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1. Introducción 

1.1 Angiogénesis  

1.1.1. Angiogénesis y vasculogénesis 

El término angiogénesis se refiere al proceso que conduce a la formación de nuevos 

vasos sanguíneos a partir de la vasculatura pre-existente (Fig. 1) (Dvorak, 2005). El proceso 

de la angiogénesis incluye la migración y proliferación de células endoteliales (CEs), la 

formación y organización de grupos celulares en estructuras tubulares que eventualmente 

se unirán, para finalmente madurar en vasos sanguíneos 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 sanguíneos. 

2. Las CEs se ensamblan formando un laberinto vascular primitivo de capilares 

pequeños (vasculogénesis). 

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

vasos. 

4.  Éste se remodela formando una red vascular altamente organizada de vasos 

grandes que se ramifican en vasos pequeños. 

5.  Los canales recién formados por CEs, son cubiertos por pericitos y células de 

músculo liso, las cuales regulan la contracción y dilatación de los vasos sanguíneos, 

proporcionando resistencia y permitiendo la regulación de la perfusión de los vasos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Representación esquemática del 

proceso angiogénico. Extraído de 

Martínez-Ezquerro y Herrera, 2006. 
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Se pueden distinguir dos tipos de angiogénesis, la angiogénesis fisiológica o 

normal y la angiogénesis patológica 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. Ésta, 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- o anti-angiogénicas, respectivamente (Ferrara, 2002). Existen 

diversas  enfermedades asociadas a los distintos tipos de angiogénesis, una de las cuales 

(la proliferación de células tumorales), es de gran interés para nuestra investigación (ver 

Tabla 1). 

 

Tabla 1.  Patologías que cursan con activación (columna izquierda) o con inhibición (columna 

derecha) de los procesos angiogénicos. Extraído de Martínez-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 formación de nuevos vasos sanguíneos que ocurre en el desarrollo temprano 

del embrión a partir de células precursoras (Kelley y cols, 1997) (Ver Fig. 2). 
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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 

formación de la red vascular en el embrión.  

La vasculogénesis da lugar al corazón y un primitivo plexo vascular dentro del 

embrión y de las membranas que lo rodean, como la circulación en el saco vitelino. La 

angiogénesis es la responsable de la remodelación y ampliación de esta red vascular. 

Mientras que la vasculogénesis se refiere a la diferenciación in situ y el crecimiento de vasos 

sanguíneos desde el mesodermo derivado de hemangioblastos, la angiogénesis está 

compuesta por dos mecanismos diferentes: la germinación endotelial y el crecimiento 

microvascular por invaginación (CMI).  

- El proceso de germinación se basa en la migración de células endoteliales, la 

proliferación y la formación del tubo.  

- El CMI divide el lumen de los  vasos existentes mediante la formación y la inserción 

de pliegues de tejido y columnas de tejido intersticial en el lumen o luz del vaso 

(Patan, 2000) (Fig. 3). 
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Fig. 3 . Mecanismos de formación de los vasos sanguíneos. Extraido de Carmeliet y Jain, 2011. 

 

1.1.2. Mecanismos de angiogénesis 

Además del VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), existen distintas 

moléculas implicadas en la regulación positiva de la angiogénesis, incluyendo la 

superfamilia FGF , factor de crecimiento transformante alfa (TGF-α) y TGF-β, factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), 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 formación de vasos 

sanguíneos (Ferrara, 2002; Carmeliet y Collen D, 2002). A continuación se expondrá un 

breve resumen de cada uno de ellos para poder apreciar, la importancia que tienen durante 

el proceso de la regulación de la angiogénesis. 
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- El VEGF  es un factor de crecimiento con actividad mitogénica altamente específica 

para las CEs; es miembro de la superfamilia de genes VEGF-PDGF que incluye al VEGF-A, 

-B, -C, -D y -E, así como al factor de crecimiento de placenta (PIGF) (Shibuya, 2001; 

Veikkola y cols, 2000). 

 

 

 

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

Martínez-Ezquerro y Herrera, 2006. 

 

El VEGF activo está compuesto por dos subunidades idénticas. La unión a su 

receptor es mediada por el homodímero. La modulación de la actividad del VEGF viene 

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

 

El VEGF responde a varios estímulos tales como hipoxia/isquemia principalmente, a 

distintos factores de crecimiento, oncogenes activados así como a distintas citoquinas, 

estrógeno y óxido nítrico (NO). Mediante estos estímulos se aumenta la expresión del VEGF 

(Shibuya, 2001; Partanen, 2001) induciendo la proliferación de CEs derivadas de las 

arterias, venas y vasos linfáticos (Ferrara, 2002) así como la proliferación de algunos tipos 

celulares no endoteliales (Matsumoto y cols, 2001). 

 

 Además es un hecho a resaltar, que el VEGF promueve la migración celular e inhibe 

la apoptosis (D’Arcangelo y cols, 2000), promueve la angiogénesis y la permeabilización de 

los vasos sanguíneos y participa en la vasculogénesis (Partanen, 2001) y en la 

linfangiogénesis (Nagy y cols, 2002).
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Cuando su regulación es normal, el VEGF contribuye al remodelamiento vascular 

durante el ciclo ovárico y la implantación embriónica, a la cicatrización y reparación, 

mientras que cuando es inadecuada, este factor contribuye al desarrollo de tumores sólidos 

al promover la angiogénesis. 

 

- Superfamilia FGF.  Pertenecen a esta familia, todos los factores del crecimiento 

fibroblástico (FGF) y entre sus miembros más importantes cabe mencionar: FGF-1 (FGF 

ácido) y FGF-2 (FGF básico), (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 único entre los 22 miembros de la familia de FGF que puede 

desencadenar una respuesta angiogénica en los tejidos dañados (hipoxia). FGF-1 estimula 

la proliferación y la diferenciación de todos los tipos celulares necesarios para construir un 

vaso arterial, incluyendo las células endoteliales y las células lisas del músculo; este hecho 

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

Además de FGF-1, FGF-2 es un factor más angiogénico que VEGF pero menos 

potente que FGF-1. Resumiendo, FGF-1 y el  FGF-2 estimulan la proliferación de los 

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

 

- Angiopoyetinas . ANG 1 y ANG 2, se requieren para la formación de los vasos 

sanguíneos maduros (Thurston, 2003). ANG1 y ANG2 son factores de crecimiento proteicos 

que actúan ligándose a sus receptores de tipo 1 y de tipo 2; parece que las señales de la 

célula están 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, - C y - D, que forman 

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

El enlace de PDGFs se establece con los receptores de proteína quinasa de la 

tirosina (receptor-α de PDGF y – β). La expresión de ambos receptores y de cada uno de los 

cuatro PDGFs está bajo control independiente, dando al sistema de PDGF/PDGFR una alta 

flexibilidad. Diversos estímulos externos como por ejemplo la inflamación y la angiogénesis, 

modulan la  expresión celular del receptor permitiendo unirse a algunos PDGFs pero no a 

otros. Además, algunas células exhiben solamente una de las isoformas de PDGFR 

mientras que otras células expresan varias isoformas, simultáneamente. 
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 - TGF- β.  En ratones se ha estudiado que la pérdida  de los receptores TGF-β ALK-

1, TGFR-1 (ALK-5), TGFR-2 o ENG da como resultado malformaciones arteriovenosas 

(Pardali, 2010). Sin embargo, la comprensión de las bases moleculares de este estudio ha 

sido difícil debido a resultados incoherentes. Esto se debe en parte,  a los efectos pro- y anti 

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

Por otra parte, aunque TGF-β promueve la deficiencia de ENG o ALK-1 y deteriora el 

desarrollo celular, aún no está claro si otros componentes TGF-β median sus efectos 

vasculares en vivo por medio de las células endoteliales (Pardali, 2010). Estudios preclínicos 

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 clínico. 

- Otros factores angiogénicos.  MMP  (metaloproteinasa de la matriz) es otro factor 

que contribuye de forma importante en la angiogénesis. MMPs, ayuda a degradar a las 

proteínas que mantienen las paredes del vaso sólidas. Esta proteolisis permite a las células 

endoteliales poder escaparse hacia la matriz intersticial según lo visto en la angiogénesis. 

Por lo tanto, la inhibición de MMPs previene la  formación de nuevo tubos capilares (Haas y 

cols, 2000). 

- DII4 (Delta-como el ligando 4), es una proteína recientemente descubierta como 

factor del crecimiento con unas características angiogénicas importantes similares a VEGF 

(Lobov y cols, 2007). 

