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1. Introduccion
1.1 Angiogénesis
1.1.1. Angiogénesis y vasculogénesis

El término angiogénesis se refiere al proceso que conduce a la formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente (Fig. 1) (Dvorak, 2005). El proceso
de la angiogénesis incluye la migracion y proliferacién de células endoteliales (CEs), la
formacion y organizacion de grupos celulares en estructuras tubulares que eventualmente
se uniran, para finalmente madurar en vasos sanguineos estables (Zhu y Witte, 1999). La
angiogénesis se lleva a cabo principalmente por los siguientes pasos (Carmeliet, 2005;
Risau, 1997):

1. Las CEs precursoras dan origen a los vasos sanguineos.

2. Las CEs se ensamblan formando un laberinto vascular primitivo de capilares
pequefos (vasculogénesis).

3. El plexo vascular se expande de manera progresiva debido al nacimiento de los
vasos.

4. Este se remodela formando una red vascular altamente organizada de vasos
grandes que se ramifican en vasos pequefos.

5. Los canales recién formados por CEs, son cubiertos por pericitos y células de
musculo liso, las cuales regulan la contraccién y dilatacion de los vasos sanguineos,

proporcionando resistencia y permitiendo la regulacién de la perfusion de los vasos.

I" 'R “\ Fig. 1. Representacion esquematica del
~ N\

\ proceso  angiogénico. Extraido de

lf'\ \ Martinez-Ezquerro y Herrera, 2006.
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Se pueden distinguir dos tipos de angiogénesis, la angiogénesis fisioloégica o
normal y la angiogénesis patoldgica o anormal . La primera, ocurre durante el crecimiento
necesario de vasculatura que comienza en la embriogénesis y que continua después del
nacimiento en el desarrollo temprano postnatal. La segunda aparece cuando se alcanza y
sobrepasa el umbral entre los estimuladores e inhibidores angiogénicos. Esta, a su vez, se

puede diferenciar en dos tipos de angiogénesis:

- angiogénesis activada

- angiogénesis inhibida

La diferencia entre estos 2 tipos de angiogénesis depende de cuales sean los niveles
dominantes de moléculas pro- 0 anti-angiogénicas, respectivamente (Ferrara, 2002). Existen
diversas enfermedades asociadas a los distintos tipos de angiogénesis, una de las cuales
(la proliferaciéon de células tumorales), es de gran interés para nuestra investigacion (ver
Tabla 1).

ANGIOGENESIS

ACTIVADA INHIBIDA

* Hemangiomas * Isquemia del miocardio
* Psoriasis *|squemia periférica
* Sarcoma de Kaposi *lsquemia cerebral

* neovascularizacién ocular
* Artritis reumatoide

* Endometriosis

» Aterosclerosis

*Cancer

Tabla 1. Patologias que cursan con activacion (columna izquierda) o con inhibicion (columna

derecha) de los procesos angiogénicos. Extraido de Martinez-Ezquerro y Herrera, 2006.

Existen distintos procesos relacionados con la angiogénesis que implican el
crecimiento endotelial vascular; uno de éstos es la vasculogénesis que generalmente hace
referencia a la formacion de nuevos vasos sanguineos que ocurre en el desarrollo temprano

del embridn a partir de células precursoras (Kelley y cols, 1997) (Ver Fig. 2).
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Morphogenic Phases of Vasculogenesis

Mesodormal Angioblasis Angioblasl Endotheliasl Coll Hascent Endothelinl Tube Mature Blood
Cell Agpgrogalo Aggregalo Veasol

Matilily Call-Call Interactlon/ Epith|lal Stabdie atlon Mural Cell
Luman Formeaton/Sprouting Investmant

Fig. 2. Fases de la vasculogénesis.

» Angiogénesis y vasculogénesis en el desarrollo embr ionario:

La angiogénesis y la vasculogénesis son dos mecanismos que dan lugar a la

formacion de la red vascular en el embrion.

La vasculogénesis da lugar al corazén y un primitivo plexo vascular dentro del
embrién y de las membranas que lo rodean, como la circulacién en el saco vitelino. La
angiogénesis es la responsable de la remodelacion y ampliacion de esta red vascular.
Mientras que la vasculogénesis se refiere a la diferenciacion in situ y el crecimiento de vasos
sanguineos desde el mesodermo derivado de hemangioblastos, la angiogénesis esta
compuesta por dos mecanismos diferentes: la germinacién endotelial y el crecimiento

microvascular por invaginacion (CMI).

- El proceso de germinaciéon se basa en la migracion de células endoteliales, la

proliferacion y la formacion del tubo.

- El CMI divide el lumen de los vasos existentes mediante la formacion y la insercion
de pliegues de tejido y columnas de tejido intersticial en el lumen o luz del vaso
(Patan, 2000) (Fig. 3).
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a Sprouting angiogenesis b Vasculogenesis

Tip cell
Basement EPC differentiates
membrane Pericyte Zab into EC

Tumour cells co-opt
pre-existing vessels

e Vascular mimicry f Tumour cell —» EC differentiation

% 0

Tumour cells line Cancer stem-like cells
tumour vessels differentiate into ECs

Fig. 3. Mecanismos de formacién de los vasos sanguineos. Extraido de Carmeliet y Jain, 2011.

1.1.2. Mecanismos de angiogénesis

Ademas del VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), existen distintas
moléculas implicadas en la regulacién positiva de la angiogénesis, incluyendo la
superfamilia FGF , factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) y TGF-B, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), angiogenina, interleucina 8 (IL-8), las angiopoyetinas (Ang-1
y -2) (Yancopoulos y cols, 2000) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
entre otros. Aunque actualmente se reconoce al sistema que incluye al VEGF y sus
receptores como el principal regulador de las CEs vasculares y de la formacion de vasos
sanguineos (Ferrara, 2002; Carmeliet y Collen D, 2002). A continuacién se expondrd un
breve resumen de cada uno de ellos para poder apreciar, la importancia que tienen durante
el proceso de la regulacion de la angiogénesis.
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- EI VEGF es un factor de crecimiento con actividad mitogénica altamente especifica
para las CEs; es miembro de la superfamilia de genes VEGF-PDGF que incluye al VEGF-A,
-B, -C, -D y -E, asi como al factor de crecimiento de placenta (PIGF) (Shibuya, 2001;
Veikkola y cols, 2000).

Dominio de unién
al complemento

Dominio del

Factor de

Coagulacién
} ini

Dominio
de union

Dominio
de
dimerizacién

e

” 05
e S r S N, "K.."":N v e
ot B P, i
b, ~ o

SISO A~
WS
Dominio - -
Tirosina
Cinasa s
MNeuropilina
I 4o
VEGFR-1 Neur(;plilna
2

(FLT-1) VEGFR-
(FLK-1) VEGFR-3
(FLT-4)

Fig. 4. Dominios que constituyen el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Extraido de

Martinez-Ezquerro y Herrera, 2006.

El VEGF activo estd compuesto por dos subunidades idénticas. La unién a su
receptor es mediada por el homodimero. La modulacion de la actividad del VEGF viene

dada por la unién a heparina (ver Fig. 4).

El VEGF responde a varios estimulos tales como hipoxia/isquemia principalmente, a
distintos factores de crecimiento, oncogenes activados asi como a distintas citoquinas,
estrégeno y oxido nitrico (NO). Mediante estos estimulos se aumenta la expresion del VEGF
(Shibuya, 2001; Partanen, 2001) induciendo la proliferacion de CEs derivadas de las
arterias, venas y vasos linfaticos (Ferrara, 2002) asi como la proliferacién de algunos tipos

celulares no endoteliales (Matsumoto y cols, 2001).

Ademas es un hecho a resaltar, que el VEGF promueve la migracién celular e inhibe
la apoptosis (D’Arcangelo y cols, 2000), promueve la angiogénesis y la permeabilizacién de
los vasos sanguineos y participa en la vasculogénesis (Partanen, 2001) y en la

linfangiogénesis (Nagy y cols, 2002).
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Cuando su regulacion es normal, el VEGF contribuye al remodelamiento vascular
durante el ciclo ovarico y la implantacion embridnica, a la cicatrizacion y reparacion,
mientras que cuando es inadecuada, este factor contribuye al desarrollo de tumores sélidos

al promover la angiogénesis.

- Superfamilia FGF. Pertenecen a esta familia, todos los factores del crecimiento
fibroblastico (FGF) y entre sus miembros mas importantes cabe mencionar: FGF-1 (FGF
acido) y FGF-2 (FGF basico), (Ornitz D.M e Itoh N, 2001). Los FGFs estimulan
generalmente una variedad de funciones celulares uniéndose a los receptores de FGF de la

superficie de la célula en presencia de proteoglicanos de la heparina.

FGF-1, es el Unico entre los 22 miembros de la familia de FGF que puede
desencadenar una respuesta angiogénica en los tejidos dafados (hipoxia). FGF-1 estimula
la proliferacion y la diferenciacion de todos los tipos celulares necesarios para construir un
vaso arterial, incluyendo las células endoteliales y las células lisas del musculo; este hecho

distingue a FGF-1 de otros factores de crecimiento angiogénico (Stegmann, 1998).

Ademas de FGF-1, FGF-2 es un factor mas angiogénico que VEGF pero menos
potente que FGF-1. Resumiendo, FGF-1 y el FGF-2 estimulan la proliferacién de los

fibroblastos y de las células endoteliales que dan lugar a la angiogénesis.

- Angiopoyetinas . ANG 1 y ANG 2, se requieren para la formacién de los vasos
sanguineos maduros (Thurston, 2003). ANG1 y ANG2 son factores de crecimiento proteicos
gue actuan ligandose a sus receptores de tipo 1 y de tipo 2; parece que las sefales de la
célula estan transmitidas sobre todo mediante los receptores de tipo 2. Estos receptores son

quinasas de la tirosina.

- Familia PDGF. La familia de PDGF consiste en PDGF-A, - B, - Cy - D, que forman

homo- o el heterodimeros. Los cuatro PDGFs son inactivos en su forma monomérica.

El enlace de PDGFs se establece con los receptores de proteina quinasa de la
tirosina (receptor-a de PDGF y — B). La expresion de ambos receptores y de cada uno de los
cuatro PDGFs esta bajo control independiente, dando al sistema de PDGF/PDGFR una alta
flexibilidad. Diversos estimulos externos como por ejemplo la inflamacion y la angiogénesis,
modulan la expresién celular del receptor permitiendo unirse a algunos PDGFs pero no a
otros. Ademas, algunas células exhiben solamente una de las isoformas de PDGFR

mientras que otras células expresan varias isoformas, simultdneamente.
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- TGF- B. En ratones se ha estudiado que la pérdida de los receptores TGF- ALK-
1, TGFR-1 (ALK-5), TGFR-2 o ENG da como resultado malformaciones arteriovenosas
(Pardali, 2010). Sin embargo, la comprensién de las bases moleculares de este estudio ha
sido dificil debido a resultados incoherentes. Esto se debe en parte, a los efectos pro- y anti

- angiogénicos de los miembros de la familia TGF-8.

Por otra parte, aunque TGF-B promueve la deficiencia de ENG o ALK-1 y deteriora el
desarrollo celular, ain no esta claro si otros componentes TGF-f median sus efectos
vasculares en vivo por medio de las células endoteliales (Pardali, 2010). Estudios preclinicos
han demostrado que los anticuerpos contra ENG o ALK-1 pueden inhibir la angiogénesis
tumoral y el crecimiento. Varios bloqueantes de TGF-beta se encuentran en etapas

tempranas de ensayo clinico.

- Otros factores angiogénicos. MMP  (metaloproteinasa de la matriz) es otro factor
gue contribuye de forma importante en la angiogénesis. MMPs, ayuda a degradar a las
proteinas que mantienen las paredes del vaso sélidas. Esta proteolisis permite a las células
endoteliales poder escaparse hacia la matriz intersticial segun lo visto en la angiogénesis.
Por lo tanto, la inhibicibn de MMPs previene la formacioén de nuevo tubos capilares (Haas y
cols, 2000).

- DIl4 (Delta-como el ligando 4), es una proteina recientemente descubierta como
factor del crecimiento con unas caracteristicas angiogénicas importantes similares a VEGF
(Lobov y cols, 2007).

1.2  Angiogénesis y proliferacion tumoral
1.2.1. La angiogénesis como factor de proliferacion tumoral

Teniendo en cuenta que el oxigeno debe ser distribuido por la sangre a todas las
células del cuerpo de un organismo, es necesario que las células estén localizadas (por lo
menos en los vertebrados) entre 100 a 200 ym de un capilar para poder sobrevivir
(Semenza, 2003; Carmeliet y Jain, 2000), por lo que si un grupo de células tumorales
necesitan evadir la inanicion, requieren promover el proceso normal de la angiogénesis para
formar su propia fuente sanguinea mediante el desarrollo de nuevos vasos sanguineos y
asi, superar la falta de distribucién de oxigeno y nutrientes y evadir una muerte certera
(Goodsell, 2003; Zetter, 1998).
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Fig. 5. Factores mediadores de la angiogénesis tumoral (Letelier, 2007).

Las células del tumor inducen angiogénesis en un proceso similar al de angiogénesis
normal. La angiogénesis del tumor también es mediada por las moléculas generadas por las
células del tumor y las células circundantes, tales como pericitos y monocitos (ver Fig.5)
(Letelier, 2007).

El VEGF, Ang2, y FGF estan implicados en la angiogénesis del tumor, pero en
concentraciones mas altas que en la angiogénesis de tejido normal. También actian otros
factores que normalmente no estan implicados en la angiogénesis normal, como por ejemplo
la interleuquina-8 (IL-8), que es mas bien un factor de inflamacion. La sobreexpresion de IL-
8 en el tumor estimula la produccién del metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2), que degrada
la membrana basal, remodela la matriz extracelular y facilita la angiogénesis del tumor. Esta
activacion de la angiogénesis conduce a la neovascularizaciéon del tumor, dando como
resultado su proliferacion y crecimiento rapido (Nagy y cols, 2002). La angiogénesis no
participa en la carcinogénesis pero si promueve la progresién tumoral (Carmeliet, 2005) y es
un elemento esencial para la formacion de metastasis al proveer un sitio de entrada a la
circulacion de los vasos sanguineos, asi como de oxigeno y nutrientes por la neo-

angiogénesis (Zetter, 1998).
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Ademads, el tumor puede secretar factores que promueven reacciones linfaticas de
manera similar a la produccion de factores angiogénicos, influyendo en la ruta de
diseminacion metastasica dado que los vasos linfaticos pueden ser invadidos por las células

tumorales.

Considerando lo anterior, queda claro que el bloqueo de la angiogénesis es
actualmente considerado como una estrategia clave para atacar el crecimiento tumoral y el
desarrollo de metastasis, hecho que nuestro equipo de investigaciébn desarrollara en esta

tesis.
1.2.2. Hipoxia y angiogénesis

El carcinoma hepatocelular (CHC) es un tumor hipervascularizado y la angiogénesis
juega un papel importante en su progresion (Sun y Tang, 2004). La hipoxia estimula a la
angiogénesis ya que induce la expresion de factores de crecimiento angiogénicos tales
como el VEGF (Kim y cols, 1998; Von Marschall y cols, 2001) provocando el crecimiento del
tumor (Fig. 6). El factor inducible por hipoxia (HIF-1) da lugar a la expresion de VEGF,
angiogénesis y crecimiento tumoral (Maxwell y cols, 1997). Ademas, la hipoxia induce la
expresion de Rac, Id-1 (inhibidor de diferenciacion) e incrementa la estabilizacion de HIF-1q,
resultando asi una alta regulacién de VEGF (Lee y cols, 2006). Ademas de la expresion de
HIF-1la y VEGF, la expresion de los supresores del tumor Hippeul-Lindau y p53 estan

regulados por la hipoxia (Xue y cols, 2006).

Hypoxa Metabolic adaptation
/ (increase in glycolytic
/ enzymes)
HIF-1
activated

Blood vessel growth

http://dbs.umt.edu

Fig. 6. Hipoxia y angiogénesis. Extraido de la pagina web http://dbs.umt.edu.
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Recientemente, las drogas utilizadas para tratar la hipoxia han despertado mucho
interés en la terapia contra el cancer (Nagasawa y cols, 2006). Los inhibidores del HIF-1a se

utilizan como un nuevo tratamiento para la terapia anti-angiogénica contra el cancer.

La curcumina, el extracto natural del té verde y sus principales componentes
(epigalocatequin-3-galato y resveratrol), 3-(5'-hidroximetil-2'-furil)-1-bencil indazol (YC-1),
TX-402, vitexina, CK2a siRNA, y rapamicina inhiben significativamente los factores de
hipoxia, lo cual conlleva una disminucién de angiogénesis debido a una baja expresion de
HIF-1y VEGF (Bae y cols, 2006).

1.2.3. Aplicaciones clinicas de los bloqueantes angiogénicos

En los afios 70, Judah Folkman comenzé una nueva carrera en contra del cancer, al
hipotetizar que si el tumor requeria de la neo-angiogénesis para poder crecer mas alla de 1-
2 mm entonces, al inhibir la angiogénesis, la expansion tumoral deberia regresar por lo

menos a un tamafio de 1-2 mm (Zetter, 1998; Ferrara y Kerbel, 2005).

Existen distintas situaciones patoldgicas que estan caracterizadas por un aumento
(cancer, desordenes oculares, articulares y de la piel) o una disminucidn de la angiogénesis
(tejidos isquémicos) (Carmeliet, 2005), y este aumento o disminucién es el resultado del

sistema de activacién/inactivacién que involucra a los VEGFs/VEGFRs.

