE LA LINEA TUMORAL A204, LOS HEPARAN SULFATOS (100 up/poza),

Y/O DEL bFGF DESPUES DE 72 HRS.

f

A3 A3 AS3 AS23 AG23 A823 A3 A3 A3 A3 A3 A3 A3 AN AN
+MA | +HIL +H2 +H3 +H4 +MA +MA +MA 4MA | +bFGF | +bFGF | +bFGF | 4+bFGF | +bT7GF

+H1 +H2 +H3 +H4 +H1 +H2 +H3 +H4¢

0.4936 0.4800 0.4562 0.4899 0.5158 0.4989 05352 0.4944 0.4758 0.5223 05917 0.5662 0.5303 0.6452 0.5470
04270 | 04600 | 04889 | 04910 | 04839 | 04337 | 04806 | 04652 | 04688 | 0.5297 | 05575 | 05665 | 0.5984 | 0.6059 | 0.5605
0.4226 0.4526 04477 04381 0.4563 0.4406 04617 0.4684 0.4938 0.5046 0.5975 0.5724 0.5621 0.5202 0.5251
X=0.4477 | X=0.4642 | X=0.4643 | X=0.4730 | X=0.4853 | X=0.4577 | X=0.4925 | X=0.4760 | X=0.4795 | X=0.5189 | X=0.6171 | X=0.5684 | X=0.5636 | X=0.5904 | X=0.5442
¢=0.040 | 0=0014 | 60022 | 0=0.030 | 0=0.030 | 0=0.036 | 6=0.038 | 6=0016 | 6=0013 | 6=0.013 | 0=0.060 | 0c=0.003 | 6=0.034 | c=0064 | 0=0.018
% midh. -3.69 -3 -$.68 2.9 223 -10.01 .32 -7.10 -159% -3783 | 2696 | -25.%9 -31.87 -21.55
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Gréfica 17. EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIEENTOS

EN LAS CELULAS ENDOTELIALES A023
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7. DISC N

Durante el cultivo de cada linea celular, pudimos ver un comportamiento distinto
con cada una de ellas. Algunas fueron faciles de cultivar, no fueron muy sensibles
a eventuales variaciones en las condiciones de crecimiento, como la concentracion
de CO; en el aire, mostraron un crecimiento rapido, y llegaron a confluencia en un
periodo corto. En este caso se encuentran las lineas celulares SW620, SW480 y
HeLa. Por el contrario, la linea celular A204 fue maés dificil de cultivar, requirié
de cuidados extremos para su crecimiento, como fue un control muy estricto de la
temperatura, la humedad y el porcentaje de CO: en el aire, asi como de nutrientes
en el medio.

Las células endoteliales A023, por el hecho de no estar transformadas ni
inmortalizadas, también requiriecron de muchos cuidados para su crecimiento,
fueron muy sensibles a pequefias variaciones en la concentracién de CO,,
temperatura y a la presencia de detritos de las mismas células, asi como a pequeiias
cantidades de endotoxinas bacterianas  provenientes de eventuales
contaminaciones, lo que provocaba inhibicion del crecimiento y muerte celular.

Con cada una de las lineas celulares cultivadas se realizaron las curvas de
crecimiento, y se observo que en general todas las lineas celulares alcanzaron la
fase logaritmica de crecimiento a los dos dias (gréficas 1-4), tiempo que se eligi6
para probar los farmacos y detectar su posible actividad antitumoral.

Pudimos comprobar una vez mas las ventajas de la técnica de reduccion del
MTT para medir viabilidad celular. Esta técnica fue sensible y reproducible para
medir el crecimiento de cada linea celular utilizada, asi como de las células
endoteliales; el formazin producido por la reduccion del MTT en las
deshidrogenasas mitocondriales se solubilizd facilmente con el DMSO,
proporcionando lecturas de absorbancia estables que fueron directamente

proporcionales a la cantidad de células viables, como lo demostraron las curvas
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patron realizadas con cada linea celular (graficas 5-8). La técnica fue precisa y
relativamente rdpida y sencilla, permitiéndonos manejar un gran nimero de
muestras simultdneamente.

