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Sinopsis

El crecimiento tumoral requiere del riego sanguineo, €l cual aportaria de esta manera el
oxigeno, los nutrientes y los factores de crecimiento necesarios para que las células
tumorales puedan crecer y multiplicarse, removiendo a su vez del lecho tumoral los
catabolitos producidos por estas células. Esta teoria ha impulsado las investigaciones en
aras de conocer, de una manera mas exacta, e complejo mecanismo de la angiogénesis
y asl clonar nuevas proteinas endégenas con actividad antiangiogénica o desarrollar
agentes antiangiogénicos con una accion directa sobre las células endoteliales,
minimizando de esta manera los efectos colaterales del tratamiento contra el cancer. La
terapia genética antiangiogénica es una novedosa forma de tratamiento que lograria
altas concentraciones y niveles sostenidos de estas proteinas inhibidoras de la
angiogénesis obteniendo asi un efecto continuo sin la necesidad de administrar en forma

continuay ciclica el agente antiangiogeénico.
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I ntroduccion

El crecimiento de los tumores més ala de 1-2 mm requiere del aporte de oxigeno y
nutrientes a través del riego sanguineo. Esta teoria originalmente formulada por Judah
Folkman' ha impulsado draméticamente e estudio de la angiogénesis en e é&rea
oncolgica en las Ultimas dos décadas.

Angiogénesis (gemaciones endoteliales) es definida como el nacimiento de nuevos
vasos sanguineos (capilares) a partir de las vénulas post-capilares pre-existentes. Por su
parte, vasculogénesis, es la diferenciacion in situ de células precursoras indiferenciadas
(angioblastos) en células endoteliales que posteriormente se organizan en una red
vascular.

Recientemente, la comunidad cientifica ha centrado su atencion en el descubrimiento de
proteinas endégenas inhibidoras de la angiogénesis como una nueva y prometedora
modalidad terapéutica contra el cancer. En 1994 aparece publicada la angiostatina, 2 la
cua es un fragmento de 38 kilodaltons que contiene los kringles 1-3 del plasmindgeno.
Tres afios después, aparece la endostatina, * fragmento de 20 kilodaltons del colageno
XVIIl. Ambas, proteinas enddgenas con potente actividad antiangiogénica capaces de

suprimir € crecimiento de tumores primarios e incluso, de metastasis a distancia.



Agentes antiangiogénicos. | mplicaciones clinicasy mecanismos

Angiogénesis es un proceso complegjo que involucra a las células endoteliales, pericitos,
factores u hormonas paracrinas, receptores, kinasas, transductores de sefides y a la
matrix extracelular. Sin embargo, de una forma simple y didactica podemos decir que la
angiogénesis requiere de: la degradacion de la matrix extracelular, la movilizacién y
migracion de células endoteliales, factores proangiogénicos y la re-organizacion en
estructuras tubulares (nuevos vasos sanguineos). Por lo tanto los inhibidores de la
angiogénesis estén dirigidos a bloquear cada uno de estos puntos. Diferentes agentes
antiangiogénicos estan siendo utilizados actualmente en ensayos clinicos (Tabla 1).

Con relacion a las vias moleculares involucradas en este complejo proceso, mucho falta
aln por disecar para llegar a un entendimiento preciso y exacto de este mecanismo, 1o
cua permitiria el descubrimiento de nuevos agentes antiangiogénicos y su efectiva
utilizacion en laclinica.

Tabla 1. Inhibidores de la angiogenesis en ensayos clinicos (Fuente: NCI Cancer
Trias —http://cancertria s.nci.nih.gov)

Agente Ensayo Clinico M ecanismo
Marimastat Fase |1l contra canceres de pancreas, mama y | Inhibidor sintético de las
pulmén (células pequefias) MMPs
COL-3 Fase I/l contratumores malignos cerebrales Inhibidor sintético de las
MMPs
Neovastat Fase |11 contra canceres de rifién y pulmon Inhibidor natural de las
MMPs
BMS-275291 Fase /111 contra cancer avanzado o metastésico | Inhibidor sintético de las
de pulmon MMPs
Talidomida® Fase I/Il contra melanoma avanzado; Fase Il | Inhibe las células
contra sarcoma de Kapos, sarcomas |endoteliales directamente.
ginecol6gicos, glioblastoma, mieloma multiple, | Mecanismo desconocido
y canceres de higado, ovario y prostata
(metastésico); Fase Il contra canceres de
pulmén, rifibn, prostata (no metastasico) y
mieloma multiple refractario