 

1.2 Angiogénesis y proliferación tumoral 

1.2.1. La angiogénesis como factor de proliferación tumoral 

Teniendo en cuenta que el oxígeno 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 µm de un capilar para poder sobrevivir 

(Semenza, 2003; Carmeliet y Jain, 2000), por lo que si un grupo de células tumorales 

necesitan evadir la inanición, requieren promover el proceso normal de la angiogénesis para 

formar su propia fuente sanguínea mediante el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos y 

así, superar la falta de distribución de oxígeno 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 están implicados en la angiogénesis del tumor, pero en 

concentraciones más altas que en la angiogénesis de tejido normal. También actúan otros 

factores que normalmente no están implicados en la angiogénesis normal, como por ejemplo 

la interleuquina-8 (IL-8), que es más bien un factor de inflamación. La sobreexpresión de IL-

8 en el tumor estimula la producción del metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2), que degrada 

la membrana basal, remodela la matriz extracelular y facilita la angiogénesis del tumor. Esta 

activación de la angiogénesis conduce a la neovascularización  del tumor, dando como 

resultado su proliferación y crecimiento rápido (Nagy y cols, 2002). La angiogénesis no 

participa en la carcinogénesis pero si promueve la progresión tumoral (Carmeliet, 2005) y es 

un elemento esencial para la formación de metástasis al proveer un sitio de entrada a la 

circulación de los vasos sanguíneos, así como de oxígeno y nutrientes por la neo-

angiogénesis (Zetter, 1998). 
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Además, el tumor puede secretar factores  que promueven reacciones linfáticas de 

manera similar a la producción de factores angiogénicos, influyendo en la ruta de 

diseminación metastásica dado que los vasos linfáticos 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 metástasis, hecho que nuestro equipo de investigación desarrollará 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 progresión (Sun y Tang, 2004). La hipoxia  estimula a la 

angiogénesis ya que induce la expresión 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 expresión de VEGF, 

angiogénesis y crecimiento tumoral (Maxwell y cols, 1997). Además, la hipoxia induce la 

expresión de Rac, Id-1 (inhibidor de diferenciación) e incrementa la estabilización de HIF-1α, 

resultando así una alta regulación de VEGF (Lee y cols, 2006). Además de la expresión de 

HIF-1α y VEGF, la expresión de los supresores del tumor Hippeul-Lindau y p53 están 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6.  Hipoxia y angiogénesis. Extraído de la página 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 cáncer (Nagasawa y cols, 2006). Los inhibidores del HIF-1α se 

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

 

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, CK2α siRNA, y rapamicina inhiben significativamente los factores de 

hipoxia, lo cual conlleva una disminución de angiogénesis debido a una baja expresión de 

HIF-1 y VEGF (Bae y cols, 2006).  

 

1.2.3. Aplicaciones clínicas de los bloqueantes angiogénicos  

En los años 70, Judah Folkman comenzó una nueva carrera en contra del cáncer, al 

hipotetizar que si el tumor requería de la neo-angiogénesis para poder crecer más allá de 1-

2 mm entonces, al inhibir la angiogénesis, la expansión tumoral debería regresar por lo 

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

 

Existen distintas situaciones patológicas que están caracterizadas por un aumento 

(cáncer, desórdenes oculares, articulares y de la piel) o una disminución de la angiogénesis 

(tejidos isquémicos) (Carmeliet, 2005), y este aumento o disminución es el resultado del 

sistema de activación/inactivación que involucra a los VEGFs/VEGFRs.  

 

El desarrollo de agentes farmacológicos que inhiben o promueven la angiogénesis, 

hace a este sistema particularmente conveniente para su intervención en la búsqueda de 

resultados terapéuticos eficientes (Fig.7).  
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Fig. 7.  Mecanismos de resistencia para VEGF en terapia contra el cáncer. Extraido de 

Carmeliet y Jain, 2011. 

 

Es importante destacar que el VEGF juega un papel fundamental en distintas 

condiciones, como el cáncer con metástasis , por lo que su inactivación mediante la 

aplicación clínica de bloqueantes del mismo serviría como estrategia anti-angiogénica, y 

podría ser una solución ante la proliferación de células tumorales (Fig. 8) (Martínez-Ezquerro 

y Herrera, 2006). 

 

 

Fig. 8. Lugares donde actúan los bloqueantes de VEGF. Extraído de Martínez-Ezquerro y Herrera, 

2006.
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Las CEs son el principal blanco de esta estrategia porque, en teoría, su estabilidad 

genómica no les permitiría adquirir resistencia a las intervenciones antiangiogénicas.  

 

Sin embargo, distintas estrategias adicionales se están enfocando en otros tipos 

celulares no endoteliales que afectan a la angiogénesis, por lo menos indirectamente 

(Carmeliet, 2005), para impedir la proliferación de las CEs, prevenir el crecimiento de los 

vasos e inducir la regresión de vasos pre-existentes. Procedo a una breve explicación de 

cada una de estas estrategias utilizadas en el ámbito clínico:  

 

- Anticuerpos para el VEGF o inhibidores del VEGF . En virtud de que el VEGF es 

uno de los factores clave en la promoción 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); así 

como el pegaptinib, un aptámero que bloquea al mismo factor, para el tratamiento de cáncer 

colorectal metastásico. 

Sin embargo, se ha encontrado también que las estrategias que emplean anticuerpos 

anti-VEGF no siempre previenen el crecimiento  de tumores sólidos (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 diseminación metastásica cuando 

son liberados por las células tumorales (Achen y cols, 1998), por lo que resulta importante 

analizar si la inhibición de estos factores tiene beneficios terapéuticos en pacientes con 

cáncer. 

 

- Anticuerpos contra VEGFRs . La señalización del VEGFR-1 ha sido ligada a la 

inducción de MMP9 y a la facilitación de la metástasis por lo que es considerado  como un 

blanco de inhibición en la terapeútica 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 

mayoría de los tumores vasculares humanos benignos y malignos, y es frecuentemente 

sobre-expresado durante la transformación 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 inactivación 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).  

 

- Señuelos solubles . Aprovechando la actividad de unión del VEGF y PlGF al sFlt, 

se han diseñado estrategias que emplean VEGFRs solubles que secuestran a sus ligandos 

evitando la unión a sus receptores de membrana, demostrando que son capaces de suprimir 

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

 

- Moléculas pequeñas inhibidoras de VEGFRTKs . Se han desarrollado distintas 

molécula con la finalidad de detener el crecimiento tumoral, al bloquear la cascada de 

señalización de los VEGFRs. Algunas de estas moléculas inhibidoras que han sido 

analizadas en protocolos clínicos fase II/III (Ferrara y Kerbel, 2005), incluyen al SU6668 que  

bloquea tanto al VEGFR-2 como al PDGFR-β (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-1 y -2.  

En ensayos clínicos de fase I la angiozima ha demostrado ser bien tolerada sin 

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

 

- Esteroides angiostáticos.  Algunos esteroides incluyendo a la progestina, acetato 

de medroxiprogesterona (único evaluado en estudios clínicos) 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 proliferación y progresión tumoral en estudios 

in vitro, mientras que en estudios pre-clínicos, ha mostrado beneficios aditivos en el retraso 

del crecimiento tumoral.  

 

- Inhibidores endógenos.  Consisten en fragmentos de proteínas grandes, que 

pueden actuar como inhibidores endógenos de la angiogénesis a razón de precursores 

latentes activados por la proteólisis. 

 

 

- Inhibidores de metaloproteinasas.  Todos los miembros de la familia de los 

inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs) inhiben la angiogénesis, así como el 

crecimiento tumoral y la metástasis. 
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- Modificadores de la respuesta biológica . Son sustancias sintéticas como el 

interferon-α (citosina) que se han utilizado para tratar distintos tumores, empleando su 

capacidad para estimular al sistema inmune y afectar el suministro sanguíneo (Folkman, 

2003). 

 

- Péptidos anti-adhesivos . Anticuerpos que reconocen a la integrina así como 

péptidos antagonistas, han mostrado la capacidad de bloquear la interacción de las 

integrinas con sus activadores, y actualmente se están realizando estudios clínicos de fase II 

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

 

- Otros agentes . Los oligonucleótidos antisentido (Ferrara, 2002), así como 

anticuerpos de fragmento variable de una sola cadena (scFv), inmunotoxinas, 

inmunoliposomas (Zhu y Witte, 1999), anticuerpos e inhibidores de canales de calcio que 

bloquean la proliferación y migración 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 clínicos. 