Al efectuar las pruebas de activided antitumoral directa de los farmacos tipo
heparén sulfato Hl, H2, H3 y H4 con la linea celular SW620, observamos que,
sorpresivamente, en lugar de tener la inhibicion de la proliferacion que se
-esperaba, hubo una estimulacion a proliferar en la mayoria de los casos (graficas
9-11). Esto fue observado predominantemente con los farmacos H1 y H3 a 24 y 48
horas de tiempo de accién con la dosis de 100 ug/mL, llegando a ser el porcentaje
de estimulacién de alrededor del 40 %. También fue notable la estimulacion con
H1 a dosis de 20 pg/mL y 96 horas, en que fue del 37 %. Los farmacos H2 y H4
tuvieron un comportamiento un tanto diferente al de Hl y H3, mostrando una
estimulacion menor a los tiempos y las dosis probadas. Las iinicas excepciones, en
las que si hubo efecto de inhibicion en la proliferacion, se presentaron con el
fairmaco H4 a las 96 horas con las dosis de 10 y 50 ug/mL, siendo el % de
inhibicion de 7.9 y 22.6 respectivamente.

Con la linea celular SW480 y la prueba de accién directs, nuevamente se
observé una estimulacion a proliferar, y en esta ocasion fue de una magnitud
mayor (grafica 12). Todos los farmacos presentaron la mayor estimulacion a las 48
horas con la dosis de 100 pg/mL. H4 presentd el mayor efecto de estimulacion con
un 160 %, siguiéndole H2 con 130 %.

En el caso de 1a linea celular HeLa, contrariamente a la informacién obtenida
previamente (34), presenté un notable efecto de estimulacion con los cuatro
farmacos probados. A la dosis de 50 ug/mL, la maxima estimulacion se presento a
las 48 horas en proporciones similares con los cuatro heparan sulfatos, siendo ésta
de 50 y 60 %; a las 72 horas se observa un descenso en el porcentaje de
estimulacion , mds acentuado en el caso de HI, en que se presenté efecto de

inhibicién; posteriormente a las 96 horas se observa una recuperacion del estimulo
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proliferativo en las células, llegando a ser méximo con H2 (alrededor del 40 %).
Con las dosis de 100 pg/inL y 24 horas, el porcentaje de estimulacion fue maximo,
siendo del 46 % (gréficas 13 y 14).

La prueba directa con la linea celular A204 mostré resultados interesantes
(gréficas 15 y 16), ya que con las dosis de 50 pg/mL se presenté un estimulo de
proliferacién méximo a las 24 horas, decayendo gradualmente a las 48 horas. Sin
embargo, a la dosis de 100 pg/mL y 24 horas hubo una inhibicién de la
proliferacion, mas notorio en H3 y H4 (30 % de inhibicion). La inhibicion
disminuye con el tiempo hasta llegar a convertirse en estimulacion a las 48 horas,
siendo maxima con H1 y H4 (alrededor del 20 %). Esta fue la unica linea celular
que presenté inhibicion en la prueba directa con los firmacos, y esto es consistente
con los resultados reportados previamente con un fanmnaco tipo heparinoide, el
pentosan polisulfato (17). Zugmaier y cols. (1992) utilizando las lineas celulares
humanas tumorigénicas MDA-MB-231 (cancer de mama), MDA-MB-468 (cancer
de mama), A-549 (cancer de pulmén), DU-145 (cancer de prostata), A-431
(carcinoma epidermoide) y A-204 (rabdomiosarcoma); asi como las lineas
celulares no tumorigénicas SW-13 (carcinoma adrenal), fibroblastos de rifion de
rata normal (NRK) y células endoteliales de corazon fetal bovino (FBHE),
observaron que seis de las siete lineas celulares probadas mostraron resistencia al
pentosan polisulfato (PPS), con 50 % de inhibicion del crecimiento tumoral (1Cso)
a dosis mayores de 300 ug/mL. So6lo la linea celular A204 no mostré resistencia al
farmaco, con un ICs; de tan solo 3 ug/mL (17). Esto indica que en especial esta
linea celular tumoral presenta un comportamiento distinto al resto de las lineas
celulares tumorigénicas probadas, esto debido, quizd a mecanismos de crecimiento
distintos, respuesta diferente a los factores de crecimiento, etc.

