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MECANISMOS DE RESISTENCIA A LA TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA:
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La angiogénesis es el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de otros pre-

existentes, y es un fenobmeno necesario para el crecimiento de humerosos tumores y metastasis.

La terapia anti-angiogénica es el conjunto de estrategias que se basan en inhibir la angiogénesis

para controlar el crecimiento tumoral y metastasico.

En este trabajo de Fin de Master evaluamos de forma anatomo-patolégica la posible respuesta o

resistencia de un agente anti-angiogénico (Cilengitide) empleado a dosis bajas en dos modelos

experimentales de metastasis: uno a partir de células de cancer de mama (4T1) y otro a partir

de células de cancer de rifidn (RENCA). Tras realizar los modelos experimentales en ratones,

analizamos sus lesiones metastasicas y evaluamos su tamano, forma de vascularizacién e

hipoxia.

Nuestros resultados indican que el Cilengitide empleado a dosis bajas no reduce la incidencia ni

el tamano de las metastasis sino mas bien todo lo contrario. Observamos una mayor carga

tumoral en las metastasis 4T1 y RENCA tras el tratamiento con Cilengitide, y este fendmeno

parece estar asociado a la promocion de angiogénesis y a la reduccion de la hipoxia. Nuestros

indican, por tanto, que estas metastasis muestran resistencia a las dosis bajas de Cilengitide.
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Figura 1. Proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos. Las células tumorales se encuentran en un ambiente
hipoxico, estas secretan factores de crecimiento, como el VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial). Las
células endoteliales incrementan los niveles de los receptores de estos factores de crecimiento, como VEGFR2. Estas
moléculas son recibidas por los receptores, dando lugar a una diferenciacion de una célula endotelial que inicia el
proceso de formacion de un nuevo vaso, esta célula diferenciada se denomina célula tip, que es la primera célula, la
cual comienza a migra. Después se generaran las células stalk, que proliferarian detras de la que esta migrando. Todo
ello daria lugar a la formacion de un primer pseudocapilar, que es un vaso sanguineo inmaduro, donde las células
endoteliales secretaran PDGF y por lo tanto reclutaran los pericitos. Finalmente, cuando el vaso inmaduro es

recubierto de pericitos se convierte en un vaso maduro. Creada con Biorender.com.

Para realizar este TFM hemos utilizado diferentes tinciones; en las que cabe destacar Tincién de Hematoxilina de Eosina, para la deteccion de metastasis. La tincidén de
Weigert Van Gieson, para la deteccidon de fibras y asi detectar si el tumor es angiogénico o no angiogénico. Y por ultimo la inmunohistoquimica de Glut 1, para corroborar la
hipoxia del tumor. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio 6ptico multicabezal (Olympus). El analisis de areas se ha realizado empleando FlJI (Image J).
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Figura 2. A) Andlisis de area y carga tumoral en metastasis 4T1. Imagenes
representativas de un lobulo pulmonar (de los cinco lobulos totales que tiene un raton)
tenido con hematoxilina-eosina tratado con placebo o Cilengitide (panel izquierdo).
Analisis del area tumoral y del niUmero de metastasis (panel derecho). Se observa una
mayor area y carga tumoral en aquellos ratones tratados con Cilengitide. El valor de
p>0,087, por lo tanto, no es significativo, pero en el analisis visual se obtiene gran
diferencia entre el tratado con placebo que el tratado con Cilengitide. B) Analisis de
area y carga tumoral en metastasis producidas por células RENCA. Imagenes
representativas de un lobulo pulmonar (de los cinco lobulos totales que tiene un raton)
tefido con hematoxilina-eosina tratado con placebo o Cilengitide (panel izquierdo).
Analisis del area tumoral y del nimero de metastasis (panel derecho). Se produce un
aumento de carga tumoral y area en los ratones tratados con Cilengitide,. N.S. No
estadisticamente significativo; *p<0.05; **p<0.01 (Prueba t de Student).
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Figura 3. A) Analisis de hipoxia (a través del marcador Glut1) en el modelo
de las células 4T1. Imagen representativa de metastasis 4T1 procedentes de
ratones tratados con placebo y Cilengitide. Niveles de Glut1 en tejido pulmonar.
B) Analisis de hipoxia en el modelo no angiogénico. Imagen representativa de
metastasis RENCA procedente de ratones tratados con placebo y Cilengitide.

Niveles de Glut1 en tejido pulmonar. *p<0,05, ***p<0,0001 (Prueba t Student).
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Figura 4. Andlisis del tratamiento con Cilengitide en la adquisicion del crecimiento angiogénico en el
modelo de metastasis RENCA. Imagen representativa de metastasis RENCA procedentes de ratones tratados
con placebo o Cilengitide tefiidas mediante la tincion de Weigert Van Gieson (panel izquierdo). Analisis de la
incidencia de metastasis y % de area con crecimiento angiogénico. N.S. No estadisticamente significativo
(Prueba t de Student).

El farmaco utilizado (Cilengitide) produce cambios en la vascularizacién y consecuentemente en la progresion de las

metastasis.

El Cilengitide a dosis bajas produce neo-angiogénesis, tanto en un modelo no angiogénico como angiogénico.

El Cilengitide no es un buen farmaco para utilizarlo como terapia anti-angiogénica ya que produce el efecto contrario.

Sin embargo, esta molécula induce cambios que pueden ser atractivos para terapias combinatorias.
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Figura 5. Analisis del tratamiento con Cilengitide en la adquisicion del crecimiento angiogénico en
el modelo de metastasis 4T1. Imagen representativa de metastasis 4T1 procedentes de ratones
tratados con placebo o Cilengitide tenidas mediante la tincion de Weigert van Gieson (panel izquierdo).
Analisis de la incidencia de metastasis y % de area con crecimiento angiogénico. *p<0.05; **p<0.01
(Prueba t de Student).
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