El desarrollo de agentes farmacol6gicos que inhiben o promueven la angiogénesis,
hace a este sistema particularmente conveniente para su intervencion en la busqueda de

resultados terapéuticos eficientes (Fig.7).

a Production of angiogenic b Vessel lining by turnour cells or
factors, hypoia tolerance or ECs derived from putative CSCs,
increased invasiveness of more vessel co-option or intussusception
malignant and hypaoiic

tumour cells
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d BMDC recruitment or )
CAF activation € Pericyte-covered tumour vesssls

Fig. 7. Mecanismos de resistencia para VEGF en terapia contra el cancer. Extraido de

Carmeliet y Jain, 2011.

Es importante destacar que el VEGF juega un papel fundamental en distintas
condiciones, como el cancer con metastasis , por lo que su inactivacion mediante la
aplicacion clinica de bloqueantes del mismo serviria como estrategia anti-angiogénica, y
podria ser una solucién ante la proliferacién de células tumorales (Fig. 8) (Martinez-Ezquerro
y Herrera, 2006).
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VEGFR-2 =
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[ DR
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Sorafenib | |— Sorafenib=

etf PI’ /‘@ ('Ta
il | @ornr® &
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vascular M I d Proliferacidn
IRgracion [ .
Sobrevivencia E slul de células
ceiulas endoteliales.

de células

endoteliales
endoteliales

Fig. 8. Lugares donde actian los bloqueantes de VEGF. Extraido de Martinez-Ezquerro y Herrera,
2006.
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Las CEs son el principal blanco de esta estrategia porque, en teoria, su estabilidad

genodmica no les permitiria adquirir resistencia a las intervenciones antiangiogénicas.

Sin embargo, distintas estrategias adicionales se estan enfocando en otros tipos
celulares no endoteliales que afectan a la angiogénesis, por lo menos indirectamente
(Carmeliet, 2005), para impedir la proliferacién de las CEs, prevenir el crecimiento de los
vasos e inducir la regresién de vasos pre-existentes. Procedo a una breve explicacion de

cada una de estas estrategias utilizadas en el &mbito clinico:

- Anticuerpos para el VEGF o inhibidores del VEGF . En virtud de que el VEGF es
uno de los factores clave en la promocién de la angiogénesis, se han llevado a cabo
distintos esfuerzos para inhibirlo mediante anticuerpos. En el 2004 se aprobaron los
siguientes compuestos inhibidores del VEGF: el avastin (bevacizumab), que es un
anticuerpo monoclonal recombinante humanizado contra el VEGFA165 (rhu Mab VEGF); asi
como el pegaptinib, un aptamero que bloguea al mismo factor, para el tratamiento de cancer

colorectal metastasico.

Sin embargo, se ha encontrado también que las estrategias que emplean anticuerpos
anti-VEGF no siempre previenen el crecimiento de tumores sélidos (Partanen y Paavonen,
2001), probablemente debido a la dificultad para bloquear todos los VEGF circulantes (Zhu 'y
Witte, 1999). Por otro lado, los VEGF-C y —D median la diseminacién metastasica cuando
son liberados por las células tumorales (Achen y cols, 1998), por lo que resulta importante
analizar si la inhibicibn de estos factores tiene beneficios terapéuticos en pacientes con

cancer.

- Anticuerpos contra VEGFRs . La sefializacion del VEGFR-1 ha sido ligada a la
induccién de MMP9 y a la facilitacion de la metastasis por lo que es considerado como un
blanco de inhibicion en la terapedtica anti-tumoral (Ferrara y cols, 2003). De hecho, se ha
observado que los anticuerpos monoclonales anti-VEGFR-2 como el DC101 pueden inhibir
la angiogénesis. Debido a que el VEGFR-3 se encuentra expresado ampliamente en la
mayoria de los tumores vasculares humanos benignos y malignos, y es frecuentemente
sobre-expresado durante la transformacion tumoral, esto hace de este receptor un candidato
importante como un potencial blanco terapéutico anti-angiogénesis/ linfangiogénesis contra

el desarrollo tumoral.
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Esta propuesta se sustenta por estudios en los que la inactivaciéon del VEGFR-3
mediante el bloqueo por anticuerpos monoclonales, suprime el crecimiento tumoral al inhibir

la neo-angiogénesis en tejidos con tumor (Partanen y Paavonen, 2001).

- Sefiuelos solubles . Aprovechando la actividad de unién del VEGF y PIGF al sFlt,
se han disefado estrategias que emplean VEGFRs solubles que secuestran a sus ligandos
evitando la union a sus receptores de membrana, demostrando que son capaces de suprimir

el crecimiento tumoral y la vascularizacion (Holash y cols, 2002).

- Moléculas pequeias inhibidoras de VEGFRTKs . Se han desarrollado distintas
molécula con la finalidad de detener el crecimiento tumoral, al bloquear la cascada de
sefializaciébn de los VEGFRs. Algunas de estas moléculas inhibidoras que han sido
analizadas en protocolos clinicos fase /11l (Ferrara y Kerbel, 2005), incluyen al SU6668 que
bloquea tanto al VEGFR-2 como al PDGFR- (Shibuya, 2001; Bikfalvi y Bicknell, 2002), Bay
43-9006 o sorafenib, que bloquea al VEGFR- 2 y -3 (Ferrara y Kerbel, 2005) o vatalanib
(Wood y cols, 2000) que bloquean a los VEGFR-1y -2.

En ensayos clinicos de fase | la angiozima ha demostrado ser bien tolerada sin

conocerse aun sus beneficios terapeuticos (Zhu y Witte, 1999).

- Esteroides angiostaticos.  Algunos esteroides incluyendo a la progestina, acetato
de medroxiprogesterona (Unico evaluado en estudios clinicos) y glucocorticoides como la
dexametasona y cortisona fueron las primeras moléculas reconocidas en contar con
actividad anti-angiogénica (Pietras y Weinberg, 2005). Sin embargo, otro esteroide, la
escualamina, interrumpe significativamente la proliferacion y progresion tumoral en estudios
in vitro, mientras que en estudios pre-clinicos, ha mostrado beneficios aditivos en el retraso

del crecimiento tumoral.

- Inhibidores enddgenos. Consisten en fragmentos de proteinas grandes, que
pueden actuar como inhibidores endégenos de la angiogénesis a razén de precursores

latentes activados por la protedlisis.

- Inhibidores de metaloproteinasas. Todos los miembros de la familia de los
inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs) inhiben la angiogénesis, asi como el

crecimiento tumoral y la metéastasis.

13



Javier Carmona Cortés Introduccion

- Modificadores de la respuesta biolégica . Son sustancias sintéticas como el
interferon-a (citosina) que se han utilizado para tratar distintos tumores, empleando su
capacidad para estimular al sistema inmune y afectar el suministro sanguineo (Folkman,
2003).

- Péptidos anti-adhesivos . Anticuerpos que reconocen a la integrina asi como
péptidos antagonistas, han mostrado la capacidad de bloquear la interaccion de las
integrinas con sus activadores, y actualmente se estan realizando estudios clinicos de fase Il

para evaluar su utilidad en el tratamiento de distintos tumores sélidos (Zhu y Witte, 1999).

- Otros agentes . Los oligonucleétidos antisentido (Ferrara, 2002), asi como
anticuerpos de fragmento variable de wuna sola cadena (scFv), inmunotoxinas,
inmunoliposomas (Zhu y Witte, 1999), anticuerpos e inhibidores de canales de calcio que
bloguean la proliferacion y migracion de las células tumorales han sido utilizados
exitosamente contra el crecimiento tumoral, principalmente al inhibir la actividad

angiogénica por lo que disponen de un gran futuro en ensayos clinicos.

- Estrategias combinatorias. Como ya hemos revisado, el dirigir las estrategias
contra el VEGF, aunque es el principal factor angiogénico, por si solo no es suficiente para
erradicar tumores malignos debido a que hay muchos factores angiogénicos ademas de
éste. Para atacar este problema, se ha de combinar estrategias, obteniendo asi efectos
anti-tumorales mayores como por ejemplo al combinar la terapia anti-angiogénica
particularmente contra el VEGFR y VEGFR-2 con la radioterapia asi como quimioterapia,

respectivamente (Ferrara, 2002).
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1.3 El sistema renina-angiotensina como reguladord e la angiogénesis y

vasculogénesis

Diferentes lineas de investigacion demuestran que la hipertension y la angiogénesis
son fendbmenos funcionales asociados. El sistema renina-angiotensina (SRA) juega un papel
central en la hipertension arterial y se ha propuesto que regula la formacién de los vasos
sanguineos durante el desarrollo normal y en el cancer. Esta hipotesis se basa en diversos
resultados bioquimicos, genéticos, clinicos y epidemiologicos, que guardan diferencias entre
especies y pueden tener implicaciones relacionadas con la cardiologia, oncologia y

neonatologia.

1.3.1. Angiotensinas (ANG)

Las angiotensinas pertenecen a una familia de péptidos involucrados en la respuesta

vascular.

El primero de estos agentes es el angiotensinégeno hepatico sobre el cual actia la
renina, secretada por el aparato yuxtaglomerular (a nivel del rindn), transformandolo en
angiotensina | (ANG 1) que practicamente carece de accion vascular (Donoghue, 2000;
Brown, 2005) (Fig. 9). Por accién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), la ANG |
es transformada en angiotensina Il  (ANG 1), que es un potente vasoconstrictor que ejerce
sus efectos fisiol6gicos a través de la interaccidn con dos tipos de receptores denominados
ATlyAT2:

- Elreceptor AT1 estd ampliamente distribuido en tejidos adultos. La interaccion de la
ANG Il con el receptor AT1 produce un efecto vasoconstrictor, y un aumento en la
contractibilidad cardiaca (De la Serna, 2004). Ademas, tiene acciones proangiogénicas y
participa en diversas patologias renales y vasculares (Kim, 2000; Turner, 2002). Diversos
estudios sefialan la existencia de este receptor en el corazén (Sibinga, 2000) y en los vasos

sanguineos (Murphey, 2000).

- El receptor AT2 tiene una distribucion més limitada. Los receptores AT2 ejercen un
efecto antagénico dando lugar a vasodilatacion y actividad antiproliferativa (Brown, 2005;
Baudin, 2002).
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Fig. 9. Acciones inducidas por las diferentes angio tensinas a través de sus receptores. A través
de diversas rutas metabdlicas, la ANG | da origen a los distintos péptidos vasoactivos del SRA. Estos
a su vez, interaccionan con receptores especificos para generar las diferentes respuestas fisiol6gicas

en el organismo. Extraido de Pennanen, 2005.

Existen algunas vias alternativas para la formacion de ANG Il independientes de
ECA. En dichas vias es indispensable la participacion de enzimas como la CAGE
(Chymostatinsensitive Ang Il Generating Enzyme), la quimasa y la catepsina G, de las
cuales la méas predominante es la quimasa la cual desempefia un papel importante en

corazones isquémicos o hipéxicos (Turner, 2002; De la Serna, 2004 y Ferreira, 2005).
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Cuimasa
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ANGIOTENSINA I

Rutas alternativas ANGIOTENSINOGENO*
Sisternas tisulares
REMINA
t-PA
Catepsina G AMGIOTENSINA IF

RECEPTORES DE ANGIOTENSINA

VASOCONSTRICCION CRECIMIENTO RETEHNCION DE  ACTIWACION
CELULAR SODIOY FLUIDOS  SIMPATICA

Fig. 10. Vias alternativas para la formacion de ANG Il. Extraido de Waisman y Morales, 2005.

Como consecuencia de la interaccion con sus distintos receptores, las acciones de

las angiotensinas se pueden concretar en:

* ANG |. Decapéptido separado del angiotensinégeno por accién de la renina. Débil

vasoconstrictor y precursor de ANG II.

* ANG Il. Octapéptido con potentes propiedades vasoconstrictoras. Tiene otras acciones
como:

a) Liberacion de aldosterona (de la corteza de las glandulas suprarrenales), promoviendo
la retencion de aguay sal.

b) Liberacion de catecolaminas de la médula suprarrenal y de neuronas simpéticas.

c¢) Crecimiento celular en el tejido vascular y miocardico.

Ademas de las diferentes especies de ANG ya mencionadas, hay que destacar la

presencia de dos péptidos mas:
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* La ANG lll, asociada al control central de la presién sanguinea y la liberacion
de vasopresina.

 La ANG IV que, periféricamente, incrementa el flujo sanguineo renal y la
natriuresis, y, a nivel del sistema nervioso central (SNC) facilita la retencion y recuperacion

de la memoria.

Ambas son producidas por la accion de aminopeptidasas (APs) sobre la ANG Il y Il
(De la Serna, 2004; Turner, 2002 y Ferreira, 2005).

1.3.2. El sistema renina-angiotensina como regulador de la angiogénesis y

vasculogénesis

El SRA es uno de los reguladores méas importantes en los procesos de angiogénesis
y vaculogénesis. Este hecho parece ser que se debe en gran parte a los efectos
angiogénicos de las peptidasas que metabolizan la angiotensina. Se ha estudiado el SRA
como regulador tanto de la angiogénesis que se produce durate el desarrollo fetal, como de

la angiogénesis patoldgica.

En los Ultimos afios se ha intentado analizar el papel de las peptidasas pro-
angiogénicas responsables de metabolizar la ANG Il. La proteasa asociada a membrana
aminopeptidasa A o también conocida como glutamil aminopeptidasa (GIuAp), se expresa
en las células endoteliales vasculares del cuerpo. Esta enzima rompe el extremo NH2-
terminal de aspartato de la molécula de ANG Il (8 aminoacidos) y la transforma en ANG llI,
de 7 aminoécidos (Fig.11) (Jackson y cols, 2001), la cual tiene una alta afinidad por los
receptores de ANG: AT1 y AT2. Tanto la ANG Ill como la ANG II, promueven en el sistema
cardiovascular la produccion de citoquinas y factores de crecimiento (Ruiz-Ortega y cols,
2001), y se ha demostrado un aumento de la actividad enzimética de la GluAp en el
endotelio vascular de los tumores humanos y que los ratones que carecen de GIluAp no
manifiestan respuestas angiogénicas frente a la hipoxia o a factores de crecimiento (Marchio
y cols, 2004). Estos hallazgos indican que, ademas de la ANG II, la ANG Il también posee

actividad proangiogénica.
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Fig. 11. Papel del SRA en la angiogénesis. *, agente antiangiogénico; #, agente antihipertensor.
Extraido de Khakoo y cols, 2008.

La aminopeptidasa N o también conocida como alanina aminopeptidasa (AlaAp)
retira el extremo arginina-NH2 terminal de la ANG Il para formar la ANG IV, de 6
aminodcidos (Fig.11) que también tiene actividad proangiogénica a través de la activacion
de los receptores AT4. La AlaAp se expresa en vasos sanguineos de tumores y otros vasos
donde existe angiogénesis patoldgica, y se ha demostrado que los farmacos antagonistas

de la AlaAp tienen efectos anti-angiogénicos in vivo (Pasqualini y cols, 2000).

Ademaés, los activadores de los receptores de ANG Il inducen al desarrollo de
factores de crecimiento endoteliales, como, por ejemplo, el VEGF (Advani, 2007; Egami,
2003; Deshayes y Nahmias, 2005). Estos juegan un papel central en la vasculogénesis y en

el desarrollo embrionario.

Por otra parte, diversos estudios demuestran que el captopril y otros inhibidores de la
ECA, disminuyen el crecimiento de los tumores y que bloguean la angiogénesis (Volpert y
cols, 1996; Yoshiji y cols, 2001). Asi, la administracion de un inhibidor de la ECA disminuye

los niveles circulatorios de VEGF en estudios in vivo (Fujita y cols, 2002; Uemura y cols,
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2008). Otros estudios en pacientes hipertensos revelan una menor incidencia de cancer

cuando se les suministran drogas inhibidoras de la ECA (Lever y cols, 1998).

1.4 Hormonas tiroideas, sistema renina-angiotensina y angiogénesis

1.4.1. Sistema renina-angiotensina y hormonas tiroideas

El hipertiroidismo se acompafia por una hiperactividad del SRA (Ganong y cols,
1982; Garcia del Rio y cols, 1997; Vargas y cols, 2012b). De este modo, la actividad de la
renina a nivel plasmatico y los niveles de aldosterona estan directamente relacionados con

los niveles plasméticos de hormonas tiroideas (Ganong y cols, 1982; Jiménez y cols, 1982).

Se ha podido demostrar que el bloqueo agudo del SRA desciende la presion arterial
en ratas hipertensas hipertiroideas (Garcia-Estafi y cols, 1995) y que, a largo plazo, la
administracion de captopril (que ya hemos mencionado anteriormente como inhibidor de la
ECA), previene la hipertensién inducida por tiroxina (T4) (Garcia del Rio y cols, 1997). Por lo
tanto, estos estudios indican que el SRA juega un papel importante en el incremento de la
presion sanguinea del hipertiroidismo. La T4 acelera el curso de la hipertension Goldblatt
2K-1C (modelo renina-dependiente) mientras que la produccion simultanea (inducida
experimentalmente) de un estado hipotiroideo, previene esta hipertension (Vargas y cols,
1988). Esos datos sugieren que la hormona tiroidea modula el efecto presor del SRA. Sin
embargo, la supresion de los niveles de hormona tiroidea no previenen la hipertensién 2K-
1C en su fase establecida. Los efectos contradictorios del hipertiroidismo en la hipertension
establecida no se han explicado, aunque puede que involucren cambios morfoldgicos

irreversibles en la pared vascular (Folkow, 1990).