En vista de los resultados obtenidos con la prueba directa, se procedié a realizar
la prueba indirecta con medio acondicionado de las células A204 y las células

endoteliales A023( tabla 21 y grafica 17). Los resultados mostraron que el medio
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acondicionado de las células tumorales A204 no contiene factores de crecimiento
que produzcan efecto proliferativo sobre las células endoteliales A023, pues el
valor obtenido de viabilidad celular es muy semejante al del control (células A023
sin el medio acondicionado). Lo mismo ocurrié con los heparan sulfatos y las
células endoteliales, en que no hubo efecto de inhibicion ni de proliferacion. El
tratamiento combinado de medio acondicionado con los heparan sulfatos tampoco
mostré efecto en el crecimiento de las células endoteliales, como se esperaba de
acuerdo a la hipétesis planteada. Como controles del experimento se utilizaron los
pozos en los cuales se adiciono el factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF), ya que se sabe que éste si produce un efecto proliferativo en las células
endoteliales A023. Los resultados obtenidos con las células endoteliales en
presencia del bFGF fueron los esperados, pues se obtuvo un mayor nimero de
células en los cultivos crecidos en presencia del factor en comparacion con
aquellos con las células endoteliales sin este tratamiento. Se pudo observar que
ninguno de los cuatro heparan sulfatos inhibié el efecto proliferativo del factor
bFGF en forma significativa.

Lo anterior nos permite pensar que los farmacos tipo heparan sulfato probados
poseen un efecto dual. Por un lado presentaron un efecto proliferativo sobre la
mayoria de las lineas celulares probadas; y por el otro, un efecto inhibitorio a una
dosis alta (100 ug/mL ) y en tiempo relativamente breve (24 horas) con la linea
celular A204, y en el caso de la linea celular SW620 con el farmaco H4 a las 96
horas con las dosis de 10 y 50 pg/mL. Esto puede deberse a la naturaleza de los
farmacos, asf como a las diferentes respuestas biologicas de cada una de las lineas
celulares probadas. De este modo la hipétesis planteada se cumplié en general, al
observarse la heterogeneidad bioldgica de las células tumorales y ciertos casos de
inhibicion en la proliferacion de algunas de ellas.

Los heparan sulfatos probados en este trabajo estan constituidos por una

mezcla de sacéridos con distintos pesos moleculares. Recientemente se descubrid
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que las heparinas son requeridas por el FGF para la estimulacion de sus respuestas
biologicas. El aFGF forma un complejo 1:1 con e} dominio extracelular soluble del
receptor para FGF (FGFR). La heparina ejerce su efecto uniendo a muchas
moléculas de aFGF. El complejo aFGF-heparina resultante, permite la
dimerizacion del FGFR, la activacion de tirosincinasas, la transcripcién de mRNA
de c-fos y la proliferacion celular (32). Spivak-Kroizman y cols. (1994) utilizando
dos lineas celulares que habian perdido el heparén sulfato endogeno: la mutante
CHO-pgsD-677 y la linea celular hematopoyética BaF3, demostraron que la
heparina exdgena es requerida para la dimerizacion de FGFR, Ia activacién de
tirosincinasas, 1a transcripcion de mRNA de c-fos y la proliferacion celular. Sin
embargo, un andlogo de heparina sintético: la sacarosa octasulfato, gue se une
monovalentemente al aFGF, bloquea la dimerizacion del FGFR, asi como la
activacion y la sefializacion via FGFR (32). Figura S.