 

- Estrategias combinatorias.  Como ya hemos revisado, el dirigir las estrategias 

contra el VEGF, aunque es el principal factor angiogénico, por sí solo no es suficiente para 

erradicar tumores malignos debido a que hay muchos factores  angiogénicos además de 

éste.  Para atacar este problema, se ha de  combinar estrategias, obteniendo así efectos 

anti-tumorales mayores como por ejemplo al combinar  la terapia anti-angiogénica 

particularmente contra el VEGFR y VEGFR-2 con la radioterapia así como quimioterapia, 

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

vasculogénesis 

Diferentes líneas de investigación demuestran que la hipertensión y la angiogénesis 

son fenómenos funcionales asociados. El sistema renina-angiotensina (SRA) juega un papel 

central en la hipertensión arterial y se ha propuesto que regula la formación  de los vasos 

sanguíneos durante el desarrollo normal y en el cáncer. Esta hipótesis se basa en diversos 

resultados bioquímicos, genéticos, clínicos y epidemiológicos, que guardan diferencias entre 

especies y pueden tener implicaciones relacionadas con la cardiología, oncología y 

neonatología. 

 

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 angiotensinógeno  hepático sobre el cual actúa la 

renina, secretada por el aparato yuxtaglomerular (a nivel del rinón), transformándolo en 

angiotensina I (ANG I) que prácticamente carece de acción vascular (Donoghue, 2000; 

Brown, 2005) (Fig. 9). Por acción de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), la ANG I 

es transformada en angiotensina II (ANG II), que es un potente vasoconstrictor que ejerce 

sus efectos fisiológicos a través de la interacción con dos tipos de receptores denominados 

AT1 y AT2: 

 

- El receptor AT1  está ampliamente distribuido en tejidos adultos. La interacción de la 

ANG II con el receptor AT1 produce un efecto vasoconstrictor, y un aumento en la 

contractibilidad cardíaca (De la Serna, 2004). Además, tiene acciones proangiogénicas y 

participa en diversas patologías renales y vasculares (Kim, 2000; Turner, 2002). Diversos 

estudios señalan la existencia de este receptor en el corazón (Sibinga, 2000) y en los vasos 

sanguíneos (Murphey, 2000). 

 

- El receptor AT2  tiene una distribución más limitada. Los receptores AT2 ejercen un 

efecto antagónico dando lugar a vasodilatación 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 metabólicas, la ANG I da origen a los distintos péptidos vasoactivos del SRA. Éstos 

a su vez, interaccionan con receptores específicos para generar las diferentes respuestas fisiológicas 

en el organismo. Extraído de Pennanen, 2005. 

 

 

Existen algunas vías alternativas para la formación de ANG II independientes de 

ECA. En dichas vías es indispensable la participación de enzimas como la CAGE 

(Chymostatinsensitive Ang II Generating Enzyme), la quimasa  y la catepsina G , de las 

cuales la más predominante es la quimasa la cual desempeña un papel importante en 

corazones isquémicos o hipóxicos (Turner, 2002; De la Serna, 2004 y Ferreira, 2005). 
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Fig. 10. Vías alternativas para la formación de ANG II. Extraído de Waisman y Morales, 2005. 

 

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

las angiotensinas se pueden concretar en: 

 

* ANG I. Decapéptido separado del angiotensinógeno por acción de la renina. Débil 

vasoconstrictor y precursor de ANG II. 

 

* ANG II. Octapéptido con potentes propiedades vasoconstrictoras. Tiene otras acciones 

como: 

a) Liberación de aldosterona (de la corteza de las glándulas suprarrenales), promoviendo 

la retención de agua y sal. 

b) Liberación de catecolaminas de la médula suprarrenal y de neuronas simpáticas. 

c) Crecimiento celular en el tejido vascular y miocárdico. 

 

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

presencia de dos péptidos más: 
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• La ANG III, asociada al control central de la presión sanguínea y la liberación 

de vasopresina. 

• La ANG IV que, periféricamente, incrementa el flujo sanguíneo renal y la 

natriuresis, y, a nivel del sistema nervioso central (SNC) facilita la retención y recuperación 

de la memoria.  

 

Ambas son producidas por la acción de aminopeptidasas (APs) sobre la ANG II y III 

(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 más 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 patológica.  

 

En los últimos años se ha intentado analizar el papel  de  las peptidasas pro-

angiogénicas responsables de metabolizar la ANG II. La proteasa asociada a membrana 

aminopeptidasa A o también conocida como glutamil aminopeptidasa  (GluAp), se expresa 

en las células endoteliales vasculares del cuerpo. Esta enzima rompe el extremo NH2-

terminal de aspartato de la molécula de ANG II (8 aminoácidos) y la transforma en ANG III, 

de 7 aminoácidos (Fig.11) (Jackson y cols, 2001), la cual tiene una alta afinidad por los 

receptores de ANG: AT1 y AT2. Tanto la ANG III como la ANG II, promueven en el sistema 

cardiovascular la producción de citoquinas y factores de crecimiento (Ruiz-Ortega y cols, 

2001), y se ha demostrado un aumento de la actividad enzimática de la GluAp  en el 

endotelio vascular de los tumores humanos y que los ratones que carecen de GluAp no 

manifiestan respuestas angiogénicas frente a la hipoxia o a factores de crecimiento (Marchio 

y cols, 2004). Estos hallazgos indican que, además de la ANG II, la ANG III también posee 

actividad proangiogénica. 
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Fig. 11 . Papel del SRA en la angiogénesis. *, agente antiangiogénico; #, agente antihipertensor. 

Extraído de Khakoo y cols, 2008. 

 

La aminopeptidasa N o también conocida como alanina aminopeptidasa  (AlaAp) 

retira el extremo arginina-NH2 terminal de la ANG III para formar la ANG IV, de 6 

aminoácidos (Fig.11) que también tiene actividad proangiogénica a través de la activación 

de los receptores AT4. La  AlaAp se expresa en vasos sanguíneos de tumores y otros vasos 

donde existe angiogénesis patológica, y se ha demostrado que los fármacos antagonistas 

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

 

Además, los activadores de los receptores de ANG II 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 bloquean la angiogénesis (Volpert y 

cols, 1996; Yoshiji y cols, 2001). Así, la administración 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 cáncer 

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 acompaña por una hiperactividad del SRA (Ganong y cols, 

1982; García del Río y cols, 1997; Vargas y cols, 2012b). De este modo, la actividad de la 

renina a nivel plasmático y los niveles de aldosterona están directamente relacionados con 

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

 

Se ha podido demostrar que el bloqueo agudo del SRA desciende la presión arterial 

en ratas hipertensas hipertiroideas (García-Estañ y cols, 1995) y que, a largo plazo, la 

administración de captopril (que ya hemos mencionado anteriormente como inhibidor de la 

ECA), previene la hipertensión inducida por tiroxina (T4) (García del Río y cols, 1997). Por lo 

tanto, estos estudios indican que el SRA juega un papel importante en el incremento de la 

presión sanguínea del hipertiroidismo. La T4 acelera el curso de la hipertensión Goldblatt 

2K-1C (modelo renina-dependiente) mientras que la producción simultánea (inducida 

experimentalmente) de un estado hipotiroideo, previene esta hipertensión (Vargas y cols, 

1988). Esos datos sugieren que la hormona tiroidea modula el efecto presor del SRA. Sin 

embargo, la supresión de los niveles de hormona tiroidea no previenen la hipertensión 2K-

1C en su fase establecida. Los efectos contradictorios del hipertiroidismo en la hipertensión 

establecida no se han explicado, aunque puede que involucren cambios morfológicos 

irreversibles en la pared vascular (Folkow, 1990). 

 

Varios autores han descrito una estrecha relación entre los niveles de hormona 

tiroidea y el SRA en el desarrollo de hipertrofia cardíaca en el hipertioidismo (Diniz y cols, 

2007,2009; Kobori y cols, 1997,1999). Así, Kobori y cols, (1997, 1999) demostraron que la 

renina cardíaca, su ARNm y los niveles de ANG II, estaban todos incrementados en ratas 

tratadas con tiroxina de una manera independiente al sistema nervioso simpático y al SRA 

circulante, y que esos incrementos contribuían al desarrollo de la hipertrofia cardíaca. 

Además, la hipertrofia cardíaca 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 clínicamente para reducir la hipertrofia cardíaca en la hipertensión arterial 

esencial (Dunn y cols, 1984), inhibió  el SRA circulante y redujo la presión sanguínea, pero 
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no impidió la hipertrofía cardíaca en ratas hipertiroideas tratadas con T4 (García del Río y 

cols, 1997).  

 

 

 

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 participación de ANG II en los 

efectos de la hormona tiroidea. Figura extraída de Vargas y cols, 2012b. 

 

La mayoría de los síntomas y signos característicos de la enfermedad tiroidea 

resultan de los efectos de las hormonas tiroideas sobre el corazón y el sistema 

cardiovascular como ya hemos mencionado anteriormente. Las hormonas tiroideas 

interactúan con los sistemas involucrados en la regulación cardiovascular, como son: 

� La actividad nerviosa simpática  

� El sistema-renina-angiotensina  

� La secreción de péptidos natriuréticos, vasopresina y la homeostasis renal.  