Varios autores han descrito una estrecha relacion entre los niveles de hormona
tiroidea y el SRA en el desarrollo de hipertrofia cardiaca en el hipertioidismo (Diniz y cols,
2007,2009; Kobori y cols, 1997,1999). Asi, Kobori y cols, (1997, 1999) demostraron que la
renina cardiaca, su ARNm y los niveles de ANG Il, estaban todos incrementados en ratas
tratadas con tiroxina de una manera independiente al sistema nervioso simpatico y al SRA
circulante, y que esos incrementos contribuian al desarrollo de la hipertrofia cardiaca.
Ademas, la hipertrofia cardiaca inducida por la tiroxina es reducida por el bloqueo del
receptor AT1 con losartan (Kobori y cols, 1997,1999). Sin embargo el inhibidor captopril, que
es efectivo clinicamente para reducir la hipertrofia cardiaca en la hipertensién arterial

esencial (Dunn y cols, 1984), inhibié el SRA circulante y redujo la presién sanguinea, pero
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no impidio la hipertrofia cardiaca en ratas hipertiroideas tratadas con T4 (Garcia del Rio y
cols, 1997).

Established
Controversial

Mo effect
Mot studied

Fig. 12. Papel de las hormonas tiroideas y del SRA en las manifestaciones renales y
cardiovasculares del exceso de hormona tiroidea. La figura resume la participacién de ANG Il en los
efectos de la hormona tiroidea. Figura extraida de Vargas y cols, 2012b.

La mayoria de los sintomas y signos caracteristicos de la enfermedad tiroidea
resultan de los efectos de las hormonas tiroideas sobre el corazén y el sistema
cardiovascular como ya hemos mencionado anteriormente. Las hormonas tiroideas
interactdan con los sistemas involucrados en la regulaciéon cardiovascular, como son:

v La actividad nerviosa simpatica
v’ El sistema-renina-angiotensina

v La secrecion de péptidos natriuréticos, vasopresina y la homeostasis renal.

Tanto el hipertiroidismo como el hipotiroidismo producen cambios en la contractilidad
cardiaca, el consumo de oxigeno, el gasto cardiaco, la presion arterial y la resistencia
vascular sistémica (Klein y cols, 2007; Klein y cols, 2001). Se ha podido demostrar que la
hormona tiroidea induce a la aparicion de hipertrofia cardiaca, la cual, est4 asociada con el

sistema nervioso simpatico y el SRA (Hu y cols, 2003). Es muy frecuente el hallazgo de la
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hipertensién arterial tanto en el hipotiroidismo como en el hipertiroidismo, lo que sugiere la
existencia de mecanismos diferentes en ambas condiciones (Fommei y cols, 2000; Marcisz
y cols, 2001).

Por tanto, el SRA tiene gran importancia en el control de la presion arterial en
interaccion con las hormonas tiroideas (Vargas y cols, 2012b; Feldt-Rasmussen y cols,
2007). Ademés, se ha observado una relacion directa entre los niveles plasmaticos de
hormonas tiroideas y los niveles de actividad plasmética de renina (APR), angiotensinégeno,
ANG Il y aldosterona (Ald) (Dzau y cols, 1982). También se ha podido comprobar que la
terapia con L-tiroxina (T4) normaliza los niveles de APR, Ald y la funcién cardiaca en
hipotiroideos (Ventura y cols, 2001). Los cambios en la actividad del SRA en presencia de
disfuncion tiroidea pueden ser mediados en parte por cambios producidos en la actividad
adrenérgica en la corteza renal, ya que las hormonas tiroideas incrementan el nimero de
receptores adrenérgicos (Vargas y cols, 1992). Si bien en el hipertiroidismo existe un efecto
estimulatorio y en el hipotiroidismo un efecto inhibitorio sobre los componentes del SRA, no
siempre las variaciones en los niveles de renina, angiotensinogeno y Ald ocurren en el
mismo sentido (Jiménez y cols, 1988; Asmah y cols, 1997; Koukolis y cols, 2002; Marcisz y
cols, 2011).

1.4.2. Hormonas tiroideas y angiogénesis

Las alteraciones del estado eutiroideo afectan a todos los sistemas fisiolégicos, pero
sus efectos sobre el sistema cardiovascular son especialmente pronunciados. Dichas
alteraciones se acompafian de importantes cambios hemodinamicos y en la funcién
cardiaca. Tanto en el ser humano como en modelos animales se observan disfunciones en
la regulacion de la presion arterial sistémica en el hiper- e hipotiroidismo. Normalmente, los
cambios fisiopatoldgicos del hipertiroidismo son los opuestos a los que suceden en el
hipotiroidismo. Asi, el hipertiroidismo muestra una circulacion hiperdindmica con mayor gasto
cardiaco, frecuencia cardiaca, presion de pulso, y presion arterial, y disminuciones en la
resistencia vascular periférica, mientras que en los estados hipotiroideos se observan
disminuciones en el gasto cardiaco, en la frecuencia cardiaca, en la presion de pulso y en la
presion arterial, y una resistencia periférica vascular aumentada (Vargas y cols, 2006; Larsen y
cols, 1998; Klein y Ojamaa, 2001). Ademas, el hipertiroidismo acelera (Vargas y cols, 1988),
mientras que el hipotiroidismo previene y revierte algunos modelos de hipertension

experimental, (Vargas y cols, 1988; Andrade y cols, 1992). El hipertiroidismo también esta
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asociado con aumentos en el volumen sanguineo central, y lo contrario ocurre en el

hipotiroidismo (Graettinger y cols, 1957; Graettinger y cols, 1959).

Una de las respuestas cardiovasculares mas tempranas a la administracion de
hormonas tiroideas es la disminucion en la resistencia vascular periférica (Vargas y cols, 2006;
Larsen y cols, 1998; Klein y Ojamaa, 2001). Esta ha sido observada en pacientes

hipotiroideos y en animales eutiroideos tras la administracion aguda de hormona tiroidea.

El hipertiroidismo puede acompafiarse de una disminucion de hasta un 50 % en la
resistencia vascular sistémica (Celsing y cols, 1986). La resistencia vascular reducida podria
ser secundaria a un incremento de la red vascular y/o a alteraciones en los mecanismos de
control vascular, que favorecerian una mayor vasodilatacion. Se ha visto que el hipertiroidismo
esta asociado con un gran numero de capilares en los musculos de humanos (Celsing y cols,
1986) y de ratas (Capo y Sillau, 1983). Este aumento en la densidad capilar puede estar
acompafado por un mayor numero de vasos arteriales de resistencia, lo que daria lugar a la

resistencia vascular reducida.

Por otra parte, las compensaciones en la funcién ventricular del hipertiroidismo
pueden estar relacionadas con el crecimiento sustancial de microvasos coronarios que ha
sido documentado en diversos estudios (Klein y Ojamaa, 2001, Vargas y cols, 1988;
Andrade y cols, 1992; Graettinger y cols, 1957; Graettinger y cols, 1959). Segun Zsotér y
cols, 1994, la hipertrofia cardiaca inducida por la hormona tiroidea esta asociada con un
crecimiento proporcional de capilares y arteriolas, que da lugar al mantenimiento de la

perfusion miocardica maxima.

En resumen, diversos estudios han demostrado que la hipertrofia cardiaca inducida
por T4 esta acompafada de proliferacion capilar que compensa totalmente e incluso excede
la magnitud del engrosamiento ventricular y, por otra parte, las hormonas tiroideas producen
aumentos en la red vascular periférica y en la densidad capilar, demostrando que estas
hormonas pueden jugar un papel fundamental en los procesos angiogénicos. Gran parte de
estas acciones angiogénicas de la hormona tiroidea parecen deberse a acciones no
genomicas de la misma. El receptor de membrana para la T4 ha sido localizado en la
integrina ayf3; (Davis y cols, 2008), y la sefial hormonal es transducida a través de la protein
quinasa activada por mitégenos (MAPK; ERK 1/2), produciendo diversos eventos celulares,
entre los cuales se encuentran la angiogénesis y la proliferacién de células tumorales (Bergh
y cols, 2005; Davis y cols, 2008).
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También se ha demostrado que esta accion proangiogénica esta mediada por FGF2
y que se bloquea cuando se administra un inhibidor de la via MAPK, PD98059 (Davis y cols,
2004).

Diversos estudios epidemioldgicos han sugerido que la hormona tiroidea promueve la
aparicion de varios tipos de cancer. Por lo tanto, altos niveles de hormona tiroidea han sido
asociados a un alto riesgo de cancer de colon, pulmén, préstata y mama, ademas de estar
también relacionados con el crecimiento del tumor (Hellevik y cols, 2009). Algunos estudios
experimentales han demostrado que la hormona tiroidea puede estimular la proliferacion celular
en lineas celulares procedentes de cancer de glandula pituitaria (Barrera-Hernandez y cols,
1999), de mama (Hall y cols, 2008) y de préstata (Tsui y cols, 2008). En otro estudio, también
se pudo comprobar que la hormona tiroidea ayudaba al desarrollo del cancer en modelos
implantados de tumores en ratones (Kumar y cols, 1979), mientras que en los ratones
hipotiroideos se observo el efecto contrario. Ademas, el estado hipotiroideo incrementd la
supervivencia de los ratones después de la implantacion de células de adenocarcinoma
mamario murino (Shoemaker y cols, 1976) e inhibié el crecimiento local y las metastasis de

hepatomas en ratas (Mishkin y cols, 1981).

Theodossiou y cols (2000) también observaron que los ratones tratados con
propiltiouracilo presentaban unos tumores significativamente mas pequefios que los no

tratados con dicho farmaco.

Asimismo, han sido demostradas anomalias en la produccion de NO en los
trastornos tiroideos (Vargas y cols, 2006; Carrillo-Sepulveda y cols, 2010) y se ha
comprobado que el NO es producido por las células tumorales y los tumores sélidos (Lind,
2004).

Aln no se conaoce bien el papel que tiene el NO en el cancer pero puede que influya
en los procesos de iniciacion del tumor, de aumento, de progresion, de adhesion células-
tumor, de diferenciacion, de inmunosupresion y/o de angiogénesis (Lind, 2004). La
angiogénesis es un requerimiento esencial para el crecimiento del tumor. EI NO promueve el
crecimiento de nuevos vasos, ya que, por una parte, puede regular a diversos factores
angiogénicos (Cianchi y cols, 2004) y, por otra parte, puede promover la proliferacion de
células vasculares (Schlossmann y cols, 2003). El efecto preventivo del bloqueo del NO ha

sido demostrado en modelos de cancer esoféagico (Chen y cols, 2004) y mamario (Jadeski y
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cols, 2003) en ratones. En cambio, se ha mostrado que el L-NAME promueve cambios

preneoplasicos en el colon de ratas (Schleiffer y cols, 2000).

La actividad o expresion de las aminopeptidasas responsables del metabolismo de la
ANG Il (Ardaillou y Chansel, 1997), incluyendo la aminopeptidasa A (GluAp) (Nanus y cols,
1998) y la aminopeptidasa N (AlaAp) (Gullbo y cols, 2011), ha sido implicada en el desarrollo
y vasculogénesis tumorales (Khakoo y cols, 2008). Esas aminopeptidasas son diferentes en
varios tejidos de ratas con disfuncion tiroidea (Segarra y cols, 2006) pero el papel modulador
de la hormona tiroidea sobre la actividad aminopeptidasica en el desarrollo tumoral no se

conoce aun.

En la presente tesis doctoral se pretende analizar la influencia del estado tiroideo y la
interaccion hormona tiroidea-NO sobre el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la actividad
aminopeptidasica en un modelo de células de carcinoma de Lewis 3LL implantadas en
ratones. Ademas, también examinamos los efectos sobre esas variables del tratamiento con
tetrac (antagonista del receptor av33 integrina) (Mousa y cols, 2008) y con aminoguanidina,
un inhibidor in vitro (Griffiths y cols, 1993; Misko y cols, 1993) e in vivo (Ortiz y cols, 1996;
Tan y cols, 2000) de la NOS inducible (iNOS).

1.5. El 6xido nitrico como mediador de la angiogéne  sis

1.5.1. Oxido nitrico: sintesis y funciones

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza de forma enzimética por un grupo de enzimas
denominadas oOxido nitrico sintasas (NOS). La NOS cataliza el paso de L-arginina a L-
citrulina mediante un proceso oxidativo de la terminal nitrégeno-guanidin de la L-arginina,

para el cual utiliza oxigeno molecular y NADPH, y en el que se libera NO (Fig.13) (Ignharro,

2002).
L -arginine =
: ’0;

NADPH —— INOS — " NADP
,,i | ‘s

Fig. 13. Proceso de sintesis del 6xido nitrico a través de sus 3 isoformas de oxido nitrico sintasa.

Extraido de la web ww.sgul.ac.uk/depts/immunology/-dash/no/nos.html
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Existen tres isoformas de NOS:

» Neuronal (NNOS)
» Endotelial (eNOS ,
> Inducible (iNOS) .

Todas son flavoproteinas que contienen tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor, y un
grupo hemo (Michel y Feron, 1997). En ausencia de BH4 o de sustrato, ademas de NO,
producen anion superoéxido, sobre todo la eNOS. El anion superdxido es generado por el
dominio oxigenasa del enzima a través de la disociacion de un complejo dioxigeno-ferroso
gue en condiciones normales es estabilizado por la BH4 (Vasquez-Vivar y cols, 1998). Sus

distintas funciones son:

* EI NO producido por la eNOS produce disminucion de tono vascular y
previene que leucocitos y plaguetas se adhieran a la pared vascular (Ignarro, 2002).
Ademas, también se puede localizar en las células mesangiales.

* La nNOS se encarga de la produccion de NO que actia como
neuromodulador o neuromediador en algunas neuronas centrales y en terminaciones
nerviosas periféricas no colinérgicas.

 La isoforma iINOS da lugar a NO que participa en gran cantidad de
fendmenos de la respuesta inflamatoria, tanto en macréfagos como en otras células (Michel
y Feron, 1997).

Tanto la actividad de la nNOS como la actividad de la eNOS estan controladas por
los niveles intracelulares de calcio/calmodulina. Sin embargo, la produccién de NO
dependiente de INOS es distinta de las otras dos isoformas, ya que produce de forma
sostenida grandes cantidades de NO toxico, mientras nNOS y eNOS dan lugar a NO en

segundos con una actividad directa y corta.

Ante el estimulo que provoca una reaccion inflamatoria, la cantidad de produccion
de NO aumenta a expensas de la iINOS, sobrepasando los niveles fisioldgicos, derivados
normalmente de la nNOS y la eNOS (Xie y Nathan, 1994). El NO se oxida a nitratos y
nitritos. Por otra parte, el NO derivado de las células mieloides se une al anién superdéxido,
generado al mismo tiempo y por las mismas células, dando lugar a peroxinitritos (Channon y
Guzik, 2002; Guzik y cols, 2002), oxidantes que median efectos téxicos como dafio al ADN,

oxidaciéon de LDL o formacién de nitrotirosina (Ischiropoulos y Mehdi, 1995). La accion
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fisiologica del NO producido por la INOS, va encaminada al ataque y destruccion de agentes

microbianos.

Las células productoras de cantidades toxicas de NO no sufren sus efectos de
degradacién, pues parece ser que presentan mecanismos especificos de proteccién ante la
formacion de dicho NO toxico. Esto es debido a que los macréfagos protegerian a las
células del NO procedente de la INOS, gracias al sistema del glutation (GSH-GSSG)
(Coleman, 2001) (Fig. 14).

INTRACELULAR OH EXTRACELULAR
(neutrafilo) H20 OH+
Fe2+
1GSH
Haber-WeisS Fed+
NADP++H+ KADPR (f()g Fenton
NADP osidasa 'u.* o 80D ooy ]
GSSG
1 1GSH 2 H10 + GSSG
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GIf > MPO
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(2GS Tyrosina Cl- s *OH
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ascorbe i IooxR sNO: *Tyr HOCI H20?
GSH P 102 {singlete)
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iNOS e Cloracion de lipidos
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*» ONOO
vl
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NOX Xantin
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Fig. 14. Principales reacciones oxidativas tanto a nivel intracelular como a nivel extracelular.Esquema
extraido de tesis doctoral titulada “Parametros de estrés oxidativo en trasnplante renal y efecto

modulador de atorvastatina y n-aceltilcisteina” realizada por M@ Carmen Ruiz Fuentes.
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1.5.2. El 6xido nitrico como factor angiogénico

Existen pruebas considerables de que una angiogénesis eficaz requiere la sintesis

del NO derivado del endotelio.

En primer lugar, un gran nimero de factores angiogénicos inducen la expresion de
eNOS y estimulan la liberacién del NO a partir del endotelio. EI VEGF incrementa la
expresion de eNOS y estimula la biosintesis del NO en células endoteliales venosas
umbilicales humanas cultivadas (HUVECSs) (Hood y cols, 1998; Van der Zee y cols 1997).
Observaciones similares se han hecho en segmentos vasculares de la aorta toracica en
conejo, donde el VEGF estimula la producccion del NO. En este modelo, la pre-incubacion
con L-arginina incrementa dos veces la liberacion basal de NO y la estimulada por VEGF
(Simon y cols, 1990). De igual manera, las células endoteliales también producen mas NO
cuando el estimulo angiogénico es el factor de crecimiento TGFR o el factor de crecimiento
fibroblastico (bFGF), (Inoue y cols, 1995; Tiefenbacher y cols, 1997).

La liberacion de NO por factores angiogénicos parece jugar un papel esencial en sus
efectos. Las células endoteliales venosas umbilicales humanas en un gel tridimensional
producen NO y forman estructuras similares a los capilares cuando son estimuladas por
bFGF o TGFR3. La formacion de capilares inducida por esos factores de crecimiento se ve
blogueada por inhibidores de la NOS, como el L-NAME (Babaei y cols, 1998;
Papapetropoulos y cols, 1997). De igual modo, la inhibicién de la NOS suprime los efectos
angiogénicos del TGFR in vitro (Papapetropoulos y cols, 1997; Ziche y cols, 1994). En un
modelo angiogénico de cérnea de conejo, la angiogénesis inducida por VEGF es bloqueada
por L-NAME (Ziche y cols, 1997).