Sacarosa —»
octasulfsto

Figura 5. Un modelo para la oligomerizacion inducida por heparina de las moléculas FGF y
activacion de los FGFR’s. (A) Representacion esquematica de la accion de la heparina como una
molécula accesoria en la activacion del FGFR inducida por aFGF. La heparina une a varias
moléculas de aFGF, oligomerizandolas. La union monovalente independiente de varias de esas
moléculas de aFGF al FGFR produce la oligomerizacion del receptor. (B) Representacion
esquemitica de la fonma en la cual la sacarosa octasulfato podria actuar como un antagonista de la
accidn de 1a heparina. La sacarosa octasuifato unc sélo una molécula de aFGF y por ello no puede
inducir su oligomerizacion. El complejo aFGF-sacarosa octasulfato no ¢s capaz de inducir la
dimerizacion de! FGFR.

Abreviaturas: a, sitio dc unién a la heparina del aFGF; b, sitio de unién al receptor del aFGF; P,
fosforo. (32)
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Esto nos hace pensar que los heparén sulfatos Hl, H2, H3 y H4 estudiados en
el presente trabajo, presentan una combinacién de efectos debidos a los sacéricos
contenidos en las fracciones que componen cada uno de los farmacos. Por un lado,
hay sacdridos de la mezcla, muy probablemente los de peso molecular mas alto,
que unen en forma polivalente al aFGF estimulando sus respuestas bioldgicas, y
por el otro lado se tienen sacaridos que unen en forma monovalente al aFGF,
inhibiendo sus efectos. Esto también es consistente con los reportes de respuestas
duales de las heparinas que se han publicado, ya que las preparaciones heparinicas
probadas son heterogéneas y no uniformes en composicion, peso molecular,
estructura, posicion de los sustituyentes (N-sulfato, O-sulfato y acido glucurdnico)
y secuencia (22).

Por otro lado, pudimos comprobar la heterogeneidad biolégica de las células
tumorales manifestada en la respuesta de cada linea frente a los farmacos y en la
resistencia de algunas de ellas a ciertos farmacos con actividad antitumoral
conocida. Tal fue el caso de la linea celular HeLa (carcinoma de cérvix humano)
con Ja vincristina. Este firmaco ha mostrado actividad antitumoral con linfomas,
leucemia linfocitica aguda y sarcomas de la nifiez, pero también se ha observado
resistencia de algunos tumores a su accién, por mecanismos diversos como
alteraciones en las membranas celulares y en el transporte de los farmacos. En el
caso de cancer cérvico-uterino se ha encontrado repetidamente una notable
resistencia a la quimioterapia (7), lo que pudo ser comprobado en estos
experimentos. Lo mismo ocurri6 con la linea celular SW480, en que se observo
resistencia al S-fluorouracilo, que ha mostrado tener actividad antitumoral en
ciertos tipos de cancer de colon, mama, ovario, estomago y pancreas (7); sin
embargo también se ha reportado resistencia a este farmaco mediante mecanismos
consistentes en una insuficiente activacion del 5-FU (33).

En base a nuestra experiencia y a lo reportado en la literatura en relacion a que

los heparén sulfatos con menor peso olecular mejoran sus propiedades biologicas
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y son capaces de inactivar los efectos de los factores de crecimiento que se unen a

la heparina (2, 32), pensamos que las fracciones componentes de los heparan
sulfatos H1, H2, H3 y H4 con menor peso molecular tienen mayor probabilidad de
presentar un efecto antitumoral. De esto se desprende la necesidad de efectuar la
purificacion parcial de los sacdridos componentes de cada farmaco con el fin de
homogeneizar lo mas posible cada una de las fracciones. Por ejemplo, podrian
agruparse las fracciones siguientes:
1) Disacaridos, tetrasacéridos y hexasacaridos (PM 564-1846 Da)
II) Octasacaridos, decasacaridos y dodecasacaridos (PM 2256-3600 Da)
I1I) Tetradecasacaridos, hexadecasacaridos, octadecasacaridos y eicosacaridos (PM
4146-5526 Da),

y realizar pruebas con las fracciones I y II, que contienen los fragmentos con
menor peso molecular,

Asimismo se deben seleccionar las lineas celulares con las cuales se trabajara.
Los mecanismos que controlan la angiogénesis en los diferentes tumores deben ser
muy diversos, por lo que, para maximizar la eficacia terapéutica puede ser
necesario determinar el llamado perfil angiogénico de cada tumor, antes de usar
agentes antiangiogénicos especificos (8).