 

Tanto el hipertiroidismo como el hipotiroidismo producen cambios en la contractilidad 

cardíaca, el consumo de oxígeno, el gasto cardíaco, la presión 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 aparición de hipertrofia cardíaca, la cual, está asociada con el 

sistema nervioso simpático y el SRA (Hu y cols,  2003). Es muy frecuente el hallazgo de la 
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hipertensión 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 presión arterial en 

interacción con las hormonas tiroideas (Vargas y cols, 2012b; Feldt-Rasmussen y cols, 

2007). Además, se ha observado una relación directa entre los niveles plasmáticos de 

hormonas tiroideas y los niveles de actividad plasmática de renina (APR), angiotensinógeno, 

ANG II 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 función cardíaca en 

hipotiroideos (Ventura y cols, 2001). Los cambios en la actividad del SRA en presencia de 

disfunción tiroidea pueden ser mediados en parte por cambios producidos en la actividad 

adrenérgica en la corteza renal, ya que las  hormonas tiroideas incrementan el número 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, angiotensinógeno 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 fisiológicos, pero 

sus efectos sobre el sistema cardiovascular son especialmente pronunciados. Dichas 

alteraciones se acompañan de importantes cambios hemodinámicos y en la función 

cardíaca. Tanto en el ser humano como en modelos animales se observan disfunciones en 

la regulación de la presión arterial sistémica en el hiper- e hipotiroidismo. Normalmente, los 

cambios fisiopatológicos del hipertiroidismo son los opuestos a los que suceden en el 

hipotiroidismo. Así, el hipertiroidismo muestra una circulación hiperdinámica con mayor gasto 

cardíaco, frecuencia cardíaca, presión de pulso, y presión arterial, y disminuciones en la 

resistencia vascular periférica, mientras que en los estados hipotiroideos se observan 

disminuciones en el gasto cardíaco, en la frecuencia cardíaca, en la presión de pulso y en la 

presión arterial, y una resistencia periférica vascular aumentada (Vargas y cols, 2006; Larsen y 

cols, 1998; Klein y Ojamaa, 2001). Además, el hipertiroidismo acelera (Vargas y cols, 1988), 

mientras que el hipotiroidismo previene y revierte algunos modelos de hipertensión 

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

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

 

Una de las respuestas cardiovasculares más tempranas a la administración de 

hormonas tiroideas es la disminución en la resistencia vascular periférica (Vargas y cols, 2006; 

Larsen y cols, 1998; Klein y Ojamaa, 2001). Ésta ha sido observada en pacientes 

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

 

 El hipertiroidismo puede acompañarse de una disminución de hasta un 50 % en la 

resistencia vascular sistémica (Celsing y cols, 1986). La resistencia vascular reducida podría 

ser secundaria a un incremento de la red vascular y/o a alteraciones en los mecanismos de 

control vascular, que favorecerían una mayor vasodilatación. Se ha visto que el hipertiroidismo 

está asociado con un gran número de capilares en los músculos de humanos (Celsing y cols, 

1986) y de ratas (Capo y Sillau, 1983). Este aumento en la densidad capilar puede estar 

acompañado por un mayor número de vasos arteriales de resistencia, lo que daría lugar a la 

resistencia vascular reducida. 

 

Por otra parte, las compensaciones en la función 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). Según Zsotér y 

cols, 1994, la hipertrofia cardíaca inducida por la hormona tiroidea está asociada con un 

crecimiento proporcional de capilares y arteriolas, que da lugar al mantenimiento de la 

perfusión miocárdica máxima. 

 

En resumen, diversos estudios han demostrado que la hipertrofia cardíaca inducida 

por T4 está acompañada de proliferación 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 

genómicas de la misma. El receptor de membrana para la T4 ha sido localizado en la 

integrina αVß3 (Davis y cols, 2008), y la señal hormonal es transducida a través de la protein 

quinasa activada por mitógenos (MAPK; ERK 1/2), produciendo diversos eventos celulares, 

entre los cuales se encuentran la angiogénesis y la proliferación de células tumorales (Bergh 

y cols, 2005; Davis y cols, 2008).  
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También se ha demostrado que esta acción proangiogénica está mediada por FGF2  

y que se bloquea cuando se administra un inhibidor de la vía MAPK, PD98059 (Davis y cols, 

2004). 

 

 Diversos estudios epidemiológicos han sugerido que la hormona tiroidea promueve la 

aparición de varios tipos de cáncer. Por lo tanto, altos niveles de hormona tiroidea han sido 

asociados a un alto riesgo de cáncer de colon, pulmón, próstata y mama, además 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 proliferación celular 

en líneas celulares procedentes de cáncer de glándula pituitaria (Barrera-Hernández y cols, 

1999), de mama (Hall y cols, 2008) y de próstata (Tsui y cols, 2008). En otro estudio, también 

se pudo comprobar que la hormona tiroidea ayudaba al desarrollo del cáncer en modelos 

implantados de tumores en ratones (Kumar y cols, 1979), mientras que en los ratones 

hipotiroideos se observó el efecto contrario. Además, el estado hipotiroideo incrementó la 

supervivencia de los ratones después de la implantación de células de adenocarcinoma 

mamario murino (Shoemaker y cols, 1976) e inhibió el crecimiento local y las metástasis de 

hepatomas en ratas (Mishkin y cols, 1981). 

 

Theodossiou y cols (2000) también observaron que los ratones tratados con 

propiltiouracilo presentaban unos tumores significativamente más pequeños que los no 

tratados con dicho fármaco. 

 

Asimismo, han sido demostradas anomalías en la producción de NO en los 

trastornos tiroideos (Vargas y cols, 2006; Carrillo-Sepúlveda y cols, 2010) y se ha 

comprobado que el NO es producido por las células tumorales y los tumores sólidos (Lind, 

2004). 

Aún no se conoce bien el papel que tiene el NO en el cáncer pero puede que influya 

en los procesos de iniciación del tumor, de aumento, de progresión, de adhesión células-

tumor, de diferenciación, de inmunosupresión y/o de angiogénesis (Lind, 2004). La 

angiogénesis es un requerimiento esencial para el crecimiento del tumor. El 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 proliferación de 

células vasculares (Schlossmann y cols, 2003). El efecto preventivo del bloqueo del NO ha 

sido demostrado en modelos de cáncer esofágico (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 

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

La actividad o expresión de las aminopeptidasas responsables del metabolismo de la 

ANG II (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 disfunción tiroidea (Segarra y cols, 2006) pero el papel modulador 

de la hormona tiroidea sobre la actividad aminopeptidásica en el desarrollo tumoral no se 

conoce aún. 

En la presente tesis doctoral se pretende analizar la influencia del estado tiroideo y la 

interacción hormona tiroidea-NO sobre el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la actividad 

aminopeptidásica en un modelo de células de carcinoma de Lewis 3LL implantadas en 

ratones. Además, también examinamos los efectos sobre esas variables del tratamiento con 

tetrac (antagonista del receptor αvß3 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 óxido nítrico como mediador de la angiogéne sis 

 

1.5.1. Óxido nítrico: síntesis y funciones 

El óxido nítrico (NO) se sintetiza de forma enzimática por un grupo de enzimas 

denominadas óxido nítrico sintasas (NOS).  La NOS cataliza el paso de L-arginina a L-

citrulina mediante un proceso oxidativo de la terminal nitrógeno-guanidin de la L-arginina, 

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

2002). 

 

Fig. 13.  Proceso de síntesis del óxido nítrico a través de sus 3 isoformas de oxido nítrico sintasa. 

Extraído 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 flavoproteínas que contienen tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor, y un 

grupo hemo (Michel y Feron, 1997). En ausencia de BH4 o de sustrato, además de NO, 

producen anión superóxido, sobre todo la eNOS. El anión superóxido es generado por el 

dominio oxigenasa del enzima a través de la disociación de un complejo dioxígeno-ferroso 

que en condiciones normales es estabilizado por la BH4 (Vasquez-Vivar y cols, 1998). Sus 

distintas funciones son: 

 

• El NO producido por la eNOS produce disminución de tono vascular y 

previene que leucocitos y plaquetas se adhieran a la pared vascular (Ignarro, 2002). 

Además, también se puede localizar en las células mesangiales.  

• La nNOS se encarga de la producción de NO que actúa como 

neuromodulador o neuromediador en algunas neuronas centrales y en terminaciones 

nerviosas periféricas no colinérgicas.  

• La isoforma iNOS da lugar a NO que participa en gran cantidad de 

fenómenos de la respuesta inflamatoria, tanto en macrófagos como en otras células (Michel 

y Feron, 1997).  

 

Tanto la actividad de la nNOS como la actividad de la eNOS están controladas por 

los niveles intracelulares de calcio/calmodulina. Sin embargo, la producción de NO 

dependiente de iNOS es distinta de las otras dos isoformas, ya que produce de forma 

sostenida grandes cantidades de NO tóxico, mientras nNOS y eNOS dan lugar a NO en 

segundos con una actividad directa y corta. 