Estos estudios indican que el NO es un mediador fundamental de la angiogénesis.
Parece que el NO tiene multiples efectos sobre los procesos angiogénicos. EI NO es un
factor de supervivencia endotelial, inhibiendo la apoptosis (Dimmeler y cols, 1999; Rossing y
cols, 1999) e incrementando la proliferacién de células endoteliales (Morbidelli y cols, 1996;
Ziche y cols, 1997). Ademas, el NO mejora la migracion endotelial (Ziche y cols, 1994;
Murohara y cols, 1998). El efecto del NO para estimular la migracién de las células
endoteliales puede que sea debido a la activaciéon de la podoquinesis (Noiri y cols, 1998).

Por otra parte, el NO mejora la interacciébn matriz-célula endotelial induciendo la expresion
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de ay3; (Murohara y cols, 1998) (el ligando para la proteina Del-1 de la matriz extracelular,
el cual es conocido por inducir la angiogénesis) y/o incrementando la descomposicion de la
matriz extracelular a través del aumento de bFGF inducido por un activador del

plasmindgeno tipo uroquinasa (Ziche y cols, 1997).

Ademas, los efectos vasodilatadores del NO puede que juegen un papel en sus
efectos angiogénicos. Se ha obsevado que el incremento en el flujo sanguineo inducido por
prazosin en la microcirculacién esquelética incrementa la proliferacion de las células
endoteliales como indica la absorcion de bromodeoxiuridina por células endoteliales
capilares (Hudlicka, 1998). Es por lo tanto posible que ademas de sus efectos directos sobre
la proliferaciéon de las células endoteliales, el NO pueda influenciar el crecimiento endotelial

indirectamente incrementando el flujo local de sangre.

Por ultimo, deberia ser mencionado que el NO puede inducir la sintesis y liberacién
de VEGF de las células vasculares (Dulak y cols, 2000) en un mecanismo de

retroalimentacion positiva que puede aumentar la respuesta angiogénica.

1.5.3. Oxido nitrico en la disfuncion tiroidea

Se han demostrado aumentos en la actividad de la NOS en tejidos relacionados con

el control de la presion sanguinea en la rata hipertiroidea (Quesada y cols., 2002).

El mecanismo responsable del aumento de la actividad de la NOS en ratas

hipertiroideas no se conoce y varios factores podrian participar:

a) En primer lugar, este hecho podria deberse a un efecto directo de las hormonas
tiroideas como se ha podido comprobar en un estudio en el que se observo una
estimulacion de la actividad NOS en sinaptosomas preparados a partir de la

corteza cerebral de ratas (Chakrabarti y Ray, 2000).

b) La actividad de la NOS también puede estar aumentada en respuesta a la
elevada presion sanguinea en estos animales (Vaziri y cols, 1998), o a la
liberacion aumentada de sustancias vasoactivas como la ANG Il (Hennington y
cols, 1998) o la endotelina (Hirata y cols, 1995), que incrementan la produccion de

NO y estan aumentadas en ratas hipertiroideas.
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c) Por ultimo, también puede participar el mecanismo del estrés de rozamiento
inducido por la circulacion hiperdindmica. El estrés de rozamiento regula la

expresion de la NOS (Xiao y cols, 1997).

La actividad de la NOS en los tejidos de ratas hipotiroideas muestra un patron
heterogéneo, lo cual es dificil de conciliar con una explicaciébn comun, aunque puede ser el
resultado de cambios en la expresion de las diferentes isoformas de la NOS (Quesada y
cols, 2002). De hecho, se ha demostrado que la NOS mitocondrial del musculo esquelético y
del higado esta aumentada, mientras que en los tejidos neuronales, el hipotiroidismo se

asocia a una reduccion de la actividad de la NOS (Ueta y cols, 1995).

Debido a la importancia del NO en el control del tono vascular (Moncada y cols,
1991), el aumento y la disminucién de la actividad de la NOS en la aorta de ratas hiper e
hipotiroideas respectivamente, puede jugar un papel en los cambios en la resistencia
vascular periférica total (RPT). Se sabe que la administracién aguda o cronica de inhibidores
de la NOS aumenta la presién arterial sistémica. Muchos estudios (Fernandez y cols, 1997)
proporcionan evidencia de que en ratas hipertiroideas, existe un aumento en la produccion
de NO. La respuesta presora que tiene un blogqueante de la NOS (el L-NAME) en ratas
hipertiroideas puede ser secundaria a una produccion aumentada de NO, que puede tener

un importante papel homeostatico en estos animales (Rodriguez-Gémez y cols., 2005).

Como el NO puede ser generado por la actividad neuronal (nNOS), inducible (iNOS)
y endotelial (eNOS) y estas isoformas de la NOS estan ampliamente distribuidas en los
organos relacionados con el control de la presion arterial, nuestro grupo de investigacion ha
estudiado los efectos de la inhibicién crénica de las isoenzimas de NOS a largo plazo en

ratas eutiroideas, hipertiroideas e hipotiroideas.

Para ello, se utiliz6 aminoguanidina (AG). La AG es un inhibidor selectivo de la
iINOS (Fig. 15) in vitro (Griffiths y cols, 1993) e in vivo (Mattson y cols, 1998). Los niveles
plasméticos elevados de nitratos y nitritos (indice de la produccién de NO) en los animales
con hipertiroidismo disminuyen con la administracion de la droga, lo que indica que su efecto
presor se relaciona con la inhibicion de la produccion de NO. Debido a que se ha
demostrado que la AG inhibe la INOS (Griffiths y cols, 1993; Mattson y cols, 1998), estos

resultados indican que la isoforma inducible se activa en los animales con hipertiroidismo.
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Fig. 15. Inhibidores de la 6xido nitrico sintetasa (NOS).

1.6. Estrés oxidativo y crecimiento tumoral

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies de
oxigeno reactivo (ROS) y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar rapidamente
los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. En términos quimicos, el estrés
oxidativo es un gran aumento del potencial de oxidacion-reduccion (potencial redox) celular
0 una gran disminucién en la capacidad reductora de los pares redox celulares como el
glutation. El estrés oxidativo severo puede causar la muerte celular y ain una oxidacion
moderada puede desencadenar la apoptosis, mientras que si es muy intensa puede

provocar la necrosis.

1.6.1. Estrés oxidativo y radicales libres

1.6.1.1. Estrés oxidativo y radicales libres

Los principales agentes oxidantes son los radicales libres, generados en las células
por la utilizacion del oxigeno. Se puede definir un radical libre como cualquier molécula o
atomo que contenga uno o mas electrones desapareados en su orbital mas externo,

derivados del oxigeno molecular o también conocidos como ROS.
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El oxigeno en su estado basal es un birradical con dos electrones en su orbita
externa (estado triplete). Debido a que los dos electrones tienen el mismo espin, el oxigeno
solo puede reaccionar con un electron, y esto lo hace poco reactivo. Sin embargo si uno de
los dos electrones desapareados se estimula y cambia de espin, la molécula que resulta es
el oxigeno singlete, que es un potente oxidante, y los dos electrones con espines
antiparalelos pueden reaccionar con otros pares de electrones, aunque esta molécula no se

considera importante como iniciadora de dafio oxidativo.

En condiciones fisiolégicas existe un balance entre la formacion de ROS y
antioxidantes enziméticos y no enzimaticos. El estrés oxidativo es un conjunto de procesos
derivados del desequilibrio entre la formacion aumentada de ROS y/o una capacidad
antioxidante disminuida (Turrens, 2003). Niveles bajos de ROS pueden ser necesarios en
gran cantidad de procesos, entre los que encontramos mecanismos de sefializacion

intracelular, inmunitarios, defensa antimicrobiana, proliferacién o apoptosis.

1.6.1.2. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

A continuacion, se detallara cada una de las ROS:

» Anion superoxido

Una gran parte de los radicales libres van a derivar del anion superéxido (02 ).
Este anion es producido de forma fisioldgica en pequefia cantidad en la mitocondria, pero
ante determinados estimulos, la produccién puede aumentar a expensas de la enzima
Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Oxidasa (NADPH oxidasa; NOX), principal

fuente de produccion del Oz en fagocitos y tejido vascular.

Existe otro tipo de NADPH oxidasa no fagocitica, o constitutiva, como es el caso de la
NOX del endotelio vascular, en la que estimulos como la ANG Il o hiperglucemia produzcan

el aumento de expresion de la enzima y determinen el aumento de produccion de ROS.
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Las fuentes principales de anion superéxido son:

No Enzimaticas Enzimaticas

Mitocondrias Fagocitos del sistema inmune
Endotelio vascular
Oxigenasas citocromo P450

Xantin deshidrogenasa

Tabla 2. Clasificacion de las principales fuentes de anién superoxido.

- Mitocondrias : son las responsables de mas del 90% del consumo de oxigeno en la

célula, y en ellas encontramos la via monovalente de reduccién del oxigeno. Las zonas

donde se forma el O2" son: la membrana externa de la mitocondria, en la matriz y en ambos

lados de la membrana mitocondrial interna (Turrens, 2003).

- Fagocitos del sistema inmune : aumentan el consumo de oxigeno frente a un

estimulo, principalmente en la membrana plasmatica, donde la enzima NADPH oxidasa

(Babior y cols, 2002) produce, a expensas de electrones de la via de las pentosas y oxigeno

basal, radicales libres de oxigeno.

- Endotelio vascular : mediante la NADPH oxidasa del endotelio (Babior, 2000).

- Oxigenasas citocromo P450 dependientes (Coon y cols, 1992).

- La conversion proteolitica de la xantin deshidrogenasa a xantin oxidasa genera

cantidades notables de O2"y perdxido de hidrogeno (Yokohama y cols, 1990).

Las ROS van a actuar sobre macromoléculas, lipidos, proteinas y acidos nucleicos,

provocando una reaccién en cadena en la que especies intermedias pueden actuar a su vez

como agentes oxidantes.
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» Enzima superoxidodismutasa

El O2" es transformado rdpidamente en perdxido de hidrégeno (H202) mediante la
enzima superoxidodismutasa (SOD). Las SOD constituyen la primera linea de defensa

contra el dafio oxidativo.

20,- + 2H = 0, + H,0,
S0D

Se han podido describir tres isoformas diferentes, pertenecientes a de dicha enzima:

1) Cobre-Zinc SOD (Cu-Zn SOD), presente en el citoplasma, dimérica y peso
molecular 30 kDa.

2) Manganeso-SOD (Mn SOD) presente en la mitocondria, producida en la matriz y
en la cara interna de la membrana interna mitocondrial, tetramérica y pm 80kDa (Fridovich,
1995).

3) SOD Extracelular (ECSOD) que se encuentra en el intersticio, plasma, linfa y

liguido sinovial, dimérica (Vaziri y cols, 2003).

En la reaccion, una molécula de superéxido se oxida dando lugar a O2 molecular,

mientras que otra se reduce para dar lugar a H202.

» Peroxido de hidrégeno (H 202)

Una vez formado el H202, gracias a la SOD, esta molécula oxidante (que no radical libre)

puede tener 4 destinos diferentes:

1. Metabolizacién a oxigeno y agua. Esta reaccion esta catalizada por la enzima

catalasa, la cual es una hemoenzima tetramérica con 4 grupos ferroprotoporfirinicos por
molécula, que realizan el intercambio redox (Matés y cols, 1999). Se encuentra en los
peroxisomas y esta presente también en la mitocondria cardiaca (Turrens, 2003). Es la
enzima mas detoxificante para la eliminacion de H202 cuando la concentracién esta

aumentada.
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Interviene en dos tipos de reacciones: una catalitica, en la que una molécula de H202
se oxida a oxigeno, y la otra se reduce a dos moléculas de agua; y otra peroxidativa, en la
gue una molécula de H202 se convierte en agua valiéndose de un substrato no especifico

portador de hidrégeno como reductor (metanol, etanol, acidoférmico,...) (Matés y cols, 1999).

Catalasa
2 H:: - THD + e (Catalitica)

Cartalasa
H:0: + AH2 T HO + A (Peroxidativa)

2. Via Glutation. Glutation es un tripéptido de acido glutdmico, cisteina y glicocola

(Barja de Quiroga, 1998) el cual participa en una gran cantidad de procesos metabdlicos, de
transporte y detoxificacion. Podemos encontrarla en forma oxidada (GSSG) y reducida

(GSH), y sus acciones forman parte de la proteccién del organismo frente al dafio oxidativo.

Una de las enzimas peroxidasas mas importantes en este punto, es la glutation
peroxidasa (GPXx), la cual cataliza la reduccion de gran cantidad de hidroperéxidos (ROOH)
y H202 usando glutation reducido (GSH) (Matés y cols 1999).

H,0, NADP
Glutation (GSH) /\
GPx GR
\/ Glutation oxidado (GSSG)
H,O+ O, NADFH

Fig. 16 . Sistema antioxidante GPx/GR. GPx: Glutation peroxidasa.GR: Glutation reductasa. (Figura

extraida de la tesis doctoral titulada: Mecanismos implicados en la hipertension arterial inducida por

estrés oxidativo: interacciones con otros factores patogénicos. Yolanda Baca Morilla.
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Se describen cuatro isoenzimas de GPx que son:

e GPx citosdlica y mitocondrial (cGPx) que reduce peréxido de hidrégeno y perdxidos
organicos (Matés y cols, 1999).

« GPx fosfolipidica (PLGPXx): capaz de reducir hidroperéxidos fosfolipidicos (Ursini y
cols, 1985, 1999).

e GPx extracelular (eGPx): Reduce hidroperoxidos organicos, hidroperéxidos
fosfolipidicos y peroxido de hidrégeno (Matés y cols, 1999).

* GPx gastrointestinal (giGPx): se encuentra en células epiteliales del tracto

gastrointestinal, con propiedades similares a cGPx (Chu y Esworthy, 1995).

Todas ellas comparten como caracteristicas comunes tal como describe Rotruck y
cols, 1973:

- Actividad enzimatica dependiente de selenio.

- Residuo de selenocisteina que se inserta durante la traslacion proteica y que da
lugar a la actividad enzimética.

-Reaccién enzimética en la que el selenio (que compone la selenocisteina) reduce

los peroxidos.

-Oxidacién de selenio seguida de una reduccién mediada por el glutation.

El ciclo del glutation es una gran fuente de proteccion contra bajos niveles de estrés
oxidativo, mientras la catalasa protege en mayor grado frente a dafio oxidativo severo (Yany
Harding, 1997). La enzima catalasa tiene mucha menor afinidad por el perdxido de
hidrégeno que la GPx (lzawa y cols, 1996), por lo que son adecuadas para eliminar

concentraciones pequefias de esta molécula.

3. A Través de la reaccién de Fenton-Haber Weiss, en presencia de hierro, da lugar a

una molécula de radical hidroxilo.

4. Mieloperoxidasa leucocitaria. La enzima mieloperoxidasa (MPO) es una

hemoproteina compuesta por dos protdmeros, cada uno de los cuales posee una subunidad
pesada protoporfirinica de 59-64 kDa, y otra ligera de 14 kDa (Nauseef y Malech, 1986).
Esta presente en neutréfilos y monocitos. La activacidén fagocitaria y la secrecion de MPO se
acompafa de un aumento en la formacion de Oz, a partir de la NADPH oxidasa, y en el

siguiente paso, del H202.
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La MPO amplifica el potencial oxidante del H202 y lo utiliza como co-substrato en la

formacion de oxidantes a través de un ciclo peroxidasa (Babior, 1978).

La actividad de la MPO esté regulada por:

v La produccién de O2".

v La disponibilidad de H202 y otros co-substratos (Klebanoff y Clark, 1978;
Kettle y Winterbourn, 1997).

v' La concentracion de antioxidantes (Kettle y Winterbourn, 1997; Marquez y
cols, 1990).

v La presencia de NO (Abu-Soud y Hazen, 2000), participante en la cadena de

procesos inflamatorios y en proceso de angiogénesis tumoral.

1.6.2. Estrés oxidativo en el hipertiroidismo

Algunos estudios, muestran evidencias de que el hipertiroidismo tanto en humanos
como en animales, cursa con un incremento del estrés oxidativo (Venditti y cols, 1997; Tapia
y cols, 1999; Sewerynek y cols, 2000; Ferndndez y cols, 2002; Moreno y cols, 2005; Moreno
y cols, 2008).

Las hormonas tiroideas desempefian un papel esencial en el metabolismo energético
del organismo. El desarrollo de un estado hipertiroideo en mamiferos conduce a un aumento
significativo de su metabolismo basal lo que lleva a un aumento en el consumo total de

oxigeno de los tejidos, efecto conocido como calorigénesis tiroidea.

La induccién del hipertiroidismo experimental en la rata produce incrementos en la
actividad de enzimas hepaticas involucradas en procesos de oxidacién-reduccion. A nivel
mitocondrial, microsomal y peroxisomal, aumenta la generacion de ROS, como el O2 " y/o el
H202, y a nivel citoplasmético aumenta la generacién de NO, favoreciendo asi el proceso

de angiogénesis y proliferacion tumoral (Fernandez y cols, 1997; Tapia y cols, 1999).

Ademas, en el hipertiroidismo se produce un descenso en la actividad hepética de la
SOD, CAT (catalasa) y GSH (Fernandez y cols, 2002). El desequilibrio entre los factores pro-
oxidantes y antioxidantes es lo que realmente da lugar al estrés oxidativo en el higado
(Venditti y cols, 1997).
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Por otra parte, se ha demostrado recientemente que las ROS participan en la
hemodinamica renal y en la excrecion de sodio (Zhou y cols, 2002), y que la administracion de
T3 (triyodotironina) aumenta la concentracién intracelular de superdxido a nivel medular renal
y en el asa gruesa en las ratas Sprague-Dawley (Mori y cols, 2004). Las ratas tratadas con
T4, tienen una reduccién significativa de la actividad de la SOD en el cortex renal y en los
ventriculos cardiacos (Moreno y cols, 2005). Estos hallazgos indican que la deficiencia
cuantitativa de SOD intracelular en ratas hipertiroideas podria producir un aumento del estrés
oxidativo renal y cardiovascular. En este contexto, Gredilla y cols, (2001) demostraron que la
administracion cronica de T4 durante 5 semanas induce dafio oxidativo lipidico, del glutation y

en el DNA en el corazon del raton.