Squalamina

Fase | contra canceres avanzados; Fase |l contra
canceres de ovario y pulmon

Actla directamente sobre
las células endotelides
inhibiendo la bomba de
intercambio Na'/H"*

Endostatina®

Fase | contratumores solidos

Inhibicion directa de las
células endoteliales

SU5416

Fase | contra tumores solidos avanzados de
cabezay cuello, cancer de mama (Estadio I11B o
V), tumores cerebrales (pediétricos), cancer de
ovario; Fase /Il contra leucemia mieloblastica
aguda; Fase Il contra la enfermedad de von-
Hippel Lindau, cancer de prostata, mieloma
multiple, mesotelioma; Fase 11l contra €l cancer
colorectal avanzado (metéstasis)

Bloguea la sefid de
receptor del FCEV

SU6668

Fase | contratumores avanzados

Bloquea la sefid de los
receptores del FCEV, FCF,
FCDP

Interferon-a’®

Fase Il/111 en pacientes pediétricos con cancer
asociado a VIH, midoma mdltiple avanzado,
meningiomas recurrentes y/o irresecables,
melanoma, carcinoma rena, carcinoma
hepatocelular, linfoma no-Hodgkin, enfermedad
de Hodgkin, leucemia mieloide crénica,
adenocarcinoma de pancreas

Inhibe la produccién del
FCEV y dd FCFb

Anticuerpo anti-
FCEV

Fase | contra tumores solidos refractarios a
tratamiento convencional; Fase |l contra cancer
renal metastasico y cancer colorectal avanzado
no tratado (en combinacion con quimioterapia)

Anticuerpo monoclonal
dirigido contrael FCEV

EMD 121974 Fase | en pacientes VIH positivos con sarcoma | Bloguea la integrina en las
de Kaposi; Fase I/l1 contra glioma anaplésico células endoteliales
CAl Fase |l contra canceres de ovario y rifién Inhibidor del influjo de
calcio

| nterleukina-12°

Fase I/ll contra el sarcoma de Kaposi

Estimula la produccién de
interferén-gy 1P-10

IM 862

Fase Il contra carcinoma metastésico de colon y
recto; Fase |1l contra el sarcoma de Kapos

Desconocido

MMPs, metaloproteinasas de la matrix; FCEV, factor de crecimiento del endotelio

vascular; FCF, factor de crecimiento de los fibroblastos; FCDP, factor de crecimiento

derivado de las plaquetas, FCFb, factor de crecimiento de los fibroblastos (basico);

VIH, virus de inmunodeficiencia humana; 1P-10, proteina 10 (interferén inducible)




Angiostatina'y Endostatina

Dos de las proteinas antiangiogénicas més investigadas en los Ultimos afios son la
angiostatina y la endostatina. La utilidad de estas proteinas se ha examinado en
diferentes model os animales con resultados sorprendentes y prometedores. "

Un hecho particular a destacar es que ciclos repetitivos de endostatina administrados a
ratones portando tumores subcutaneos de diferentes tipos celulares (carcinoma
pulmonar tipo Lewis, fibrosarcoma T241 o melanoma B16F10), no produjeron
resistencia a tratamiento; lo cual si se observd en aguellos ratones que recibieron ciclos
de ciclofosfamida. Més alin, después de 6, 4 6 2 ciclos de tratamiento con endostatina
(dependiendo del tipo de tumor antes mencionado), los tumores no crecieron més,
permaneciendo en un estado microscopico latente, alin después del cese completo del
tratamiento. °

La angiostatina y la endostatina acttan directamente sobre las células endoteliales con
minimo, por no decir ningun, efecto colateral a nivel experimental. La angiostatina
inhibe selectivamente la proliferacion de células endotelides a la vez que induce
apoptosis en éstas, a través de la activacion, por una via anormal, de la kinasa de
adhesion focal y bloqueo de las sub-unidades a y b de la ATP sintetasa. *"*® A su vez,
inhibe la migracién de células endoteliales a través de la matrix extracelular. *° La
endostatina, por su lado, induce apoptosis en las células endoteliales, a través de una
disminucién marcada de las proteinas antiapoptéticas BCL-2 y BCL-X.; %° e inhibe la
invasion de células endoteliales a través de un blogueo de la activacion y actividad
catalftica de la metal oproteinasa de la matrix #2 (MMP-2).%

A pesar de las extensas investigaciones, sigue siendo un enigma saber cud es €

receptor especifico de cada una de estas proteinas.