 

 Ante el estímulo que provoca una reacción inflamatoria, la cantidad de producción 

de NO aumenta a expensas de la iNOS, sobrepasando los niveles fisiológicos, 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 anión superóxido, 

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 tóxicos como daño al ADN, 

oxidación de LDL o formación de nitrotirosina (Ischiropoulos y Mehdi, 1995). La acción 
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fisiológica del NO producido por la iNOS, va encaminada al ataque y destrucción de agentes 

microbianos.  

 

Las células productoras de cantidades tóxicas de NO no sufren sus efectos de 

degradación, pues parece ser que presentan mecanismos específicos de protección ante la 

formación de dicho NO tóxico. Esto es debido a que los macrófagos protegerían a las 

células del NO procedente de la iNOS, gracias al sistema del glutatión (GSH-GSSG) 

(Coleman, 2001) (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14.  Principales reacciones oxidativas tanto a nivel intracelular como a nivel extracelular.Esquema 

extraído de tesis doctoral titulada “Parámetros de estrés oxidativo en trasnplante renal y efecto 

modulador de atorvastatina y n-aceltilcisteína” realizada por Mª Carmen Ruiz Fuentes. 
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1.5.2. El óxido nítrico como factor angiogénico 

Existen pruebas considerables de que una angiogénesis eficaz requiere la síntesis 

del NO derivado del endotelio.  

 

En primer lugar, un gran número de factores angiogénicos inducen  la expresión de 

eNOS y estimulan la liberación del NO a partir del endotelio. El VEGF incrementa la 

expresión de eNOS y estimula la biosíntesis del NO en células endoteliales venosas 

umbilicales humanas cultivadas (HUVECs) (Hood y cols, 1998; Van der Zee y cols 1997). 

Observaciones similares se han hecho en segmentos vasculares de la aorta torácica en 

conejo, donde el VEGF estimula la produccción del NO. En este modelo, la pre-incubación 

con L-arginina incrementa dos veces la liberación basal de NO y la estimulada por VEGF 

(Simon y cols, 1990). De igual manera, las células endoteliales también producen más NO 

cuando el estímulo angiogénico es el factor de crecimiento TGFß o el factor de crecimiento 

fibroblástico (bFGF), (Inoue y cols, 1995; Tiefenbacher y cols, 1997). 

 

La liberación 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 TGFß. La formación de capilares inducida por esos factores de crecimiento se ve 

bloqueada por inhibidores de la NOS, como el L-NAME (Babaei y cols, 1998; 

Papapetropoulos y cols, 1997). De igual modo, la inhibición de la NOS suprime los efectos 

angiogénicos del TGFß in vitro (Papapetropoulos y cols, 1997; Ziche y cols, 1994). En un 

modelo angiogénico de córnea 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 múltiples efectos sobre los procesos angiogénicos. El NO es un 

factor de supervivencia endotelial, inhibiendo la apoptosis (Dimmeler y cols, 1999; Rossing y 

cols, 1999) e incrementando la proliferación de células endoteliales (Morbidelli y cols, 1996; 

Ziche y cols, 1997). Además, el NO mejora la migración endotelial (Ziche y cols, 1994; 

Murohara y cols, 1998). El efecto del NO para estimular la migración de las células 

endoteliales puede que sea debido a la activación de la podoquinesis (Noiri y cols, 1998). 

Por otra parte, el NO mejora la interacción matriz-célula endotelial induciendo la expresión 
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de αVß3 (Murohara y cols, 1998) (el ligando para la proteína Del-1 de la matriz extracelular, 

el cual es conocido por inducir la angiogénesis) y/o incrementando la descomposición de la 

matriz extracelular a través del aumento de bFGF inducido por un activador del 

plasminógeno tipo uroquinasa (Ziche y cols, 1997). 

 

Además, los efectos vasodilatadores del NO puede que juegen un papel en sus 

efectos angiogénicos. Se ha obsevado que el incremento en el flujo sanguíneo inducido por 

prazosín en la microcirculación esquelética incrementa la proliferación de las células 

endoteliales como indica la absorción de bromodeoxiuridina por células endoteliales 

capilares (Hudlicka, 1998). Es por lo tanto posible que además de sus efectos directos sobre 

la proliferación de las células endoteliales, el NO pueda influenciar el crecimiento endotelial 

indirectamente incrementando el flujo local de sangre.  

 

Por último, debería ser mencionado que el NO puede inducir la síntesis y liberación 

de VEGF de las células vasculares (Dulak y cols, 2000) en un mecanismo de 

retroalimentación positiva que puede aumentar la respuesta angiogénica. 

 

1.5.3. Óxido nítrico en la disfunción tiroidea 

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

el control de la presión sanguínea 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 podrían participar: 

 

a) En primer lugar, este hecho podría deberse a un efecto directo de las hormonas 

tiroideas como se ha podido comprobar en un estudio en el que se observó una 

estimulación 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 presión sanguínea en estos animales (Vaziri y cols, 1998), o a la 

liberación aumentada de sustancias vasoactivas como la ANG II (Hennington y 

cols, 1998) o la endotelina (Hirata y cols, 1995), que incrementan la producción de 

NO y están aumentadas en ratas hipertiroideas.  
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c) Por último, también puede participar el mecanismo del estrés de rozamiento 

inducido por la circulación hiperdinámica. El estrés de rozamiento regula la 

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

 

La actividad de la NOS en los tejidos de ratas hipotiroideas muestra un patrón  

heterogéneo, lo cual es difícil de conciliar con una explicación común, aunque puede ser el 

resultado de cambios en la expresión de las diferentes isoformas de la NOS (Quesada y 

cols, 2002). De hecho, se ha demostrado que la NOS mitocondrial del músculo esquelético y 

del hígado está aumentada, mientras que en los tejidos neuronales, el hipotiroidismo se 

asocia a una reducción 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 disminución 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 administración aguda o crónica de inhibidores 

de la NOS aumenta la presión arterial sistémica. Muchos estudios (Fernández y cols, 1997) 

proporcionan evidencia de que en ratas hipertiroideas, existe un aumento en la producción 

de NO. La respuesta presora que tiene un bloqueante de la NOS (el L-NAME) en ratas 

hipertiroideas puede ser secundaria a una producción aumentada de NO, que puede tener 

un importante papel homeostático en estos animales (Rodríguez-Gómez 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 están ampliamente distribuidas en los 

órganos relacionados con el control de la presión arterial, nuestro grupo de investigación ha 

estudiado los efectos de la inhibición crónica de las isoenzimas de NOS a largo plazo en 

ratas eutiroideas, hipertiroideas e hipotiroideas. 

 

Para ello, se utilizó aminoguanidina  (AG). La AG es un inhibidor selectivo de la 

iNOS (Fig. 15) in vitro (Griffiths y cols, 1993) e in vivo (Mattson y cols, 1998). Los niveles 

plasmáticos elevados de nitratos y nitritos (índice de la producción de NO) en los animales 

con hipertiroidismo disminuyen con la administración de la droga, lo que indica que su efecto 

presor se relaciona con la inhibición de la producción 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 óxido nítrico sintetasa (NOS). 

 

1.6. Estrés oxidativo y crecimiento tumoral 

 

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la producción de especies de 

oxígeno reactivo (ROS) y la capacidad de un sistema biológico de detoxificar rápidamente 

los reactivos intermedios o reparar el daño resultante. En términos químicos, el estrés 

oxidativo es un gran aumento del potencial de oxidación-reducción (potencial redox) celular 

o una gran disminución en la capacidad reductora de los pares redox celulares como el 

glutatión. El estrés oxidativo severo puede causar la muerte celular y aún una oxidación 

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 utilización del oxígeno. Se puede definir un radical libre  como cualquier molécula o 

átomo que contenga uno o más electrones desapareados en su orbital más externo, 

derivados del oxígeno molecular o también conocidos como ROS. 
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El oxígeno en su estado basal es un birradical con dos electrones en su órbita 

externa (estado triplete). Debido a que los dos electrones tienen el mismo espín, el oxígeno 

solo puede reaccionar con un electrón, y esto lo hace poco reactivo. Sin embargo si uno de 

los dos electrones desapareados se estimula y cambia de espín, la molécula que resulta es 

el oxígeno 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 daño oxidativo. 

 

En condiciones fisiológicas existe un balance entre la formación de ROS y 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. El estrés oxidativo  es un conjunto de procesos 

derivados del desequilibrio entre la formación 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 señalización 

intracelular, inmunitarios, defensa antimicrobiana, proliferación o apoptosis. 