Se ha demostrado una reduccién de la actividad del CAT en el higado (Giavarotti y cols,
1998), musculo cardiaco (Asayama y cols, 1989), en el rifion (Sawant y cols, 2003) y en el
ventriculo izquierdo de ratas hipertiroideas, pero se encontrd elevada en la corteza y en la
médula renal (Moreno y cols, 2005). La actividad de GPX y de GR (glutation reductasa) esta
reducida por la administracion de T4 excepto en la médula renal. También se ha demostrado
una reduccion en la actividad de GPX en el higado (Seymen y cols, 2004), corazén (Asayama
y cols, 1989), y musculo esquelético (Seymen y cols, 1999) de ratas tratadas con T4. Por otro
lado, Sawant y cols (2003) demostraron un aumento de la actividad de GPX en el rifién de
ratas hipertiroideas. En general, estas observaciones sugieren que el estrés oxidativo en el
hipertiroidismo podria ser debido a la regulacion a la baja de enzimas antioxidantes y este
descenso podria determinar una reducida inactivacién del radical superéxido, como se indica
por el aumento de la excrecion urinaria de isoprostanos F2a en orina de 24 horas y en los
niveles plasmaticos de malondialdehido (MDA) en pacientes y en ratas tratadas con T4
(Moreno y cols, 2005; Kim y cols, 2004; Sewerynek y cols, 2000; Venditti y cols, 1997). La
administracion cronica de tempol atenta el desarrollo de hipertension en ratas hipertiroideas
(Moreno y cols, 2005), y reduce en plasma el MDA y la excrecion total urinaria de
isoprostanos F2a. Estos resultados indican que el hipertiroidismo esta asociado con reduccion
de la actividad enzimatica antioxidante en tejidos renales y cardiacos y sugiere que el estrés

oxidativo participa en la hipertension inducida por T4.
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1.6.3. Estrés oxidativo, angiogénesis y crecimiento tumoral

En determinadas circunstancias patologicas, el proceso de angiogénesis no es

beneficioso para el organismo. Esta situacion se presenta en la proliferacién tumoral.

Los tumores de rapido crecimiento (tumores malignos), requieren de un aporte
sanguineo de mayor régimen que el tejido normal. Por estas razones el proceso de
neovascularizacién o angiogénesis es un fendmeno hallado en estos procesos. Dentro de
los mecanismos de sefiales que inducen angiogénesis, podrian incluirse los radicales
libres del oxigeno . Asi, se ha comprobado que mediante la administraron de un
antioxidante vegetal a ratones con adenocarcinoma mamario de alta tendencia metastasica,
se logré reducir en un 50% la presencia de ndédulos pulmonares (Monte y cols, 1995).
Ademas, se observd una franca reduccion de la angiogénesis en el tejido tumoral de los
animales tratados, y se comprob6 que el aumento de radicales libres promovia el desarrollo
de la angiogénesis in vitro (Monte y cols, 1994). En otros estudios (Safford y cols, 1994),
habiéndose observado que ciertas células tumorales poseen una baja actividad de la SOD,
transfectaron células de un fibrosarcoma (que expresaba bajos niveles de esta enzima) con
el gen de Mn-SOD expresandose en forma activa. El resultado fue una total supresion de la

incidencia metastésica con respecto a las células del fibrosarcoma sin el tratamiento.

Los antioxidantes son ampliamente usados para proteger a las células del dafio por
estrés oxidativo inducido. La creencia de que los antioxidantes protegen contra el desarrollo
del cancer, esta sostenida y ha sido apoyada por estudios celulares y preclinicos (Irani y
cols, 1997; Sablina y cols, 2005; Vafa y cols, 2002). Sin embargo, existen datos
experimentales y ensayos clinicos que sugieren que los antioxidantes, incluso no estando
relacionados estructuralmente, como es el caso de las isoflavonas, los carotenos, las
vitaminas y la NAC (N-acetilcisteina) no deberian ser recomendados para la prevencion del
cancer de pulmén y pueden incluso incrementar el riesgo de céancer y promover el
crecimiento tumoral (Watson, 2013; Allred y cols, 2001; Cortés-Jofré y cols, 2012; Robinson
y cols, 2012). Otro ensayo mas reciente sobre la utilizacion de la vitamina E y del selenio
para la prevencion de cancer de préstata fue detenido cuando se encontr6é que el cancer de
préstata era mas frecuente en los grupos de ratones tratados con vitamina E que en los
grupos control (Klein y cols, 2011). Ademas, en un reciente estudio llevado a cabo por Sayin
y cols (Sayin y cols, 2014) se encontr6 que existia una asociacion entre la suplementacion
dietética con los antioxidantes NAC y vitamina E y la aparicion de mutaciones, junto con un

aumento en el riesgo de cancer de pulmon y del crecimiento tumoral en ratones. Ademas, la
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suplementacién dietética con antioxidantes indujo el desarrollo de tumores de pulmén mas

numerosos y agresivos que redujeron la supervivencia de los animales a la mitad.

La proteina supresora de tumores p53 estd inactivada a menudo en el cancer
(Sablina y cols, 2005) y se ha encontrado que los antioxidantes aceleran el crecimiento
tumoral porque alteran la union entre las especies de oxigeno reactivo y la proteina p53
(Sayin y cols, 2014). Otros estudios han demostrado que los oncogenes como K-RAS y
B"RAF, promueven el crecimiento tumoral por estimular la transcripcion mediada por NRF2

de genes antioxidantes endodgenos (Singh y cols, 2008; DeNicola y cols, 2011).

La administracion oral del pro-oxidante butionina-sulfoximina (BSO), inhibe
selectivamente a la y-glutamilcisteina sintasa, una enzima del metabolismo biosintético del
glutation, produciendo la deplecién del glutation e incrementando el estrés oxidativo (Vaziri y
cols, 2000; Rodriguez-Gomez, 2010). La administracion de BSO a los ratones les produce
hipertension (Vaziri y cols, 2000; Rodriguez-Gémez, 2010) junto con anormalidades en la
reactividad vascular, en la actividad del sistema renina-angiotensina y en la actividad
simpatica (Vargas F y cols, 2012a). No obstante, los efectos potenciales del BSO sobre el

crecimiento tumoral, ain no han sido estudiados en profundidad.

El &cido tetrayodotiroacético (tetrac) es una hormona tiroidea anéloga que inhibe al
receptor av33 integrina el cual posee un dominio para las yodotironinas. Este receptor
también est& conectado con los receptores de los agentes proangiogénicos que promueven
el crecimiento del tumor (Masson-Gadais y cols, 2003; Sahni y cols, 2004), cuya actividad es
blogueada por el tetrac (Mousa y cols, 2008). El tratamiento diario con tetrac reduce el
crecimiento del tumor en modelos murinos (Yalcin y cols, 2010), y se asocia con una

reduccion de la neovascularizaciéon medida a través del contenido de Hb tisular del tumor.

En base a estos antecedentes, en esta tesis también se tratard de analizar la
influencia del pro-oxidante BSO sobre el crecimiento de tumores inducidos en ratones
mediante la administracién subcutanea de células de carcinoma de Lewis 3LL, asi como los
efectos de la interaccién entre el BSO y el tetrac, con el objetivo de comprobar si la
administracion simultanea de ambas sustancias reduce marcadamente el crecimiento del

tumor y la angiogénesis en este modelo.
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2. Objetivos

El estudio de los procesos de angiogénesis esta siendo de gran importancia en la

actualidad, especialmente en el campo de la oncologia y la terapia antitumoral.

De los antecedentes expuestos en el apartado anterior podemos deducir que las
hormonas tiroideas cumplen un importante papel en el control de los procesos
angiogénicos, estimulando la proliferacién capilar y la produccion de diversos factores
implicados en la angiogénesis. Por otra parte, el NO juega un papel primordial como

promotor de la angiogénesis y puede modificar las acciones de los factores angiogénicos.

Aunqgue se han realizado trabajos en los que se describe una activacion de diversas
isoenzimas de la NOS por parte de la hormona tiroidea, no existen estudios previos sobre la
posible interaccion entre las hormonas tiroideas y el NO en los procesos angiogénicos, y del
papel que puedan jugar ambos a la hora de modular la accién de los distintos factores de

angiogénesis.

La hipétesis principal de la que parte nuestra investigacion es que el NO podria
participar como mediador de la accion angiogénica de la hormona tiroidea, facilitando la
permeabilidad vascular y la vasodilatacion, y modulando la actividad de los mediadores

angiogénicos.

También pretendemos analizar si la administracion de farmacos inhibidores del NO o
blogueantes de la accion hormonal pueden frenar el desarrollo de tumores en modelos

animales y cudl es el efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento tumoral.

Por tanto, el objetivo general de esta tesis es analizar el papel que juega tanto el NO
como el estrés oxidativo en el proceso angiogénico inducido por la hormona tiroidea. Dentro

de este objetivo general se pueden distinguir los siguientes objetivos concretos:

1) Estudiar el efecto de la administracién de hormona tiroidea y de su disminucién
sobre el crecimiento de tumores inducidos en ratones mediante la administracion
subcutanea de células de carcinoma de Lewis 3LL, analizando la cantidad de
hemoglobina presente en el tumor, la actividad tisular de enzimas aminopeptidasicas y

otros factores angiogénicos, y su relacion con el tamafio del tumor.
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2) Analizar si la administracion crénica de bloqueantes de la sefial hormonal y/o
inhibidores de la produccion de NO provoca disminuciones en la proliferacion y

desarrollo de dichos tumores, asi como en los indices de angiogénesis descritos en el
objetivo anterior.

3) Investigar el efecto de la administracion de butionina-sulfoximina (BSO), sustancia
prooxidante que disminuye la disponibilidad de glutation, sobre el crecimiento y

desarrollo tumoral, y dilucidar cuales son los mecanismos que pueden estar implicados
en dicho efecto.
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3. RESULTADOS

3.1. Efecto de la interaccibn hormona tiroidea-6xid 0 nitrico sobre el
crecimiento tumoral, la angiogénesis y la actividad aminopeptidasica en

ratones

3.1.1. Efecto de la hormona tiroidea sobre el crecimiento tumoral, la

angiogénesis y la actividad aminopeptidasica en ratones

En el grupo de ratones tratado con T, se observé un aumento significativo en el peso
del tumor que no iba acompafiado de alteraciones en la concentracion de hemoglobina, ni
en la cantidad de hemoglobina total del tumor, la cual se encontraba ligeramente aumentada

sin gue este cambio fuera significativo estadisticamente.

Por el contrario, se encontraron disminuciones que no fueron estadisticamente
significativas con respecto al grupo control en el peso del tumor, la concentracion de
hemoglobina y la cantidad de hemoglobina total en los ratones hipotiroideos tratados con
metimazol. Por otro lado, los tumores de los ratones hipertiroideos tratados con Ty,
mostraron una tendencia a la reduccion de la actividad aminopeptidasica, mientras que los
tumores de ratones hipotiroideos mostraron un incremento significativo en las tres
actividades aminopeptidasicas analizadas. Este incremento de la actividad aminopeptidasica

podria jugar un importante papel contra el desarrollo del tumor.

La expresion de VEGF en el tumor se encontraba aumentada en los ratones
tratados con T, en comparacion con los ratones del grupo control, pero no se encontraron
diferencias significativas en el grupo de ratones hipotiroideos con respecto al grupo control.
Esto sugiere que la T, promueve el desarrollo del tumor junto con un incremento
proporcional en la neovascularizacion del mismo y en la expresion del factor angiogénico
VEGF. Hay poca evidencia de que la hormona tiroidea sea oncogénica, pero podria
potenciar a otros factores como la angiotensina Il (Deshayes y Nahmias, 2005) o el NO
(Frank y cols, 1999), que se encuentran aumentados en el estado hipertiroideo (Vargas y
cols, 2006), y que podrian contribuir al incremento en los niveles de VEGF en los ratones

tratados con T,.
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3.1.2. Efecto del bloqueo de la NOS sobre el crecimiento tumoral, la

angiogénesis y la actividad aminopeptidasica en ratones

En el grupo de ratones control, el tratamiento con L-NAME produjo una reduccion
tanto en el peso del tumor como en el contenido de hemoglobina total, pero no se observé
ningan cambio significativo en la concentraciéon de hemoglobina y hubo una ligera reduccion
de la actividad aminopeptidasica que no llegd a ser significativa estadisticamente. Esto
sugiere que la inhibicion del NO afecta al crecimiento y a la vascularizacién del tumor de una

manera similar.

Por otro lado, en el grupo de ratones tratados con T,+L-NAME se observd una
reduccion en el peso del tumor con respecto a los ratones hipertiroideos que no fueron
tratados con L-NAME, sin ninguna variacion de importancia en la concentracion de
hemoglobina ni en el contenido total de ésta, y ademéas se encontr6 un marcado incremento
de la actividad aminopeptiddsica en dichos tumores. Estos resultados indican que la
inhibicion del NO también afecta proporcionalmente al peso y a la neovascularizacién del
tumor en los ratones tratados con T, lo cual concuerda con otros estudios ya realizados
donde queda reflejado que el NO promueve el crecimiento tumoral a través de la
estimulacion de la angiogénesis tumoral y que el L-NAME inhibe la angiogénesis inducida

por el tumor (Jadeski y cols, 2000).

Sin embargo, los animales tratados con metimazol+L-NAME mostraron una
reduccién similar en el peso del tumor a la observada en el grupo tratado con L-NAME y una
reduccién en la hemoglobina total sin ningin cambio de importancia en la concentracion de
hemoglobina. Ademas, las actividades de la GluAp y de la AspAp estaban aumentadas pero

no se encontraron cambios significativos en la actividad de la AlaAp.

Por ultimo, la expresién de la proteina VEGF, estaba incrementada de manera
significativa en el grupo de ratones tratados con T,+L-NAME frente al grupo control, de
manera que el L-NAME reduce el peso del tumor pero no reduce los niveles del VEGF en
los tumores tanto de ratones hipertiroideos como de ratones hipotiroideos. Esto puede que
sea porque el L-NAME bloquea el NO, que a su vez es un mediador de la angiogénesis

inducida por el factor VEGF.
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3.1.3. Efecto del bloqueo de la NOS inducible sobre el crecimiento tumoral, la

angiogénesis y la actividad aminopeptidasica en ratones

La administracion de AG al grupo de ratones control y al grupo tratado con T, no
produjo ningn cambio ni en el peso del tumor ni en la concentraciéon de hemoglobina ni
tampoco en el contenido de hemoglobina con respecto a sus respectivos controles no
tratados, sugieriendo que la INOS puede que no juege un papel en el peso del tumor ni la
angiogénesus, al menos en el modelo estudiado. Sin embargo, pero si redujo de manera
muy marcada la actividad de las tres aminopeptidasas, sugiriendo que la iINOS modula
positivamente la actividad de estas enzimas. Admas, incremento la expresion de VEGF en

ambos grupos.

3.1.4. Efecto del bloqueo de las acciones extracelulares de la hormona
tiroidea sobre el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la actividad

aminopeptidasica en ratones

El grupo de ratones tratado con tetrac fue el grupo que mostré las disminuciones mas
importantes en cuanto a peso del tumor, concentracion de hemoglobina y hemoglobina total,
acompafadas por aumentos en la actividad de las tres aminopeptidasas estudiadas. Por
otra parte, en el grupo de ratones tratados con Ty, la administracién de tetrac produjo una
reducciébn en el peso tumoral con respecto al grupo control, y un descenso en la
hemoglobina total pero no se observé ningin cambio importante en la concentracion de
hemoglobina. Por otra parte, la administracion de tetrac incrementé la actividad de la GIuAp
y de la AspAp, pero no se observaron cambios en la actividad de la AlaAp. De este modo, la
reduccién en el peso del tumor inducida por el tetrac estaba asociada con el incremento de
la actividad aminopeptidasica. Por dltimo, la expresion de VEGF estaba disminuida en los
grupos tratados con tetrac y con T,+Tetrac, indicando que la activacion de la integrina av33
de la membrana plasmatica es un mecanismo esencial para que la hormona tiroidea

promueva la carcinogénesis.
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3.1.5. Estudios de correlacion

Se encontraron correlaciones negativas entre el peso del tumor y la actividad de
todas las aminopeptidasas cuando los datos se analizaron mediante un analisis de regresion

lineal sin diferenciarlos segun el tratamiento recibido por el animal (ver Tabla 3).

P R
Peso Tumor - GluAp 0.023 - 0.705
Peso Tumor - AlaAp 0.116 - 0.529
Peso Tumor - AspAp 0.049 -0.634

Tabla 3. Tabla que muestra la relacion entre el peso del tumor y la actividad aminopeptidasica al analizar

todos los datos sin diferenciarlos segun el tratamiento recibido.

De igual modo, la hemoglobina total mostré6 una correlacion negativa similar con
respecto a la actividad aminopeptidésica. Por el contrario, se encontr6 una correlacion
bastante fuerte entre el peso tumoral y el contenido de hemoglobina total del tumor (r=0.800;
p<0.0001). La actividad aminopeptidasica y el peso del tumor presentaron una correlacion
negativa muy fuerte cuando se analizaron los tumores de los ratones control, hipotiroideos e
hipertiroideos (ver Tabla 4), y el tratamiento con L-NAME modifico la relacion entre el peso
del tumor y la actividad aminopeptidasica (ver Tabla 5), de manera que los tumores de los
grupos tratados con L-NAME no presentaron actividades aminopeptidasicas elevadas como

era de esperar en funcion de su peso.