Los mecanismos que regulan la proliferacion celular y el desarrollo de
metastasis son diversos (48), pero se ha demostrado que los compuestos tipo
heparina desempefian un papel muy importante en estos procesos. Conociendo la
actividad proliferativa de la heparina y la actividad antiproliferativa de los heparan
sulfatos (41, 42) pensamos que los mecanismos de regulacion de la proliferacion y
metastasis podrian efectuarse mediante la enzima heparanasa, una endo-B-D-
glucuronidasa que degrada especificamente los heparén sulfatos y participa en la
degradacion de las membranas basales efectuada por tumores invasivos y células
normales (42). Las actividades de la heparanasa en células malignas como

melanomas, fibrosarcomas, rabdomiosarcomas y carcinomas de colon se



99
correlacionan con el potencial de esos tumores para formar metastasis (41, 42).
Creemos que esto se debe en gran ‘parte a la degradacion de los heparin sulfatos,
con actividad antiproliferativa y antitumoral, y a la prevalencia de heparina, con
actividad proliferativa. La suramina, que es una naftilurea polisulfatada, en
experimentos in vivo ha mostrado ser un inhibidor potente de la heparanasa,
evitando la degradacion de los heparan sulfatos e incrementando su concentracion
en sangre y en la orina (41). Al efectuar la purificacion de los heparin sulfatos
excretados en la orina de los pacientes tratados con suramina y probar su actividad
en lineas celulares tumorales, se observd un efecto citotéxico contra dos lineas
celulares de carcinoma humano; la SW13 (adrenal) y la LNCaP-FGC (prostata)
(41). De aqui se infiere que ciertos heparén sulfatos pueden tener actividad
antitumoral por si mismos por su capacidad de unir y secuestrar factores de
crecimiento y angiogénicos, competir con los GAG's de la matriz extracelular por
las heparanasas secretadas por tumores metastdsicos y posibilidad de servir como
reguladores de la funcién nuclear, funciones que se han visto también con la
suramina (41, 42 y 43).
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8. CONCLUSIONES

Con este trabajo se pudo demostrar que los heparén sulfatos probados: H1, H2, H3
y H4, en la mayoria de los casos no presentan actividad antitumoral directa con
las lineas celulares probadas (con excepcion de los casos presentados con la linea
A204 y SW620). Tampoco mostraron actividad antitumoral indirecta con las
células endoteliales A023. Contrariamente a lo que se esperaba de acuerdo a la
hipéteAsis. se manifest6 predominantemente un efecto estimulatorio en la
proliferacion de las células tumorales SW480, SW620 y HelLa con los cuatro
farmacos. Sin embargo, también se presenté el efecto contrario: la inhibicion, con
la linea celular A204 a 24 horas y dosis de 100 pg/mL, y la linea celular SW620
con el farmaco H4 a las 96 horas con las dosis de 10 y 50 ug/mL. Esta dualidad
puede ser una consecuencia de la combinacion de efectos opuestos de los
diferentes sacaridos componentes de cada uno de los heparan sulfatos sobre los
factores de crecimiento que se unen a la heparina, tales como los FGF, asi como a
la diversidad de respuestas bioldgicas de las células tumorales.