 

 

1.6.1.2. Especies reactivas del oxígeno (ROS) 

 

 A continuación, se detallará cada una de las ROS:  

 

 

� Anión superóxido 

 

Una gran parte de los radicales libres van a derivar del anión superóxido  (O2 
-). 

Este anión es producido de forma fisiológica en pequeña cantidad en la mitocondria, pero 

ante determinados estímulos, la producción puede aumentar a expensas de la enzima 

Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato Oxidasa (NADPH oxidasa; NOX), principal 

fuente de producción del O2 
- en fagocitos y tejido vascular. 

 

Existe otro tipo de NADPH oxidasa no fagocítica, o constitutiva, como es el caso de la 

NOX del endotelio vascular, en la que estímulos como la ANG II o hiperglucemia  produzcan 

el aumento de expresión de la enzima y determinen el aumento de producción de ROS. 
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Las fuentes principales de anión superóxido son: 

 

 

 No Enzimáticas  Enzimáticas 

Mitocondrias Fagocitos del sistema inmune 

Endotelio vascular  

Oxigenasas citocromo P450  

Xantin deshidrogenasa  

 

Tabla 2.  Clasificación de las principales fuentes de anión superóxido. 

 

 

- Mitocondrias : son las responsables de más del 90% del consumo de oxígeno en la 

célula, y en ellas encontramos la vía monovalente de reducción del oxígeno. 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 oxígeno frente a un 

estímulo, principalmente en la membrana plasmática, donde la enzima NADPH oxidasa 

(Babior y cols, 2002) produce, a expensas de electrones de la vía de las pentosas y oxígeno 

basal, radicales libres de oxígeno. 

 

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

 

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

 

- La conversión proteolítica de la xantin deshidrogenasa  a xantin oxidasa genera 

cantidades notables de  O2 
- y peróxido de hidrógeno (Yokohama y cols, 1990). 

 

Las ROS van a actuar sobre macromoléculas, lípidos, proteínas y ácidos nucleícos, 

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

como agentes oxidantes. 
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� Enzima superóxidodismutasa 

 

El O2 
- es  transformado rápidamente en peróxido de hidrógeno (H2O2) mediante la 

enzima superóxidodismutasa (SOD). Las SOD constituyen la primera línea de defensa 

contra el daño oxidativo. 

 

 

 

 

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 

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

 

En la reacción, una molécula de superóxido se oxida dando lugar a O2 molecular, 

mientras que otra se reduce para dar lugar a H2O2. 

 

� Peróxido de hidrógeno (H 2O2) 

 

Una vez formado el H2O2, gracias a la SOD, esta molécula oxidante (que no radical libre) 

puede tener 4 destinos diferentes:  

 

1. Metabolización a oxígeno y agua. Esta reacción está catalizada por la enzima 

catalasa , la cual es una hemoenzima tetramérica con 4 grupos ferroprotoporfirínicos por 

molécula, que realizan el intercambio redox (Matés y cols, 1999). Se encuentra en los 

peroxisomas y está presente también en la mitocondria cardíaca  (Turrens, 2003). Es la 

enzima más detoxificante para la eliminación de H2O2 cuando la concentración está 

aumentada. 
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Interviene en dos tipos de reacciones: una catalítica, en la que una molécula de H2O2 

se oxida a oxígeno, y la otra se reduce a dos moléculas de agua; y otra peroxidativa, en la 

que una molécula de H2O2 se convierte en agua valiéndose de un substrato no específico 

portador de hidrógeno como reductor (metanol, etanol, ácidofórmico,...) (Matés y cols, 1999). 

 

 

 

2. Vía Glutation. Glutation  es un tripéptido de ácido glutámico, cisteína y glicocola 

(Barja de Quiroga, 1998) el cual participa en una gran cantidad de procesos metabólicos, de 

transporte y detoxificación. Podemos encontrarla en forma oxidada (GSSG) y reducida 

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

 

Una de las enzimas peroxidasas mas importantes en este punto, es la glutation 

peroxidasa  (GPx), la cual cataliza la reducción de gran cantidad de hidroperóxidos (ROOH) 

y  H2O2 usando glutation reducido (GSH) (Matés y cols 1999).  

 

 

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

extraída de la tesis doctoral titulada: Mecanismos implicados en la hipertensión 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: 

 

• GPx citosólica y mitocondrial (cGPx) que reduce peróxido de hidrógeno y peróxidos 

orgánicos (Matés y cols, 1999). 

• GPx fosfolipídica (PLGPx): capaz de reducir hidroperóxidos fosfolipídicos (Ursini y 

cols, 1985, 1999). 

• GPx extracelular (eGPx): Reduce hidroperóxidos orgánicos, hidroperóxidos 

fosfolipídicos y peróxido de hidrógeno (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 características comunes tal como describe Rotruck y 

cols, 1973: 

- Actividad enzimática dependiente de selenio. 

- Residuo de selenocisteína que se inserta durante la traslación proteíca y que da 

lugar a la actividad enzimática. 

-Reacción enzimática en la que el selenio (que compone la selenocisteina) reduce 

los peróxidos. 

-Oxidación de selenio seguida de una reducción mediada por el glutation. 

 

El ciclo del glutation es una gran fuente de protección contra bajos niveles de estrés 

oxidativo, mientras la catalasa protege en mayor grado frente a daño oxidativo severo (Yan y 

Harding, 1997). La enzima catalasa tiene mucha menor afinidad por el peróxido de 

hidrógeno que la GPx (Izawa y cols, 1996), por lo que son adecuadas para eliminar 

concentraciones pequeñas de esta molécula. 

 

3. A Través de la reacción 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 protómeros, cada uno de los cuales posee una subunidad 

pesada protoporfirínica de 59-64 kDa, y otra ligera de 14 kDa (Nauseef y Malech, 1986). 

Está presente en neutrófilos y monocitos. La activación fagocitaria y la secreción de MPO se 

acompaña de un aumento en la formación de O2 
-, a partir de la NADPH oxidasa, y en el 

siguiente paso, del H2O2. 
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La MPO amplifica el potencial oxidante del H2O2 y lo utiliza como co-substrato en la 

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

 

La actividad de la MPO está regulada por: 

 

� La producción de O2 
-. 

� La disponibilidad de H2O2 y otros co-substratos (Klebanoff y Clark, 1978; 

Kettle y Winterbourn, 1997). 

� La concentración de antioxidantes (Kettle y Winterbourn, 1997; Márquez y 

cols, 1990). 

� 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; Fernández y cols, 2002; Moreno y cols, 2005; Moreno 

y cols, 2008). 

 

Las hormonas tiroideas desempeñan un papel esencial en el metabolismo energético 

del organismo. El desarrollo de un estado hipertiroideo en mamíferos conduce a un aumento 

significativo de su metabolismo basal lo que lleva a un aumento en el consumo total de 

oxígeno de los tejidos, efecto conocido como calorigénesis tiroidea.  

 

La inducción del hipertiroidismo experimental en la rata produce incrementos en la 

actividad de enzimas hepáticas involucradas en procesos de oxidación-reducción. A nivel 

mitocondrial, microsomal y peroxisomal, aumenta la generación de ROS, como el O2 - y/o el 

H2O2, y a nivel citoplasmático aumenta la generación de NO, favoreciendo así el proceso 

de angiogénesis y proliferación tumoral (Fernández y cols, 1997; Tapia y cols, 1999). 

 

Además, en el hipertiroidismo se produce un descenso en la actividad hepática de la 

SOD, CAT (catalasa) y GSH (Fernández y cols, 2002). El desequilibrio entre los factores pro-

oxidantes y antioxidantes es lo que realmente da lugar al estrés oxidativo en el hígado 

(Venditti y cols, 1997).  
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Por otra parte, se ha demostrado recientemente que las ROS participan en la 

hemodinámica renal y en la excreción de sodio (Zhou y cols, 2002), y que la administración de 

T3 (triyodotironina) aumenta la concentración intracelular de superóxido 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 reducción significativa de la actividad de la SOD en el cortex renal y en los 

ventrículos cardíacos (Moreno y cols, 2005). Estos hallazgos indican que la deficiencia 

cuantitativa de SOD intracelular en ratas hipertiroideas podría producir un aumento del estrés 

oxidativo renal y cardiovascular. En este contexto, Gredilla y cols,  (2001) demostraron que la 

administración crónica de T4 durante 5 semanas induce daño oxidativo lipídico, del glutation y 

en el DNA en el corazón del ratón. 