No Admin. L -NAME P R
1/Peso Tumor - GluAp <0.0001 0.492
1/Peso Tumor - AlaAp <0.0001 0.512
1/Peso Tumor - AspAp 0.0733 0.222

Tabla 4. Tabla que muestra la relacién inversa entre el peso del tumor y la actividad

aminopeptidasica de ratones control, tratados con T,y con Methimazol.
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Tto. L-NAME P R
1/Peso Tumor - GluAp 0.0001 0.713
1/Peso Tumor - AlaAp 0.0114 0.507
1/Peso Tumor - AspAp 0.0001 0.730

Tabla 5. Tabla que muestra la relacién inversa entre el peso del tumor y la actividad

aminopeptidasica de ratones control, tratados con T,y con Methimazol y también tratados con L-NAME.

Ademéds, se observo una correlacion negativa entre la expresion de VEGF y la
actividad de las tres aminopeptidasas estudiadas cuando se analizaron todos los datos sin
tener en cuenta el tratamiento recibido por el animal (ver Tabla 6).

P R
VEGF - GluAp 0.079 -0.613
VEGF - AlaAp 0.005 -0.838
VEGF - AspAp 0.014 -0.776

Tabla 6. Relacién entre el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y la actividad

aminopeptidasica al analizar todos los datos sin diferenciarlos segun el tratamiento recibido.
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3.2. Efectos de la disminucion en la disponibilidad de glutation sobre el
crecimiento tumoral, la angiogénesis y la actividad aminopeptidasica en
ratones

3.2.1. Efecto de la disminucion en la disponibilidad de glutatién con butionina-
sulfoximina (BSO) sobre el peso tumoral de ratones control y de ratones

tratados con acido tetrayodotiroacético (tetrac)

En comparacién con los grupos control, el grupo de ratones tratados con BSO mostré
reducciones marcadas en el peso tumoral, en el contenido de hemoglobina total y en la
concentracién de hemoglobina, sugiriendo que el BSO reduce tanto el peso del tumor como
la angiogénesis. En cuanto a las actividades de la GluAp y de la AlaAp, éstas estaban
incrementadas de manera significativa pero no hubo ninguna diferencia en la actividad de la
AspAp. La cantidad de VEGF estaba ligeramente reducida pero esta reduccion no fue
estadisticamente significativa. Por otra parte, el grupo de ratones tratados con tetrac mostré
también una reduccién marcada en el peso tumoral, en la concentracion de hemoglobina y
en la hemoglobina total con respecto a los controles, lo cual estaba asociado a un
incremento de la actividad de las tres aminopeptidasas, mientras que la cantidad de VEGF
en los tumores estaba disminuida. Asi, estos descensos en la cantidad de VEGF junto con
las reducciones encontradas en el peso del tumor (tanto en el grupo de ratones tratados con
BSO, como en el grupo tratado con tetrac) sugeririan la participacion del VEGF en la

progresion del mismo.

El grupo de ratones tratado con BSO+Tetrac mostré una reduccién aun mayor en el
peso tumoral que result6é ser significativa al comparar los resultados con los grupos control
pero no fue significativa con respecto al grupo tratado so6lo con tetrac. Ademas, se produjo
un descenso significativo en el contenido de hemoglobina, y un incremento en la
concentracion de la misma lo que sugiere que el BSO interfiere con la actividad amti-
angiogénica del tetrac. De igual manera, se aprecié un mayor incremento en la actividad de
GluAp, AlaAp and AspAp. Sin embargo, la cantidad de VEGF no fue diferente entre el grupo

de animales tratado con BSO+Tetrac y los grupos control.
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3.2.2. Correlacion entre el peso tumoral y las actividades aminopeptidasicas

Cuando todos los datos fueron analizados mediante estudios de regresion lineal, el
peso tumoral mostr6 una fuerte correlacion negativa con la actividad de todas las
aminopeptidasas sugiriendo un posible papel de estas enzimas en la progresion del tumor.
(ver Tabla 7). En andlisis realizados por separado de cada uno de los grupos, también se
observaron unos coeficientes de correlacion negativa muy altos. Por ultimo, la hemoglobina

total mostro una correlacion negativa similar con la actividad de todas las aminopeptidasas.

P R
Peso Tumor — 1/GIuAp 0.018 0.982
Peso Tumor — 1/AlaAp 0.070 0.930
Peso Tumor — 1/AspAp 0.076 0.924

Tabla 7. Tabla que muestra la relacion entre el peso del tumor y la actividad aminopeptidasica al analizar

todos los datos sin diferenciarlos segun el tratamiento recibido.

3.2.3. Efecto del BSO sobre diversas variables de estrés oxidativo y sobre la

expresion de a-tubulina

En este estudio, se pudo apreciar un incremento sobre diversas variables de estrés
oxidativo en aquellos grupos de ratones tratados con BSO. El contenido total de glutatién en
tejido hepatico estaba reducido en los grupos de ratones tratados con BSO con respecto a
sus controles. En cuanto a la excrecidn urinaria total de F2-isoprostano, se encontré un
incremento significativo en los grupos de animales tratados con BSO al comparar los datos
con sus controles. Estos datos indican que la administracion de BSO a la dosis usada en
nuestro estudio produce un estado de estrés oxidativo y confirma las observaciones previas
descritas en la bibliografia para este modelo (Rodriguez-Gémez y cols, 2010). El tratamiento
con BSO indujo un incremento en el contenido de la proteina carbonilada en el tejido
tumoral, que correlacionaba de manera negativa con el peso del tumor (r = - 0.8739;
p<0.0001). Ademas, la correlacion inversa entre el contenido de proteina carbonilada y el
peso tumoral fue mas elevada en el grupo tratado con BSO (r= 0.8996 ; p=0.0146 ) que en
el grupo control (r=0.7131 ; p= 0.0471).
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El BSO también indujo un incremento en la expresion de a-tubulina que, a su vez,
correlacionaba positivamente con el contenido de proteina carbonilada de cada tumor
(r=0.6111; p= 0.0203). Ademas, se encontrd0 una fuerte correlacion inversa con el peso
tumoral en el grupo de ratones tratado con BSO (r=0.8200; p=0.0457) pero no habia
ninguna correlacion entre la expresion de a-tubulina y el peso del tumor en los ratones
control (r=0.136; p=0.7482).
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4. CONCLUSIONES

1. La vasculogénesis y el crecimiento tumoral inducido por la T, estan mediados en

parte por el NO y dependen de la activacion de la integrina ay3;.

2. El bloqueo del NO reduce el crecimiento tumoral independientemente del status
tiroideo.

3. Las actividades aminopeptidasicas correlacionan negativamente con el peso tumoral
y con factores de angiogénesis y vasculogénesis, como la hemoglobina y el VEGF, y

esta relacion es alterada por el bloqueo del NO.

4. La disminucién en la disponibilidad de glutation produce una reduccién en el peso

tumoral que se relaciona con la oxidacion de las proteinas del citoesqueleto.

5. La correlacion negativa entre el peso tumoral y las actividades aminopeptidasicas
abre nuevas perspectivas para el estudio de las aminopeptidasas tanto como

moduladoras del crecimiento tumoral como biomarcadores del mismo.
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Abstract This study evaluated the effects of thyroid hor-
mone-NO interaction on tumor development, vascularization,
vascular endothelial growth factor (VEGF), and aminopepti-
dase (AP) activity in a murine model of implanted Lewis’s
carcinoma. Experiments were performed in male CBA-C57
mice. Animals were untreated (controls) or treated with: T,,
the antithyroid drug methimazole, the NO inhibitor L-NAME,
T,+L-NAME, methimazole+NAME, the xvB3 integrin an-
tagonist tetrac, T,+tetrac, the INOS inhibitor aminoguanidine
(AG), and T4 + AG; all treatments were for 6 weeks except for
tetrac, administered for the last 11 days. Mice were subcuta-
neously inoculated with 1x10° exponentially growing Lewis
carcinoma 3LL cells into the dorsum. Study variables 9 days
later were tumor weight (TW), Hb content, an index of tumor
vascularization, VEGF, and AP activity. T4 produced parallel
increases in TW and angiogenesis. L-NAME reduced TW and
angiogenesis in control, hyperthyroid, and hypothyroid mice,
whereas AG had no effect on these variables. Tetrac arrested
TW in normal and T,-treated mice but did not decrease angio-
genesis in Ty-treated animals. Negative correlations were
found between TW and AP activity in tumors from control
hyper- and hypothyroid groups and an inverse relationship
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was observed between TW and AP activities in tetrac-treated
mice. T4 enhances TW and angiogenesis, in which NO partic-
ipates, but requires activation of integrin ovB33 to promote
carcinogenesis. NO blockade reduces TW, regardless of the
thyroid status. Thyroid hormone negatively modulates AP
activity in the tumor. Accordingly, blockade of the membrane
TH receptor avB3 integrin reduces TW associated with an
increase in AP activity.

Keywords Tumor growth - Hemoglobin - Thyroxine -
Methimazole - Aminopeptidases

Introduction

Epidemiological studies have suggested that thyroid hormone
has tumor-promoting effects in several types of cancer [1].
Thus, reduced thyroid stimulating hormone levels have been
associated with a higher risk of colon, lung, prostate, and
breast cancer, and a thyroid hormone dose-dependent effect
on cancer development has even been suggested [2]. Experi-
mental studies have shown that thyroid hormones can stimu-
late the proliferation of pituitary [3], breast [4], and prostatic
[5] cancer cell lines. Thyroid hormone was also found to
enhance cancer development in rodent tumor implant models
[6], whereas hypothyroidism had the opposite effect. Thus,
hypothyroidism increased the survival of mice after implanta-
tion of murine mammary adenocarcinoma cells [7] and
inhibited the local and metastatic growth of hepatomas in rats
[8]. Theodossiou and Schwarzenberger [9] also reported sig-
nificantly smaller tumors in propylthiouracil-treated mice than
in untreated mice.

Abnormalities in NO generation have been reported in
thyroid disorders [10, 11], and NO is known to be produced
by tumor cell lines and solid tumors [12]. The precise role of
NO in cancer is poorly understood, but it may influence tumor
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initiation, promotion, progression, tumor-cell adhesion, differ-
entiation, immunosuppression [12], and angiogenesis [13].
Angiogenesis is an essential requirement for tumor growth.
NO promotes new vessel growth by the NO-mediated
upregulation of angiogenic factors [14] and by the prolifer-
ation of vascular cells [15]. The chemopreventive effect of
NO blockade has been reported in murine esophageal [16]
and mammary [17] cancer models. Conversely, L-NAME
has been shown to promote preneoplastic changes in the
colon of rats [18].

Activity or expression of the aminopeptidases (APs) re-
sponsible for the downstream cleavage of angiotensin I [19],
including APA [20] and APN [21], has been implicated in
tumor development and tumor angiogenesis [22]. These APs
are changed in several tissues in rats with thyroid dysfunction
[23, 24], but the potential modulatory role of thyroid hormone
on AP activity in tumor development is unknown.

The above observations illustrate the need for further re-
search in this area. The present study analyzed the influence of
thyroid status and the thyroid hormone-NO interaction on
tumor growth, angiogenesis, and AP activity in a murine
model of implanted Lewis carcinoma 3LL cells. We also
examined the effect on these variables of host treatment with
the deaminated T, analog tetraiodothyroacetic acid (tetrac),
antagonist of the ovB3 integrin receptor [25], and
aminoguanidine, an iNOS inhibitor in vitro [26, 27] and
in vivo [28, 29].

Materials and methods
Animals

We used 100 male CBA-C57 mice born and raised at the
Granada University animal center. Animal care and work
protocols were approved and carried out following the regu-
lations set forth by the Committee of Animal Research and
Bioethics of Granada University in accordance with European
Union guidelines for the ethical care of animals. Male
mice initially weighing 20-25 g were randomly assigned
to different experimental groups. All animals had free
access to standard mice diet (B&K rodent toxicology diet,
Barcelona, Spain) and tap water or their respective drinking
fluid ad libitum. Two experiments were performed, and each
experimental group comprised ten animals, except when stated
otherwise.

Cells and cell culture
Lewis carcinoma 3LL cells, provided by Dr. A. Lora (Depart-
ment of Inmunology, Hospital Virgen de las Nieves, Granada,

Spain), were cultured in RPMI medium supplemented with
5 % fetal calf serum, standard antibiotics, and L-glutamine, all

@ Springer

from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) Cells were main-
tained in a humidified 5 % CO, atmosphere at 37 °C.

Tumor induction

Mice were subcutaneously inoculated with 1x10° exponen-
tially growing Lewis carcinoma 3LL cells into the dorsum.
Nine days later, mice were deeply anesthetized with
Equithesin (25 pl/10 g). Tumors were rapidly removed,
weighed, and immediately frozen for Hb and AP activity
measurements.

Experimental protocols

The study variables in the tumors were tumor weight; Hb
concentration, a recognized index of tumor vascularization
[30-32], vascular endothelial growth factor (VEGF) protein
abundance; and the activity of GluAp, AlaAp, and AspAp.
Because of the major variations in tumor weight, concentra-
tions are considered better markers of angiogenesis than are
absolute values.

To analyze the interactive effect of thyroid hormone-
nitric oxide on tumor weight and the other variables, mice
were assigned to the following groups: control, T4 (12 mg/l,
drinking water), the antithyroid drug methimazole (300 mg/I,
drinking water), L-NAME (15 mg/l, drinking water), T4+L-
NAME, methimazole+L-NAME, the iNOS inhibitor
aminoguanidine (AG) (500 mg/l, drinking water), T4+AG,
tetrac (10 mg kg ' day™', ip.), and T,+tetrac. Treatments
were for 6 weeks with the exception of tetrac, which was
administered during the 11 days before the end of the exper-
imental period.

Analytical procedures

Hb in blood was measured in a hematology cell counter
(SYSMEX KX-ZIN, Roche, Madrid, Spain), while Hb in
tumors was measured by spectrophotometry using the
Drabkin method. Tumor tissue was homogenized in distilled
water and centrifuged at 16,000xg for 5 min at 4 °C; then,
25 ul of the supernatant were mixed with 225 pl of Drabkin’s
reagent (Sigma, Madrid, Spain) in a microplate at room tem-
perature for 15 min, and absorbance was measured at 540 nm.
The Hb concentration was determined by comparison with a
standard curve from 0 to 20 mg/ml of bovine Hb dissolved in
water.

Plasma total T, and tumor free T, levels were determined
using rat radioimmunoassay kits according to the manufac-
turer’s instructions (Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA, USA). For thyroid hormone measurements,
the tumors were homogenized with a glass homogenizer in
ice-cold HEPES buffer containing (mmol/l) 25 sodium
HEPES, 1 EDTA, 0.1 phenylmethylsulfonyl fluoride, and
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phosphate-buffered saline. After centrifugation of the homog-
enate at 6,000xg for 5 min at 4°C, the supernatant containing
membrane and cytosolic components was separated into ali-
quots, frozen in liquid N,, and stored at —80 °C until use.

To measure AP activity, tumor tissues were homogenized
in 50 mM HCI-Tris (pH 7.4) containing 1 % Triton X-100 and
centrifuged for 15 min at 1,000xg. GluAp, AlaAp, CysAp,
and AspAp activities were determined in duplicate in a kinetic
fluorimetric assay using glutamyl-, alanyl-, cystinyl-, and
aspartyl-3-naphthylamide as substrates, respectively. Tissue
protein was determined with the DC Protein Assay kit (Bio-
Rad, Madrid, Spain).

VEGF abundance was quantified by indirect ELISA
using an ELISA starter kit purchased from Bethyl Labo-
ratories Inc. (Montgomery, TX, USA). Briefly, homoge-
nized tumor tissues containing 1 mg/ml of total protein
were fixed in a 96-well plate overnight at 4 °C. After
blocking, the plate was probed with 1 ug/ml of rabbit
anti-VEGF antibody (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA) as primary antibody and with 0.2 pg/ml of mouse
anti-rabbit HRP-linked IgG antibody (KPL Inc., Gaithers-
burg, MD, USA) as secondary antibody. All samples were
determined in duplicate, and results were expressed as a
percentage of the mean absorbance in the control group.

Statistical analyses

One-way analysis of variance (ANOVA) was performed,
using Statview software (Adept Scientific, Acton, MA,
USA) to compare means+standard deviations (SDs) between
each experimental group and its respective control group.
Statistical significance was defined as p<0.05. Linear re-
gression and analysis of variance between tumor weight
and AP activity or VEGF abundance were studied using
Statgraphics software; [r|>0.5, p<0.05 was considered a
strong correlation. Statgraphics software was also employed
for the selection of linear regression model and comparison
of slopes in Fig. 3.

Results

Body weight, plasma, and tumor T, levels (Table 1) Body
weight was not significantly different among the experimental
groups, although a tendency to a reduced body weight was
observed in T4- and methimazole-treated mice. Plasma total
T, levels were increased in T4-treated mice and decreased in
methimazole-treated mice. Free T, values were increased in
tumors from T,-treated mice and reduced in those from
methimazole-treated mice.