Un aspecto resaltante es que estas proteinas aunque poseen un efecto antiangiogénico y
antitumoral potente, eso es sdlo a nivel experimental y no representan la cura definitiva
del cancer en pacientes. Debemos esperar que estos compuestos pasen por las diferentes
fases de los ensayos clinicos, y sera entonces cuando pasaran a formar parte del
armamento terapéutico contra el cancer, donde su mayor efectividad va a depender de
las combinaciones adecuadas que se hagan con las modalidades terapéuticas ya

existentes dependiendo del tipo de cancer.

Terapia genética antiangiogénica

La necesidad de una administracion continua en pacientes con cancer de estos agentes
antiangiogénicos repartidos en varios ciclos dependiendo del tipo de tumor (ain por
decidir en los ensayos clinicos que se llevan a cabo actuamente), nos plantea un
problema potencial: la necesidad de usar grandes cantidades de proteina recombinante,
anticuerpos contra factores proangiogénicos o de drogas antiangiogénicas sintéticas, 1o
cual aumentaria enormemente |os costos de tratamiento.

Una idea atractiva para afrontar este problema es administrar el gen que codifica a la
proteina antiangiogénica local o regionalmente en aquellos tumores que estén al acance
directo, ya sea a través de endoscopia, ultrasonografia, tomografia computarizada o
resonancia magnética o de una forma sistémica (intravenosa), utilizando vectores que
selectivamente introduzcan el gen deseado dentro de las células tumorales blanco. De
esta manera, €l gen seria incluido dentro del material genético de las células tumorales,
permitiendo asi su replicacion y transcripcion en la proteina deseada a dtas

concentraciones en €l microambiente tumoral. Estariamos hablando entonces de terapia



genética antiangiogénica.

En d futuro, este tipo de terapia podria ser utilizada:

a) Después de la cirugia o después de la radioterapia, para prevenir la recurrencia de
las metéstasis a distancia

b) En combinacion con la quimioterapia.

c) En combinacion con proteinas recombinantes o anticuerpos, los cuales podrian ser
descontinuados después de varios meses de tratamiento, si e huesped es capaz de
mantener niveles sanguineos adecuados de la proteina inhibidora genéticamente
producida por €.

d) En combinacion con otros tipos de terapia genética (utilizando genes supresores de

tumores como €l p53).

La metaloelastasa de macréfagos. una alternativa viable para inhibir la
angiogénesis

Mis colegas y yo en e Departamento de Cirugia'y Ciencias Basicas Quirlrgicas de la
Universidad de Kyoto, hemos centrado nuestros esfuerzos en una enzima llamada
Metaloelastasa de Macréfagos (MME).™® Esta enzima pertenece a la familia de las
Metal oproteinasas de la Matrix (MMP), conocida también como MMP-12. Su substrato
principa en la matrix extracelular es la elasting, con minima accion sobre otros
componentes de la matrix como colageno IV o gelatina tipo |, componentes principales
de la membrana basal. Ella también es capaz de procesar y degradar € plasmindgeno,
liberando la angiostatina %%

La utilizacién del ADN complementario que codifica a Dominio | (péptido sefid y

proenzima) y al Dominio Il (dominio catalitico) de la metaloelastasa fue introducido en



un pldsmido o vector de expresion (pCAG) bajo la conduccion de un facilitador de
citomegalovirus (CMV enhancer) y un promotor beta-actin (chicken beta-actin
promoter), tal y como se representan esquematicamente en lasfiguras 1 y 2. Luego, este
plasmido fue incluido en liposomas cubiertos con € Virus Hemaglutinante del Japén
(HVJ o Virus Sendal) para optimizar su transduccién o transferencia dentro de las
células tumorales (Figura 3), siguiendo la metodologia originalmente descrita por Y.
Kaneda.®!

Experimentos conducidos en ratones portando tumores derivados de unalinea celular de
cancer de colon (CT-26) demostraron que la transduccién fue solo dentro de las células
tumorales, logrando la produccion in situ de la metaloglastasa y por ende de la
angiostatina a niveles terapéuticos. De esta manera, se obtuvo una disminucion
dramatica del tamafio de los tumores (Figura 4), a través de un efecto antiangiogénico
potente como se pudo observar a través de microangiografia de los tumores (Figura 5).

He de mencionar que no se observd ninglin efecto toxico o indeseable.

Comentariosfinalesy conclusion

Las evidencias experimentales acumuladas hasta hoy dia, reafirman que € crecimiento
tumoral depende en gran parte del complejo proceso de la angiogénesis. Cuando ésta es
suprimida, los tumores en animales de experimentacion son limitados a un tamafio
microscopico o latente. Muchos de estos agentes antiangiogénicos se encuentran
actualmente en fase I, Il y Il de diferentes ensayos clinicos. La aparicion de nuevos
inhibidores de la angiogénesis, como la endostatina (actualmente en Fase I) y la
angiostatina (proximo a ser incluido en ensayos clinicos), los cuales logran suprimir €l

crecimiento tumoral de una manera sostenida y sin inducir resistencia a tratamiento,



sefialan hacia un rol méas determinante de estos agentes en la oncologia en los préximos
anos.