Se ha demostrado una reducción de la actividad del CAT en el hígado (Giavarotti y cols, 

1998), músculo cardiaco (Asayama y cols, 1989), en el riñón (Sawant y cols, 2003) y en el 

ventrículo izquierdo de ratas hipertiroideas, pero se encontró elevada en la corteza y en la 

médula renal (Moreno y cols, 2005). La actividad de GPX y de GR (glutatión reductasa) está 

reducida por la administración de T4 excepto en la médula renal. También se ha demostrado 

una reducción en la actividad de GPX en el hígado (Seymen y cols, 2004), corazón (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 riñón de 

ratas hipertiroideas. En general, estas observaciones sugieren que el estrés oxidativo en  el 

hipertiroidismo podría ser debido a la regulación a la baja de enzimas antioxidantes y este 

descenso podría determinar una reducida inactivación del radical superóxido, como se indica 

por el aumento de la excreción urinaria de isoprostanos F2α en orina de 24 horas y en los 

niveles plasmáticos de malondialdehído (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 

administración crónica de tempol atenúa el desarrollo de hipertensión en ratas hipertiroideas 

(Moreno y cols, 2005), y reduce en plasma el MDA y la excreción total urinaria de 

isoprostanos F2α. Estos resultados indican que el hipertiroidismo está asociado con reducción 

de la actividad enzimática antioxidante en tejidos renales y cardíacos y sugiere que el estrés 

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

 

En determinadas circunstancias patológicas, el proceso de angiogénesis no es 

beneficioso para el organismo. Esta situación se presenta en la proliferación tumoral.  

Los tumores de rápido crecimiento (tumores malignos), requieren de un aporte 

sanguíneo de mayor régimen que el tejido normal. Por estas razones el proceso de 

neovascularización o angiogénesis es un fenómeno hallado en estos procesos. Dentro de 

los mecanismos de señales que inducen angiogénesis, podrían incluirse los radicales 

libres del oxígeno . Así, se ha comprobado que mediante la administraron de un 

antioxidante vegetal a ratones con adenocarcinoma mamario de alta tendencia metastásica, 

se logró reducir en un 50% la presencia de nódulos pulmonares (Monte y cols, 1995). 

Además, se observó una franca reducción de la angiogénesis en el tejido tumoral de los 

animales tratados, y se comprobó que el aumento de radicales libres promovía 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 expresándose en forma activa. El resultado fue una total supresión de la 

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

 

Los antioxidantes son ampliamente usados para proteger a las células del daño por 

estrés oxidativo inducido. La creencia de que los antioxidantes protegen contra el desarrollo 

del cáncer, está sostenida y ha sido apoyada por estudios celulares y preclínicos (Irani y 

cols, 1997; Sablina y cols, 2005; Vafa y cols, 2002). Sin embargo, existen datos 

experimentales y ensayos clínicos 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-acetilcisteína) no deberían ser recomendados para la prevención del 

cáncer de pulmón y pueden incluso incrementar el riesgo de cáncer y promover el 

crecimiento tumoral (Watson, 2013; Allred y cols, 2001; Cortés-Jofré y cols, 2012; Robinson 

y cols, 2012). Otro ensayo más reciente sobre la utilización de la vitamina E y del selenio 

para la prevención de cáncer de próstata fue detenido cuando se encontró que el cáncer de 

próstata era más frecuente en los grupos de ratones tratados con vitamina E que en los 

grupos control (Klein y cols, 2011). Además, en un reciente estudio llevado a cabo por Sayin 

y cols (Sayin y cols, 2014) se encontró que existía una asociación entre la suplementación 

dietética con los antioxidantes NAC y vitamina E y la aparición de mutaciones, junto con un 

aumento en el riesgo de cáncer de pulmón y del crecimiento tumoral en ratones. Además,  la 
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suplementación dietética con antioxidantes indujo el desarrollo de tumores de pulmón más 

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

La proteína supresora de tumores p53 está inactivada a menudo en el cáncer 

(Sablina y cols, 2005) y se ha encontrado que los antioxidantes aceleran el crecimiento 

tumoral porque alteran la unión entre las especies de oxígeno reactivo y la proteína 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 transcripción mediada por NRF2 

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

La administración oral del pro-oxidante butionina-sulfoximina (BSO), inhibe 

selectivamente a la γ-glutamilcisteína sintasa, una enzima del metabolismo biosintético del 

glutatión, produciendo la depleción del glutatión e incrementando el estrés oxidativo (Vaziri y 

cols, 2000; Rodríguez-Gómez, 2010). La administración de BSO a los ratones les produce 

hipertensión (Vaziri y cols, 2000; Rodríguez-Gómez, 2010) junto con anormalidades en la 

reactividad vascular, en la actividad del sistema renina-angiotensina y en la actividad 

simpática (Vargas F y cols, 2012a). No obstante, los efectos potenciales del BSO sobre el 

crecimiento tumoral, aún no han sido estudiados en profundidad. 

El ácido tetrayodotiroacético (tetrac) es una hormona tiroidea análoga que inhibe al 

receptor αvß3 integrina el cual posee un dominio para las yodotironinas. Este receptor 

también está 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 

bloqueada 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 

reducción de la neovascularización medida a través del contenido de Hb tisular del tumor. 

En base a estos antecedentes, en esta tesis también se tratará de analizar la 

influencia del pro-oxidante BSO sobre el crecimiento de tumores inducidos en ratones 

mediante la administración subcutánea de células de carcinoma de Lewis 3LL, así como los 

efectos de la interacción entre el BSO y el tetrac, con el objetivo de comprobar si la 

administración simultánea 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 está siendo de gran importancia en la 

actualidad, especialmente en el campo de la oncología 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 proliferación capilar y la producción 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.  

Aunque se han realizado trabajos en los que se describe una activación de diversas 

isoenzimas de la NOS por parte de la hormona tiroidea, no existen estudios previos sobre la 

posible interacción entre las hormonas tiroideas y el NO en los procesos angiogénicos, y del 

papel que puedan jugar ambos a la hora de modular la acción de los distintos factores de 

angiogénesis. 

La hipótesis principal de la que parte nuestra investigación es que el NO podría 

participar como mediador de la acción angiogénica de la hormona tiroidea, facilitando la 

permeabilidad vascular y la vasodilatación, y modulando la actividad de los mediadores 

angiogénicos. 

También pretendemos analizar si la administración de fármacos inhibidores del NO o 

bloqueantes de la acción hormonal pueden frenar el desarrollo de tumores en modelos 

animales y cuál 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 administración de hormona tiroidea y de su disminución 

sobre el crecimiento de tumores inducidos en ratones mediante la administración 

subcutánea de células de carcinoma de Lewis 3LL, analizando la cantidad de 

hemoglobina presente en el tumor, la actividad tisular de enzimas aminopeptidásicas y 

otros factores angiogénicos, y su relación con el tamaño del tumor. 
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2) Analizar si la administración crónica de bloqueantes de la señal hormonal y/o 

inhibidores de la producción de NO provoca disminuciones en la proliferación y 

desarrollo de dichos tumores, así como en los índices de angiogénesis descritos en el 

objetivo anterior. 

3) Investigar el efecto de la administración de butionina-sulfoximina (BSO), sustancia 

prooxidante que disminuye la disponibilidad de glutation, sobre el crecimiento y 

desarrollo tumoral, y dilucidar cuáles son los mecanismos que pueden estar implicados 

en dicho efecto. 
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3. RESULTADOS 
 

 

3.1. Efecto de la interacción hormona tiroidea-óxid o nítrico sobre el 

crecimiento tumoral, la angiogénesis y la actividad  aminopeptidásica en 

ratones 

 

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

angiogénesis y la actividad aminopeptidásica en ratones 

 

En el grupo de ratones tratado con T4 se observó un aumento significativo en el peso 

del tumor que no iba acompañado de alteraciones en la concentración de hemoglobina, ni 

en la cantidad de hemoglobina total del tumor, la cual se encontraba ligeramente aumentada 

sin que este cambio fuera significativo estadísticamente. 

  Por el contrario, se encontraron disminuciones que no fueron estadísticamente 

significativas con respecto al grupo control en el peso del tumor, la concentración 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 T4, 

mostraron una tendencia a la reducción de la actividad aminopeptidásica, mientras que los 

tumores de ratones hipotiroideos mostraron un incremento significativo en las tres 

actividades aminopeptidásicas analizadas. Este incremento de la actividad aminopeptidásica 

podría jugar un importante papel contra el desarrollo del tumor. 

 La expresión de VEGF en el tumor se encontraba aumentada en los ratones 

tratados con T4 en comparación 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 T4 promueve el desarrollo del tumor junto con un incremento 

proporcional en la neovascularización del mismo y en la expresión del factor angiogénico 

VEGF. Hay poca evidencia de que la hormona tiroidea sea oncogénica, pero podría 

potenciar a otros factores como la angiotensina II (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 podrían contribuir al incremento en los niveles de VEGF en los ratones 

tratados con T4. 
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3.1.2. Efecto del bloqueo de la NOS sobre el crecimiento tumoral, la 

angiogénesis y la actividad aminopeptidásica en ratones 

 

En el grupo de ratones control, el tratamiento con L-NAME produjo una reducción 

tanto en el peso del tumor como en el contenido de hemoglobina total, pero no se observó 

ningún cambio significativo en la concentración de hemoglobina y hubo una ligera reducción 

de la actividad aminopeptidásica que no llegó a ser significativa estadísticamente. Esto 

sugiere que la inhibición del NO afecta al crecimiento y a la vascularización del tumor de una 

manera similar. 