De esto se desprende la necesidad de efectuar la purificacién parcial de los
sacaridos componentes de cada farmaco, con el fin de homogeneizar lo més
posible cada una de las fracciones. Por ejemplo, podrian agruparse las fracciones
siguientes:

I) Disacéridos, tetrasacéridos y hexasacéridos (PM 564-1846 Da)

II) Octasacéridos, decasacaridos y dodecasacaridos (PM 2256-3600 Da)

11) Tetradecasacdridos, hexadecasacéridos, octadecasacéridos y eicosacaridos (PM
4146-5526 Da),

y realizar pruebas con las fracciones que tengan mayores probabilidades de
presentar efecto antiproliferativo en las células tumorales o endoteliales, que en
este caso serian las fracciones I y II, que contienen los fragmentos con menor peso

molecular, pues algunas investigaciones han demostrado que estos compuestos
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mejoran sus propiedades bioldgicas y son capaces de inactivar los efectos de los
factores de crecimiento que se unen a la heparina (2, 32).

La terapia antiangiogénica continua siendo de especial interés para el
tratamiento del céancer por la heterogeneidad bioldgica de los tumores y la
presencia de células tumorales resistentes al tratamiento con ciertos farmacos, pues
provee una opcidn terapéutica importante mediante la manipulacion del
microambiente del hospedero y un efecto antitumoral indirecto (8). De ahi la
relevancia del estudio de los farmacos tipo' heparina, cuyo interés ha continuado
creciendo, pues se ha demostrado su papel importante en la regulacion de la
proliferacién celular y el desarrollo de metéstasis.

Por ello, el estudio de los heparin sulfatos HI, H2, H3 y H4 debe continuarse,
haciendo especial énfasis en el estudio de los llamados perfiles angiogénicos de

los tumores para asi maximizar la eficacia terapéutica.
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9, NDIC revigtur
aFGF Factor de crecimiento de fibroblastos acido
AKl Adenilato cinasa
AMang 2,5-anhidro-D-manitol
ATCC American Type Culture Collection
b Ordenada al origen (regresion lineal)
bFGF Factor de crecimiento de fibroblastos bésico .
CAM Ensayo en membrana corioalantoidea de embrién de pollo
cDNA DNA complementario
CEA Antigeno carcinoembrionario
°C Grados centigrados
Da Daltones
DNA Acido desoxirribonucleico
D-MEM Medio Eagle Modificado de Dulbecco
DMSO Dimetilsulféxido
ECFG Factor de crecimiento celular endotelia!
EDTA Acido etilendiaminotetracético
EGF Factor de crecimiento epidémmico
ESD Esterasa-D
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos
FGFR Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
5-FU S-Fluorouracilo
g Gramo
GAG's Glicosaminoglicanos
GLO-1 Glioxilasa-1
G6PD Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

HBGF's Factores de crecimiento que se unen a la heparina



HEPES

ICso
IdoA
IFN

KDa
K-FGF

Ib

LDH
LMW

mM

mRNA
MTT

NADH
NADPH

Acido N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etansulfénico
Virus del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Dosis del farmaco que produce 50% de inhibicién
Acido L-idurénico

Interferén

Pulgada

Kilodaltones

FGF derivado del sarcoma de Kaposi

Litro

Libra

Lactato deshidrogenasa

Heparinas de bajo peso molecular

Metro

Pendiente (regresion lineal)

Medio acondicionado obtenido de células tumorigénicas

Enzima malica
Miligramo
Minuto
Mililitro
Milimolar
Milimetro

RNA mensajero

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

Normal (concentracién)
Dinucleétido de nicotinamida y adenina (reducido)
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Fosfato del dinucleétido de nicotinamida y adenina (reducido)

Nanogramo
Nanémetro



PBS
PEPACD
PG

TGF

TSP

Ul

% viv

TEFEE X

Solucién amortiguadora de fosfatos
Peptidasas A, CyD

Proteoglicano

Fosfogluconato deshidrogenasa
Fosfoglucomutasa locus 1,2y 3
Proteina cinasa C

Pentosin polisulfato

Coeficiente de correlacioén (regresion lineal)
Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

Solucién salina isoténica

Factor de angiogénesis tumoral
Factor de crecimiento transformante
Factor de necrosis tumoral
Trombospondina

Unidades

Unidades internacionales
Porciento en volumen

Promedio

Microgramo

Maicrolitro

Micrémetro

Desviacion estndar
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