Finalmente, la caracteristica especia de necesitar un aporte continuo para lograr un
efecto antiangiogénico sostenido, nos hace pensar que e salto de la terapia genética
antiangiogénica desde €l |aboratorio haciala clinica, serd muy pronto una realidad.

En la préxima entrega exploraremos detalladamente el rol de la metaloelastasa en €l
cancer, sus patrones de expresion en diferentes tipos de tumores del tracto

gastrointestinal (higado, colon y estfago) y su valor clinico.
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Figura 1. Construccion del ADN complementario que codifica a la metaloelastasa de
macrofagos (MME). Representacion esquemética de la estructura de la MME,
mostrando sus 3 dominios. e dominio | o péptido sefid y proenzima (8 kDa), €
dominio Il o catalitico (22 kDa) y & dominio |1l o € extremo COOH (23 kDaQ). La
activacion y procesamiento de la MME ocurre espontdneamente, inmediatamente
después de su sintesis y liberacion a medio extracelular a través de un proceso
autocatalitico, €l cual conlleva a la pérdida de los dominios | y Il, alcanzando de esta
manera su forma madura y activa de 22 kDa. Un ADN complementario codificando a
los dominios | y Il de la MME vy a epitope myc fue amplificado por medio de una
transcripcion reversa seguido de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa). La
secuencia del epitope myc derivado del péptido pp62 c-myc humano y que codifica a los

siguientes 10 aminoacidos (EQKLISEEDL) fue fusionado a termina 3 y una
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secuencia codificando a “Kozak motif” fue fusionado a termina 5 del ADN
complementario resultante, e cual fue flaguedo a su vez en ambos extremos por una

posicién de la enzima de restriccion Xho |.

Figura 2. Construccion del vector o plésmido de expresion. EI ADN complementario
de 888 pares de bases que codifica a los dominios | y Il de la metaloelastasa de
macrofagos y a epitope myc fue clonado dentro del vector eucariota de expresion
pCAG-BSD. La transcripcion de la MME fue conducido por e facilitador de
citomegalovirus (CMV enhancer) y e promotor beta-actin (chicken beta-actin
promoter). El vector contiene también un gen llamado BSD (blasticdin S deaminase) €l
cua confiere resistencia hacia € antibi6tico blasticidin S, necesario para € proceso de

seleccion de aquellos clones conteniendo €l vector.
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Figura 3. Procedimiento para la transduccién o transferencia de genes usando
liposomas asociados a Virus Hemaglutinante de Japon (HVJ). El plasmido
conteniendo € ADN complementario de interés y la proteina nuclear (HMG-1) son
incluidos en liposomas, y éstos a su vez son asociados con e HVJ. El liposoma-HVJ
resultante transduce el ADN-HMG-1 dentro del citoplasma y e complgo migra

répidamente al interior del nicleo.
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Figura 4. Inhibicion del crecimiento de tumores primarios después del tratamiento con
la metal oelastasa de macrofagos (MME). A laizquierda, curva del crecimiento tumoral
in vivo de los tumores tratados con MME (MME-HVJ) o con el vector control (Vector-
HVJ). Obsérvese la inhibicion significante del crecimiento tumora a los 15 dias en
aguellos tumores tratados con MME (P = 0.03). La administracién de tratamiento es
marcado con las flechas. A la derecha, ratones BALB/c portando tumores de colon en €
espacio subcutaneo del espacio dorsal. Notese las caracteristicas macroscopicas de los
tumores a los 15 dias. Los tumores tratados con MME lucen planos y palidos; mientras
gue aquellos tumores gue recibieron solo e vector control se visualizan abultados 'y con

un color rojizo, tipico de tumores hipervascul arizados.
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MME-HVJ

Figura 5. Evauacion témporo-espacia de los vasos sanguineos intratumorales
utilizando una técnica llamada microangiografia. Aquellos tumores que recibieron la
metal oel astasa como tratamiento (MME-HV J) muestran un patron hipovascular con una
red vascular aterada donde los capilares se visuaizan acortados y disminuidos en
calibre. Por e contrario, los tumores controles (Vector-HVJ) muestran una excesiva

vasculatura con una red vascular bien formada.
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