Por otro lado, en el grupo de ratones tratados con T4+L-NAME se observó una 

reducción en el peso del tumor con respecto a los ratones hipertiroideos que no fueron 

tratados con L-NAME, sin ninguna variación de importancia en la concentración de 

hemoglobina ni en el contenido total de ésta, y además se encontró un marcado incremento 

de la actividad aminopeptidásica en dichos tumores. Estos resultados indican que la 

inhibición del NO también afecta proporcionalmente al peso y a la neovascularización del 

tumor en los ratones tratados con T4, lo cual concuerda con otros estudios ya realizados 

donde queda reflejado que el NO promueve el crecimiento tumoral a través de la 

estimulación 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 

reducción similar en el peso del tumor a la observada en el grupo tratado con L-NAME y una 

reducción en la hemoglobina total sin ningún cambio de importancia en la concentración de 

hemoglobina. Además, las actividades de la GluAp y de la AspAp estaban aumentadas pero 

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

Por último, la expresión de la proteína VEGF, estaba incrementada de manera 

significativa en el grupo de ratones tratados con T4+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 aminopeptidásica en ratones 

 

La administración de AG al grupo de ratones control y al grupo tratado con T4, no 

produjo ningún cambio ni en el peso del tumor ni en la concentración 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 sí redujo de manera 

muy marcada la actividad de las tres aminopeptidasas, sugiriendo que la iNOS modula 

positivamente la actividad de estas enzimas. Admás, incrementó la expresión 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 

aminopeptidásica en ratones 

 

El grupo de ratones tratado con tetrac fue el grupo que mostró las disminuciones más 

importantes en cuanto a peso del tumor, concentración de hemoglobina y hemoglobina total, 

acompañadas por aumentos en la actividad de las tres aminopeptidasas estudiadas. Por 

otra parte, en el grupo de ratones tratados con T4, la administración de tetrac produjo una 

reducción en el peso tumoral con respecto al grupo control, y un descenso en la 

hemoglobina total pero no se observó ningún cambio importante en la concentración de 

hemoglobina. Por otra parte, la administración de tetrac incrementó la actividad de la GluAp 

y de la AspAp, pero no se observaron cambios en la actividad de la AlaAp. De este modo, la 

reducción en el peso del tumor inducida por el tetrac estaba asociada con el incremento de 

la actividad aminopeptidásica. Por último, la expresión de VEGF estaba disminuida en los 

grupos tratados con tetrac y con T4+Tetrac, indicando que la activación de la integrina αvß3 

de la membrana plasmática es un mecanismo esencial para que la hormona tiroidea 

promueva la carcinogénesis.  
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3.1.5. Estudios de correlación 

Se encontraron correlaciones negativas entre el peso del tumor y la actividad de 

todas las aminopeptidasas cuando los datos se analizaron mediante un análisis de regresión 

lineal sin diferenciarlos según 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 relación entre el peso del tumor y la actividad aminopeptidásica al analizar 

todos los datos sin diferenciarlos según el tratamiento recibido. 

 

De igual modo, la hemoglobina total mostró una correlación negativa similar con 

respecto a la actividad aminopeptidásica. Por el contrario, se encontró una correlación 

bastante fuerte entre el peso tumoral y el contenido de hemoglobina total del tumor (r=0.800; 

p<0.0001). La actividad aminopeptidásica y el peso del tumor presentaron una correlación 

negativa muy fuerte cuando se analizaron los tumores de los ratones control, hipotiroideos e 

hipertiroideos (ver Tabla 4), y el tratamiento con L-NAME modificó la relación entre el peso 

del tumor y la actividad aminopeptidásica (ver Tabla 5), de manera que los tumores de los 

grupos tratados con L-NAME no presentaron actividades aminopeptidásicas elevadas como 

era de esperar en función 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 relación inversa entre el peso del tumor y la actividad 

aminopeptidásica de ratones control, tratados con T4 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 relación inversa entre el peso del tumor y la actividad 

aminopeptidásica de ratones control, tratados con T4 y con Methimazol y también tratados con L-NAME.  

 

Además, se observó una correlación negativa entre la expresión 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.  Relación entre el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y la actividad 

aminopeptidásica al analizar todos los datos sin diferenciarlos según el tratamiento recibido. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Javier Carmona Cortés                                                                                     Resultados  

 

 

48 

 

 

3.2. Efectos de la disminución en la disponibilidad  de glutatión sobre el 

crecimiento tumoral, la angiogénesis y la actividad  aminopeptidásica en 

ratones 

 

3.2.1. Efecto de la disminución en la disponibilidad de glutatión con butionina-

sulfoximina (BSO) sobre el peso tumoral de ratones control y de ratones 

tratados con ácido tetrayodotiroacético (tetrac) 

En comparación con los grupos control, el grupo de ratones tratados con BSO mostró 

reducciones marcadas en el peso tumoral, en el contenido de hemoglobina total y en la 

concentración 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 reducción no fue 

estadísticamente significativa. Por otra parte, el grupo de ratones tratados con tetrac mostró 

también una reducción marcada en el peso tumoral, en la concentración 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. Así, 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) sugerirían la participación del VEGF en la 

progresión del mismo. 

El grupo de ratones tratado con BSO+Tetrac mostró una reducción aún mayor en el 

peso tumoral que resultó ser significativa al comparar los resultados con los grupos control 

pero no fue significativa con respecto al grupo tratado sólo con tetrac. Además, se produjo 

un descenso significativo en el contenido de hemoglobina, y un incremento en la 

concentración de la misma lo que sugiere que el BSO interfiere con la actividad amti-

angiogénica del tetrac. De igual manera, se apreció 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. Correlación entre el peso tumoral y las actividades aminopeptidásicas 

Cuando todos los datos fueron analizados mediante estudios de regresión lineal, el 

peso tumoral mostró una fuerte correlación negativa con la actividad de todas las 

aminopeptidasas sugiriendo un posible papel de estas enzimas en la progresión del tumor. 

(ver Tabla 7). En análisis realizados por separado de cada uno de los grupos, también se 

observaron unos coeficientes de correlación negativa muy altos. Por último, la hemoglobina 

total mostró una correlación negativa similar con la actividad de todas las aminopeptidasas.  

 

 P     R 

Peso Tumor  – 1/GluAp  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 relación entre el peso del tumor y la actividad aminopeptidásica al analizar 

todos los datos sin diferenciarlos según el tratamiento recibido. 

 

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

expresión de α-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 glutatión en 

tejido hepático estaba reducido en los grupos de ratones tratados con BSO con respecto a 

sus controles. En cuanto a la excreción urinaria total de F2-isoprostano, se encontró un 

incremento significativo en los grupos de animales tratados con BSO al comparar los datos 

con sus controles. Estos datos indican que la administración de BSO a la dosis usada en 

nuestro estudio produce un estado de estrés oxidativo y confirma las observaciones previas 

descritas en la bibliografía para este modelo (Rodríguez-Gómez y cols, 2010). El tratamiento 

con BSO indujo un incremento en el contenido de la proteína carbonilada en el tejido 

tumoral, que correlacionaba de manera negativa con el peso del tumor (r = - 0.8739; 

p<0.0001). Además, la correlación inversa entre el contenido de proteina carbonilada y el 

peso tumoral fue más 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 expresión de α-tubulina que, a su vez, 

correlacionaba positivamente con el contenido de proteína carbonilada de cada tumor 

(r=0.6111; p= 0.0203). Además, se encontró una fuerte correlación inversa con el peso 

tumoral en el grupo de ratones tratado con BSO (r=0.8200; p=0.0457) pero no había 

ninguna correlación entre la expresión de α-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 T4 están mediados en 

parte por el NO y dependen de la activación de la integrina αVß3. 

 

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

tiroideo. 

 
 

3. Las actividades aminopeptidásicas correlacionan negativamente con el peso tumoral 

y con factores de angiogénesis y vasculogénesis, como la hemoglobina y el VEGF, y 

esta relación es alterada por el bloqueo del NO. 

 

4. La disminución en la disponibilidad de glutatión produce una reducción en el peso 

tumoral que se relaciona con la oxidación de las proteínas del citoesqueleto. 

 
 

5. La correlación negativa entre el peso tumoral y las actividades aminopeptidásicas 

abre nuevas perspectivas para el estudio de las aminopeptidasas tanto como 

moduladoras del crecimiento tumoral como biomarcadores del mismo. 
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