Tumor variables in thyroid disorders The T, group showed
increased tumor weight, with no changes in Hb concentration

Table 1 Plasma (total T4) and tumoral (free T,) levels of thyroid hor-
mones in the experimental groups

Groups Body Plasma total ~ FTj in the
weight (g) Ty (ug/dl)  tumors (pg/g)
Control 29.00+1.90 4.1+0.2 30.4+2.8
Ty 26.60+0.83 41.6+£12*  240.6+9.1*
Methimazole 26.4440.73 0.4+0.2* 54+1.5%
L-NAME 27.00£0.93  3.7.+0.3 26£2.9
T4+L-NAME 26.10+£0.53  36.2+£22*  230.5+7.7*
Methimazole+L-NAME  26.00+0.60 0.4+0.3* 4240.7*
AG 29.38+0.59 4.5+ .4 37.1+£3.1
T4+AG 27.10+0.66  39.4+3%* 255.6+8.5%
Tetrac 27.75+0.45 42+04 36.3+£3.5
T,+Tetrac 26.0+0.63 42.14+3.3*  266.4+10*

Data expressed as means+=SEM

*p<0.001 versus controls

levels and a nonsignificant increase in total Hb. Tumor weight,
Hb concentration levels, and total Hb were nonsignificantly
reduced in hypothyroid methimazole-treated mice. Tumors in
the T, hyperthyroid mice showed a tendency to a reduction in
AP activity. In contrast, tumors in hypothyroid mice showed
an increase in AP activity. VEGF expression in the tumor was
increased in the mice treated with T, versus controls but was
not significantly modified in the methimazole group. These
results are shown in Fig. 1a and Tables 2 and 3.

Interactive effects of thyroid hormone L-NAME and AG on
tumor variables Tn the control group, L-NAME produced a
major reduction in tumor weight and total Hb content, with no
significant change in Hb concentration and a nonsignificant
reduction in AP activity. In the T,-treated group, L-NAME
produced a reduction in tumor weight versus untreated con-
trols, with no significantly change in Hb concentration or
content but a marked increase in AP activity. The
methimazole+L-NAME-treated animals showed a similar re-
duction in tumor weight to that observed in the L-NAME
group, with a reduction in total Hb relative to the tumor mass
but with no changes in Hb concentration; GluAp and AspAp
activities were increased, but AlaAp activity was not signifi-
cantly changed. VEGF protein was significantly increased in
the T4+L-NAME group. These results are given in Fig. 1b
and Tables 2 and 3.

The administration of AG to normal or T,-treated mice
produced no changes in tumor weight or Hb concentration or
content versus their respective controls, but it markedly re-
duced the activity of all three APs and increased VEGF
protein abundance in both groups versus the control group,
but not significantly in the T,+AG group versus the T, group.
The results of this experiment are exhibited in Fig. 1¢ and
Tables 2 and 3.
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Effects of tetrac on tumor variables The tetrac-treated group
showed major reductions in tumor weight, Hb concentration,
and total Hb and an increase in the activity of all three APs
studied. In the T,-treated group, tetrac administration pro-
duced a reduction in tumor weight versus controls, a decrease
in total Hb and in Hb concentration, and increased GluAp and
AspAp activities but no change in AlaAp activity. Interesting-
ly, the tetrac-induced inhibition of tumor weight was associ-
ated with increased AP activity. VEGF protein abundance was
reduced in the Tetrac and T,+Tetrac groups versus the control
and T, groups, respectively. These results are shown in Fig. 1d
and Tables 2 and 3.

Correlation studies When all data were pooled in a common
regression line, tumor weight was negatively correlated with

the activity of all APs (Fig. 2). Total Hb showed a similar
negative correlation with the AP activities. Regression analy-
sis between tumor weight and total Hb content was 7=0.800
(p<0.0001) when data from all groups were pooled. When the
tumors from the control hyper- and hypothyroid mice were
pooled in a common regression line, AP activity and tumor
weight showed a very strong negative correlation (Fig. 3),
which was disrupted by L-NAME treatment. When all groups
were pooled in a common regression line, VEGF was negatively
correlated with the activity of the three APs (Fig. 4) and posi-
tively correlated with the Hb concentration expressed in micro-
grams Hb/milligram protein (#=0.64, p<0.01) and with tumor
weight (#=0.57, p<0.01). The correlation between VEGF and
tumor weight was stronger (#=0.79, p<0.0001) when the L-
NAME-treated groups were excluded from the analysis.

Table 2 Hemoglobin content

and concentration in the experi- Groups Hemoglobin Total hemoglobin ~ Hemoglobin ~ Ratio hemoglobin
mental groups [hemoglobin con- concentration (mg) (mg/g) concentration in the
centration in the tumor (mg/g)/ (ng Hb/mg protein) tumor (mg/g)/blood
blood hemoglobin g/dl] hemoglobin (g/dI)
Control 351.0+30.5 2.61+£0.35 7.01+0.61 0.53+0.15
T, 321.6£25.3 3.05+0.27 6.43+0.50 0.54+0.08
Methimazole 283+19 1.80+0.28 5.67+0.38 0.54+0.09
L-NAME 415.8+£60.0 1.45+0.22%* 8.31+1.20 0.61+0.12
T4+L-NAME 386.3+36.5 2.55+0.48 7.72+£0.73 0.55+0.07
Methimazole+L-NAME 388+79 0.63+0.07%* 7+1.59 0.63+0.12
AG 398436 2.59+0.76 7.96+0.73 0.56+0.04
T4+AG 338.0+36.5 3.05+0.71 6.76+0.73 0.544+0.09
Data expressed as means+=SEM Tetrac 195.6417.9%* 0.60-£0.12%%* 3.914+0.35% 0.294+0.03*
*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 T, 4Tetrac 356.8453.1 1.2840.18%* 11.1+3.48 0.76+0.18

versus controls
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Table 3 VEGF and Aminopep-

tidase activities in the experimen- Groups VEGF % GluAp AlaAp AspAp
tal groups absorbance (pmol min "' mg (nmol min"" mg (pmol min ' mg
protein ') protein ') protein ')

Control 100+£14.4 0.30+£0.03 2.22+0.31 0.04 £0.01
Ty 190.2+£29.7* 0.27+0.04 1.78+0.24 0.03+0.01
Methimazole 110.2+13.5 0.71+0.08*** 3.38+0.30* 0.07+0.01*
L-NAME 181.4458.1 0.25+0.05 0.96+£0.07 0.02+0.01
T4+L-NAME 249.5+£53.9** 0.20+0.02 0.87+0.07* 0.01£0.01**
Methimazole+L-NAME 136.4+32.8 1.35:£021%%* 3.12+0.29 0.08+0.02*
AG 182.3428.1%* 0.13+£0.01* 0.85+0.02%%* 0.01+0.01**
T4+AG 218.7+41.8* 0.1740.02%* 0.89+0.11%* 0.01£0.01**

Data expressed as means+=SEM Tetrac 704£5% 11950, ] 2 10,85 2%k 0.154+0.03%%*

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 T, 4Tetrac 109.2421.0 1.5140.07+%+ 3.30+0.56 0.07+0.01%

versus controls

Discussion

T, treatment increased tumor weight in mice without signifi-
cantly changing the tumor tissue Hb concentration, suggesting
that T, promotes tumor development associated with a pro-
portional increase in neovascularization and in the tumor
expression of the angiogenic factor VEGF. The stimulating
effect of T4 on tumor weight is consistent with previous
findings that thyroid hormone excess enhances the prolifera-
tion of pituitary, breast, ovarian, and prostatic cancer cell lines
[3-5]. In contrast, thyroid hormone nuclear receptors, which
mediate the biological activity of Ts via transcriptional regu-
lation, were recently described as tumor suppressors [33]. The
reasons for these contradictory findings are not clear, but they
may be related to the type of tumor studied. In this context, it
is important to draw a distinction between proliferation and
oncogenesis. Thus, the proliferation of already-established
cancer cells is promoted by T4 and T; [34], but there is little
evidence that the thyroid hormone is oncogenic.

VEGEF increased in the tumors of all groups of mice treated
with Ty, both normal and AG-treated mice, clearly indicating
that T, activates VEGF production. Given that the Hb con-
centration was not increased in tumors of the T4-treated mice,

it is possible that VEGF may contribute to match the angio-
genic response to tumor growth. These data are in consonance
with previous reports that the angiogenic response to thyroid
hormone is in part mediated by VEGF [35]. Several potential
factors may determine the elevated VEGF levels in the tumors
of Ty-treated mice, including angiotensin I1 [36] or NO [37],
which are increased in the hyperthyroid state [10].

VEGF was positively correlated with Hb concentration and
with tumor weight in the present study, indicating that VEGF
participated in the angiogenic response to tumor cells and in
tumor growth under our experimental conditions.

Cellular actions of thyroid hormone may be initiated within
the cell nucleus, at the plasma membrane, in cytoplasm, and at
the mitochondrion [34]. Recently, a structural protein of the
plasma membrane, integrin «v(33, has been shown to contain
a binding domain for iodothyronines that is an initiation site
for hormone-directed complex cellular events, such as cell
division [38] and angiogenesis [39]. This qualifies avR3
integrin binding site as a plasma membrane receptor for thy-
roid hormone [39]. Tetrac blocks the binding of agonist thy-
roid hormone analogs T4 and Tj to the integrin receptor on the
cell surface and inhibits the cell proliferation effects of thyroid
hormone [39]. The ocvB3 integrin is connected to the receptors
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Fig. 2 Graphs showing the relationship between tumor weight and aminopeptidase activities when all data were pooled in a common regression line
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Fig. 3 Graphs showing the inverse relationship between tumor weight
and aminopeptidase activities when the data of control, T4, and
methimazole groups and the same groups treated with L-NAME were

of proangiogenic agents [40, 41] whose activity is blocked by
tetrac [25]. Tetrac is also antiangiogenic in the absence of
thyroid hormone [25]. Daily treatment with tetrac was reported
to reduce the growth of human medullary thyroid carcinoma
[31] and the proliferation of nonsmall cell lung cancer cells [32]
in murine xenograft models in association with a reduction in
neovascularization, measured as tumor tissue Hb content. In the
present study, tetrac induced a reduction in tumor weight, tumor
vascularization, and tumor VEGF levels. Tetrac also arrested
tumor growth and restored normal VEGF levels in tumors of Ty4-
treated mice, indicating that plasma membrane ovB3 integrin
activation is an essential mechanism for T,-promoted tumor
growth and angiogenesis. These results add to the documented
effects of tetrac in blocking VEGF-induced angiogenesis [25]
and reveal that it also reduces tumor tissue VEGF levels.

Although several studies in rats [8] and mice [6, 7, 9] have
reported that the hypothyroid state is associated with a decreased
tumor weight, the present results show that tumor weight, Hb
concentration levels, and total Hb were reduced in methimazole-
treated hypothyroid mice, although statistical significance was
not reached.

L-NAME reduced the tumor weight without significantly
changing the HB concentration. This suggests that NO inhi-
bition affects the tumor weight and tumor vascularization to a

AlaAp (nmol/min/mg protein)

AspAp (pmol/min/mg protein)

pooled in a common regression line. p values of the differences in slopes
are displayed between the regression lines in each graph. p value and
correlation coefficient of each regression line are also displayed

similar degree. L-NAME also reduced the tumor weight in T,-
treated mice without significant changes in HB concentration
or content. These results indicate that NO inhibition also
affects proportionally tumor weight and tumor-associated
neovascularization in T,-treated mice. These findings agree
with previous reports that NO promotes tumor growth through
the stimulation of tumor angiogenesis [13] and that L-NAME
inhibits tumor-induced angiogenesis [42]. L-NAME reduced
tumor weight matched to the total Hb but did not reduce
VEGF levels in tumors of the control, hypothyroid, or hyper-
thyroid mice, likely attributable to the blockade by L-NAME
of NO [43], which is a downstream mediator of VEGEF-
induced angiogenesis.

Induction of iNOS with lipopolysaccharide and interferon-y
in murine mammary tumor cells stimulates tumor growth and
metastasis [44], and iINOS has been detected in stromal ele-
ments of a majority of gastric carcinomas [45]. Furthermore,
iNOS transduction in a human colon adenocarcinoma line
enhanced tumor growth and vascularity when transplanted in
nude mice [46]. In the present study, however, administration
of the iNOS inhibitor AG [26-29] did not modify the tumor
weight or Hb content in normal or T,-treated mice, suggesting
that the iNOS may not play a role in tumor growth or angio-
genesis, at least in our model.
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Fig. 4 Relationship between vascular endothelial growth factor (VEGF) and aminopeptidase activities when all data were pooled in a common

regression line
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GluAp and AlaAp, also called ApA and ApN, respectively,
have been recognized as promoters of tumor growth and
angiogenesis [20-22]. Besides cleaving angiotensin IT, APN/
CD13 can degrade the extracellular matrix, is overexpressed
on tumor cells, and appears to play a role in tumor invasion,
metastasis, and angiogenesis [20-22]. However, a decrease in
APN activity has also been reported in C6 gliomas implanted
in rats [47], in N-methyl-nitrosourea-induced mammary
tumors in rats [48], and in meningiomas [49]. Our data
are in line with the latter findings, given the negative
correlation observed between tumor weight and the activity
of the three APs analyzed, which suggests that an increased
activity of these peptidases may have a potential role
against tumor development. This correlation was closer in
the tumors from control hyper- and hypothyroid groups and
a strong inverse relationship was also observed between
tumor weight and AP activities in the tetrac-treated mice.
However, L-NAME produced a reduction in tumor weight
associated with a decrease in AP activities, except in the L-
NAME+methimazole group in which hypothyroid-related
effects appeared to predominate. The AG-treated groups
showed a marked reduction in tumor tissue AP activities,
suggesting that iNOS positively modulates the activity of
these enzymes. This effect might participate in the reduc-
tion of AP activities in the L-NAME groups.

The reason for the strong negative correlation between AP
and VEGF protein abundance in the tumors is not clear, and it
does not prove a causal relationship; however, it is consistent
with the negative relationship between AP activity and tumor
weight.

In conclusion, the angiogenesis and tumor growth induced
by T, is mediated in part by NO and is dependent on activation
of the avB3 integrin. NO blockade reduces tumor growth,
regardless of the thyroid status. Thyroid hormone negatively
modulates AP activities in tumor tissue. VEGF protein abun-
dance correlates negatively with the three APs measured.
Finally, tetrac produces a reduction in tumor weight associated
with increased AP activity.
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Abstract This study evaluated the effects of the pro-oxidant
buthionine sulfoximine (BSO) and of the interaction between
BSO and TETRAC, an antagonist of avf33 integrin, on tumor
development and aminopeptidase (AP) activity in a murine
model of implanted Lewis’s carcinoma. Male CBA-C57 mice
were untreated (controls) or treated with BSO (222 mg/
100 mL in drinking water), TETRAC (10 mg/kg/day, i.p.),
or BSO + TETRAC. BSO for 28 days and TETRAC were
given for the last 20 days. Mice were subcutaneously inocu-
lated with 1x10° Lewis carcinoma 3LL cells into the dorsum.
Study variables were tumor weight (TW); Hb, as index of
tumor-mediated angiogenesis; vascular endothelial growth
factor (VEGF) protein abundance; protein carbonyl content;
a-tubulin abundance; and GluAp, AlaAp, and AspAp activi-
ties. BSO produced a major decrease in TW (203418 mg)
with respect to controls (365+26) and a reduction in Hb
content. The TETRAC group also showed marked reductions
in TW (129+15) and Hb concentration associated with a
reduced VEGF content. The BSO + TETRAC group showed
amajor TW reduction (125+13); although, the difference with
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the TETRAC group was not significant. BSO treatment in-
creased protein carbonyl and tubulin abundance in compari-
son to controls. The activity of all APs was increased in the
three experimental groups and was strongly and negatively
correlated with TW. In conclusion, administration of BSO
reduced the TW, which inversely correlated with protein car-
bonyl content, suggesting a loss of microtubule polymeriza-
tion. The finding of a negative correlation between TW and
AP activity opens up new perspectives for the study of APs as
tumor growth modulators.

Keywords Tumor growth - Protein carbonyl - BSO -
TETRAC - Aminopeptidases

Introduction

Antioxidants are widely used to protect cells from damage
induced by oxidative stress. The belief that antioxidants pro-
tect against cancer development is widely held and has been
supported by cellular and preclinical studies [1-3]. However,
experimental data and clinical trials suggest that structurally
unrelated antioxidants such as isoflavones, carotenes, vita-
mins, and N-acetylcysteine (NAC) should not be recommend-
ed for lung cancer prevention and may even increase cancer
risk and promote tumor growth [4-7]. Thus, a trial of vitamin
E and selenium for prostate cancer prevention was halted
when prostate cancer was found to be more frequent in the
vitamin E group than in controls [§]. Sayin et al. [9] recently
reported that dietary supplementation with the antioxidants N-
acetylcysteine (NAC) and vitamin E in mice bearing muta-
tions was associated with an increase in lung cancer risk and
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tumor promotion, with the development of more numerous
and more aggressive lung tumors that reduced the survival of
the animals by half.

Glutathione (GSH) is a nonprotein thiol with diverse bio-
logical functions, including protection against oxidative
stress, detoxification of xenobiotics, and bioreductive reac-
tions [10]. It plays an important role in the resistance of tumors
to cytostatics, and elevation of intracellular GSH is associated
with resistance to irradiation and its reduction with sensitiza-
tion to these therapies [11-17]. Thus, the efficacy of some
anticancer agents was enhanced by using the GSH synthesis
inhibitor buthionine sulfoximine (BSO) to deplete GSH
[13-17]. Other pro-oxidant agents have also been found to
possess anticancer activity, proving capable of inducing cell
death associated with reactive oxygen species (ROS) genera-
tion and GSH depletion [13—17], and the combination of BSO
with these agents further enhanced ROS production and apo-
ptosis in tumor cells [13—17]. However, the combination of
BSO with melphalan showed no additional therapeutic effect
in advanced solid tumors [18]. Moreover, it was even reported
[19] that the treatment of mice with BSO significantly in-
creased benzo[a]pyrene-induced tumor multiplicity in the
lung and forestomach.

Tetraiodothyroacetic acid (TETRAC) is a thyroid hormone
analogue that inhibits the ocvB3 integrin receptor. The xvRB3
mtegrin is also connected to the receptors of proangiogenic
agents that promote tumor growth [20, 21], whose activity is
blocked by TETRAC [22]. Daily treatment with TETRAC
reduces tumor growth in murine xenograft models [23, 24] in
association with a reduced tumor-mediated angiogenesis,
measured as tumor tissue Hb content and increases aminopep-
tidase (AP) activity [24].

With this background, we investigated the influence of the
pro-oxidant BSO on tumor growth and on protein carbonyl
content, x-tubulin abundance, and AP activity in a mouse
model of lung cancer induced with implanted Lewis carcino-
ma 3LL cells. Moreover, we also examined the effect of the
interaction between BSO and TETRAC on tumor growth,
angiogenesis, and AP activity.

Materials and methods
Animals

We used 40 male CBA-C57 mice born and raised at the
Granada University animal center. Animal care and work
protocols were approved and carried out in accordance with
the regulations established by the Committee of Animal Re-
search and Bioethics of Granada University and with Europe-
an Union guidelines for the ethical care of animals. The mice,
initially weighing 20-25 g, were randomly distributed among
different experimental groups. All animals had free access to
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standard mice diet (rodent toxicology diet, B&K, Barcelona,
Spain) and tap water or their respective drinking fluid ad
libitum.

Cells and cell culture

Lewis carcinoma 3LL cells provided by Dr. A. Lora (Depart-
ment of Immunology, Hospital Virgen de las Nieves, Granada,
Spain) were cultured in RPMI medium supplemented with
5 % FCS, standard antibiotics, and L-glutamine, all from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Cells were maintained
in a humidified 5 % CO, atmosphere at 37 °C.

Tumor induction

Mice were subcutaneously inoculated into the dorsum with
1x10° exponentially growing cells. After 9 days, mice were
deeply anesthetized with Equithesin (25 pL/10 g). Tumors
were rapidly removed, weighed, and immediately frozen until
analyses of Hb, vascular endothelial growth factor (VEGF)
protein abundance, protein carbonyl content, o-tubulin abun-
dance, and AP activity. Liver samples were immediately har-
vested, cleaned, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at
—80 °C until analysis of total GSH content.

Experimental protocols

Mice were assigned to one of four groups: control, BSO
(222 mg/100 mL, 10 mmol/L in drinking water), TETRAC
(10 mg/kg/day, i.p.), or BSO + TETRAC. BSO was adminis-
tered for 28 days, and TETRAC was given at 20 days before
the end of the experimental period. This BSO dose caused
glutathione depletion and increased oxidative stress in mice of
the same strain in previous experiments in our laboratory [25].

Tumor variables studied were tumor weight (TW); Hb
concentration, as a recognized index of tumor vascularization
[23, 24, 26]; VEGF protein abundance; protein carbonyl
content; x-tubulin abundance; and GluAp, AlaAp, and
AspAp activities. Because of the large variations in TW,
concentrations are preferred over absolute values as markers
of angiogenesis.

GluAp, AlaAp, and AspAp activities were selected as
possible biomarkers of tumor growth because they were found
to be negatively correlated with tumor growth in a previous
study by our group [24].

Four days before the experimental period was completed, all
animals were housed in metabolic cages (Panlab, Barcelona,
Spain) for collection of 24-h urine samples and had free access
to food and water and their respective treatments for 4 days
(2 days for adaptation +2 experimental days). Total F,-
isoprostane excretion was measured, considering the mean
results of two experimental days in the intergroup analyses. A
sample was taken from the liver for total GSH measurement.
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Fig. 1 Tumor weight, total hemoglobin, and hemoglobin concentration in the experimental groups. Data expressed as mean + standard error of the

mean. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.01 versus controls (n=10, each group)

Analytical procedures

All analytical procedures were carried out on ten mice per
group except for the studies of protein carbonyl content and -
tubulin expression. Hb was measured by spectrophotometry
using the Drabkin method. Tumor tissue was homogenized in
distilled water and centrifuged at 16,000g for 5 min at 4 °C;
25 uL of the supernatant was mixed with 225 ul, Drabkin’s
reagent (Sigma, Madrid, Spain) in a microplate at room tem-
perature for 15 min, and the absorbance was measured at
540 nm. Hb concentration was determined by comparison
with a standard curve from 0 to 20 mg/mL of bovine Hb
dissolved in water.

AP activity was measured by homogenizing tumor tissues in
50 mM HCHTris (pH 7.4) containing 1 % Triton X-100 and
centrifuging for 15 min at 1,000g. GluAp, AlaAp, and AspAp
activities were determined in duplicate in a kinetic fluorimetric
assay, using glutamyl-, alanyl-, and aspartyl-(3-naphthylamide
as respective substrates. Tissue protein was measured with the
DC Protein Assay kit (Bio-Rad, Madrid, Spain).

VEGF abundance was quantified by indirect ELISA using
a starter kit from Bethyl Laboratories Inc. (Montgomery, TX,
USA). Briefly, homogenized tumor tissues containing 1 mg/
mL of total protein were fixed in a 96-well plate overnight at
4 °C. After blocking, the plate was probed with 1 pg/mL of
rabbit anti-VEGF antibody (Merck Millipore, Billerica, MA,

Table 1 VEGF and aminopeptidase activities in the experimental groups

USA) as primary antibody and 0.2 pg/mL of mouse anti-
rabbit HRP-linked IgG antibody (KPL Inc., Gaithersburg,
MD, USA) as secondary antibody. All samples were mea-
sured in duplicate, and results were expressed as percentage of
the mean absorbance in the control group.

Protein carbonyl content was analyzed in tumor tissues
from control and BSO-treated groups with a 2,4-
dinitrodiphenylhydrazine-based kit purchased from Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain. In order to avoid hemoglobin inter-
ference, one aliquot of each homogenate was assayed without
reagent, and the absorbance of sample blanks was subtracted
from the absorbance of their corresponding samples.

Expression of o-tubulin in tumors from control and BSO-
treated groups was assayed by immunoblotting, subjecting
10 pg of protein to SDS-PAGE and transferring to a PVDF
membrane. After blocking with 5 % nonfat milk, the mem-
brane was probed with rabbit anti-alpha tubulin polyclonal
antibody (Labfrontier, Seoul, Korea) at 0.1 pg/mL and a
secondary HRP-conjugated goat anti-rabbit antibody
(Biomedal, Sevilla, Spain). Bands were visualized with ECL
(Amersham, Amersham, UK) in a CCD camera image system
and quantified with the Image J program (NIH). Lumines-
cence data were expressed as a percentage of the mean value
in the control group.

For the determination of total F,-isoprostane (8-iso-prosta-
glandin F, ), urine samples were hydrolyzed by incubation at

Groups VEGF GluAp AlaAp AspAp
Y% absorbance nmol/min/mg protein nmol/min/mg protein nmol/min/mg protein
Control 100+14.4 0.33+0.07 1.85+0.16 0.03+0.01
BSO 81+4.3 0.88+0.14%** 6.70+1.43** 0.05+0.01
TETRAC 68+6.1* 1:22:40.1 5%%* S FEL Q1) 0.16+0.02%**
BSO + TETRAC 109.1+16.5 1.884+0.37%** 5.66+£1.76* 0.12+0.04**

Data expressed as means += SEM (n=10, each group)
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 versus controls
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40 °C for 90 min with 10 M NaOH. Samples were allowed to
cool and then neutralized with 2 M HCI. After centrifugation,
the supernatant was collected for the assays. Total F,-
isoprostanes were measured using a competitive enzyme im-
munoassay (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), and the
total GSH content of the hepatic tissue was determined with
the Cayman GSH assay kit (Cayman Chemical Co, Ann
Arbor, MI, USA).

Statistical analyses

Statview software (Adept Scientific, Acton, MA, USA) was
used for the statistical analysis. One-way ANOVA was applied
to compare the mean + SD in each experimental group with
that in its respective control group. P<0.05 was considered
significant. Regression studies and ANOVA studies were
performed, using Statgraphics software (Adept Scientific) to
analyze correlations of AP activities, protein carbonyl, and -
tubulin abundance with TW. P<0.05 and [r{>0.5 were con-
sidered a strong correlation.

Results

BSO and TETRAC reduced tumor weight and increased AP
activities In comparison to the controls, the BSO-treated
group showed significant reductions in TW, total Hb content,
and Hb concentration. GluAp and AlaAp activities were sig-
nificantly increased, but there was no difference in AspAp
activity. VEGF protein abundance was slightly reduced, but
significance was not reached. The TETRAC group showed a
marked reduction in TW, Hb concentration, and total Hb
versus controls, associated with an increased activity of all
three APs, while tumor VEGF was reduced. The BSO +
TETRAC group also evidenced a major reduction in TW,
which was significant versus controls but not versus the
TETRAC group, along with a significant decrease in Hb
content but increase in Hb concentration and a major increase

Table 2 P value and correlation coefficient (#) of regression between
AlaAp activity and tumor weight in the groups (n=10, each group)

Groups P value R
Control 0.0003%** —0.6395
BSO 0.0402* —0.6886
TETRAC 0.0015%* -0.9136
BSO + TETRAC 0.0502* —0.9412
[1>0.5

* p<0.05

#4001

*4% p<0.001

in GluAp, AlaAp, and AspAp activities; VEGF protein abun-
dance did not differ between the BSO + TETRAC-treated
animals and controls (Fig. 1, Table 1)

Negative correlation between tumor weight and AP activities
When all data were pooled in a common regression line,
TW showed a strong negative correlation with all AP
activities (Fig. 2); separate analyses for each group also
yielded high negative correlation coefficients. Table 2 com-
piles P values and correlation coefficients for the regression
between AlaAp activity and TW in the groups’ total Hb
showed a similar negative correlation with all AP activities
studied (data not shown).

Increase in oxidative stress variables in BSO-treated groups
The total GSH content of liver tissue was reduced in both
BSO-treated groups versus their respective controls. Total F,-
isoprostane urinary excretion was significantly increased in
both BSO-treated groups versus their respective controls
(Table 3). These data indicate that the administration of BSO
at the dose used in this study produced a state of oxidative
stress and confirm previous observations in this model [25].
BSO treatment induced an increase in protein carbonyl con-
tent of the tumor tissues, which was inversely correlated with

400 400 400
S = 5 }—
g %0 E 300 £ 300
~ o :’
e 5 £ =
£
g =0 2 0 % 0
3 = g
5 5 )
£ r=0.982 E L »—}—' r=0.930 E r=0924
E 100 | p=0018 — 100 p=0.070 — 100 p=0076
0 0 - . : )
0 1 2 3 4 000 010 020 030 040 050 060 0 10 20 0 40

1/GIuAp (nmol/min/mg protein)

1/AlaAp (nmol/min/mg protein)

1/AspAp (nmol/min/mg protein)

Fig. 2 Relationship between tumor weight and aminopeptidase activities when all data were pooled in a common regression line. GluAp, AlaAp, and

AspAp = glutamyl-, alanyl-, and aspartyl-aminopeptidases, respectively
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Table 3 Oxidative stress variables in the groups

Groups Total GSH content Total F,-isoprostane
in liver tissue urinary excretion
(pmol/g wet tissue) (ng/30 g/24 h)

Control 5.8+0.3 1.80£0.15

BSO 2.5£02* 5.20£0.15*

TETRAC 4.9+0.03 2.10+0.14

BSO + TETRAC 2.7+0.1%* 6.10+0.21*

Data expressed as means + EM (n=10, each group)

* p<0.01 versus controls

TW (Fig. 3). Furthermore, the inverse correlation between
protein carbonyl content and TW was higher in the BSO-
treated group than in the control group (Fig. 3). BSO also
induced an increased expression of o-tubulin (Fig. 4), which
was correlated with the protein carbonyl content of each
tumor. A strong inverse correlation with TW was found in
the BSO-treated group, but there was no correlation between
a-tubulin expression and TW in control mice.

Discussion

This study shows that BSO, a selective inhibitor of y-
glutamylcysteine synthetase, which induces glutathione de-
pletion and increases oxidative stress, produces a marked
reduction in TW in vivo, with a reduction in HB levels,
suggesting that BSO reduces TW and tumor-induced angio-
genesis when administered alone. The mechanism underly-
ing this effect may be related to the carbonylation of cyto-
skeletal proteins, which are especially susceptible to oxida-
tive stress and whose normal function is crucial for the
development of tissues and, probably, tumors. Thus, the
formation of protein carbonyls during GSH depletion has

been demonstrated in rat brain slices, identifying B-actin and
o/B-tubulin as major carbonylation targets [27]. It has been
demonstrated that carbonylated proteins accumulate due to a
defect in the degradation of the modified proteins and/or
resistance to proteolysis [28], explaining the higher expres-
sion of -tubulin in the tumors from BSO-treated mice. It
has also been reported that oxidation of tubulin with differ-
ent treatments inhibits microtubule polymerization [29, 30]
and that one of the main modulators of the redox state of
tubulin is the GSH/glutaredoxin reductase system [31].
Hence, the pro-oxidant status induced by BSO may also
inhibit microtubule polymerization with the consequent
TW reduction. In the present study, we found a strong
inverse correlation between TW and both protein carbonyl
content and a-tubulin expression.

Several other potential mechanisms might participate in the
antitumor activity of BSO. The increased oxidative stress
induced by BSO may activate p53 protein, which protects
against tumor progression, consistent with the recent report
of a reduction in p53 after treatment with the antioxidants
NAC and vitamin E [9]. Other studies have demonstrated that
oncogenes such as K-RAS and B-RAF promote tumor growth
by stimulating NRF2-mediated transcription of endogenous
antioxidant genes [32, 33]. Moreover, kinetic studies suggest
that GSH depletion stimulates c-Jun amino-terminal kinase
and Bax translocation in HepG2 cells, with subsequent dereg-
ulation of mitochondria and proteolysis activation, leading to
loss of membrane integrity, release of lactate dehydrogenase,
and DNA degradation [15]. Further studies are required to
elucidate the mechanism underlying the decrease in TW in-
duced by BSO.

TETRAC administration for 21 days reduced tumor growth
in association with a reduced tumor-associated neovasculari-
zation, measured as tumor tissue Hb content. These results
agree with previous observations in human medullary thyroid
carcinoma [23] and Lewis carcinoma 3LL cells [24].
TETRAC may exett this non-specific effect because its target,
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a o)) & BSO )
2 .|l sso £ 500 2 r=07131
E * = E 207 p=oo4r1
3 £ 400 1=-08739 5 :
£ ® p <0.0001 é i& r=08396
€ £ 300 = p=0.0146
=) 5 o
£ E 10
o 4rf £ 200 S
£ 2 = v
g i < 5 Control
£ 2y . 4 BSO
% 0 L L L ' ) 0 1 L '
< 0 2 4 6 8 10 12 0 5 10 15
o o0

Protein carbonyl (nmol/mg prot)

Fig. 3 Protein carbonyl content in control (n=8) and BSO-treated (1n=6)
groups. Data are expressed as mean + standard error of the mean.
* p<0.05 versus control group (leff). Graph showing the inverse relation-
ship between tumor weight and protein carbonyl content when data of
control and BSO groups were included in the same regression line

Protein carbonyl (nmol/mg prot)

(middle). Graph showing inverse relationship between tumor weight
and protein carbonyl content for control (#=8) and BSO (n=6) (right).
P value and correlation coefficients of each regression line are also
displayed
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Fig. 4 Immunoblotting showing the expression of x-tubulin in tumors
from control (n=8) and BSO-treated mice (n=6). Luminescence data
were expressed as a percentage of the mean of control group.
* p<0.001 versus control (leff). Graph showing correlation between -
tubulin expression and protein carbonyl content (middle). Inverse

integrin ocv33, despite containing a binding domain for
iodothyronines, is also connected to receptors of
proangiogenic agents [20, 21] and participates in cell division
[34]. Thus, TETRAC is also antiangiogenic in the absence of
thyroid hormone [22].

The marked decrease in tumor growth obtained by the
combination of BSO and TETRAC was not greater than that
produced by the administration of TETRAC alone, indicating
that inhibition of av33 integrin activation is a major factor in
carcinogenesis. These results agree with findings by Bailey
et al. [18] that the combination of BSO with melphalan, an
alkylating anticancer agent, had no additional therapeutic
effect on solid tumors; however, they contrast with reports
that ROS production and apoptosis in tumor cells were further
enhanced when BSO was combined with anticancer drugs
with pro-oxidant activity [13—17]. These data would indicate
that TETRAC does not possess an oxidative stress
mechanism.

Unexpectedly, the association of BSO with TETRAC pro-
duced an increase in tumor-mediated angiogenesis, suggesting
that BSO interferes with the known antiangiogenic activity of
TETRAC [21, 22, 35].

We investigated GluAP, AlaAP, and AspAp activities and
their relationship with tumor growth. These activities, which
were reduced in BSO- and TETRAC-treated mice, were neg-
atively correlated with TW, suggesting a possible role for
these enzymes against tumor progression. This observation
is in line with an earlier report from our lab [24] and consistent
with previous findings of decreased APN (i.e., AlaAp) activity
in untreated C6 gliomas implanted in rats [36], N-methyl-
nitrosourea-induced mammary tumors in rats [37], and me-
ningiomas [38].

The reduced TW in BSO- and TETRAC-treated groups
was accompanied by a decrease in VEGF protein abundance,
suggesting the participation of VEGF in tumor progression.
Our data agree with previous reports that VEGF correlates
positively with TW and negatively with the activity of these
three APs [24].

@ Springer

o-tubulin (% luminiscence)

relationship between a-tubulin expression and tumor weight in BSO-
treated group (n=60) that was not observed in the control group (n=8)
(right). P value and correlation coefficients of each regression line are
also displayed

In conclusion, administration of the GSH inhibitor BSO
reduced TW in mice in association with a decrease in tumor-
mediated angiogenesis; and the reduction in TW was related
to the oxidation of cytoskeletal proteins. TW was negatively
correlated with GluAp, AlaAp, and AspAp activities, which
opens up new perspectives for the study of APs as modulators
of tumor growth.
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