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Resumen

Rev Chil Estud Med 2008; 5(1): 7-11. Introduccién: La angiogénesis es la ramificacién de capilares preexistentes,
fundamental en el desarrollo y mantencién de estructuras corporales, encontriandose regulada por la proporcion entre
factores pro y antiangiogénicos. En las 1ltimas décadas se ha usado el fluido celémico de lombriz E. Foetida (EF) como
fuente de compuestos biolégicamente activos. La membrana alantocoriénica (MAC) de pollo es un modelo muy utilizado
para experimentar angiogénesis in vivo y mediante el cual estudiamos la eventual modificacion de este proceso por
parte del sobrenadante de EF. Metodologia: Se obtuvo sobrenadante de EF mediante la centrifugacién a 1000G y
10000G del homogenizado de lombriz. Para cada velocidad de centrifugacién se realizaron tres diluciones (5%, 1%
y 0.1% v/v) procediéndose a la instilacién de éstas sobre la MAC de huevos previamente preparados (n=6 c/grupo).
Como control se utilizaron huevos instilados con suero fisiolégico (n=3). Tras 48 horas de incubacién post instilacion,
se extrajo un trozo de MAC de cada huevo, posterior preparacién de muestras histolégicas y conteo de vasos sanguineos
presentes mediante microscopia. Resultados: Los resultados demuestran que el niimero de vasos sanguineos se reduce
significativamente con el sobrenadante preparado a 1000G, en sus tres diluciones (p < 0,05), no modificindose con
las tres diluciones del sobrenadante preparado a 10000G. Conclusiones: La existencia de algiin compuesto presente
a 1000G, pero sedimentado a 10000G de centrifugacién, seria responsable del efecto antiangiogénico del sobrenadante
de lombriz, que podria usarse como fuente sencilla de sustancias para tratar patologias donde el proceso angiogénico
se encuentra aumentado, como cdncer o artritis reumatoide.
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Grupo Sustancia Velocidad de Concentracién

Instilada Centrifugacién

A Sobrenadante 1000G 5% v/v
E. foetida

B Sobrenadante 1000G 1% v/v
E. foetida

i Sobrenadante 1000G 0.1% v/v
E. foetida

D Sobrenadante 10000G 5% v/v
E. foetida

E Sobrenadante 10000G 1% v/v
E. foetida

F Sobrenadante 10000G 0,1% v/v
E. foetida

H Suero - -
Fisiol6gico

Tan. L Grupos experimentales y control utilizados.

Eisenia foetida es un invertebrado del Phylum
Anélida y cuyas propiedades medicinales en varios
remedios datan del afio 1.340 d.C.%. En las dlti-
mas décadas se ha usado su fluido celémico como
una nueva fuente de compuestos biolégicamente ac-
tivos®. Uno de los compuestos encontrados, deno-
minado Factor Citolitico Celémico-1 (CCF-1), ha
sido catalogado como el responsable de los efec-
tos citoliticos, opzonizantes y hemoliticos del fluido
celémico de la lombriz®. Otro importante compues-
to, denominado G-90 posee propiedades antioxi-
dantes®, anticoagulantes? y retarda el crecimiento
de lineas tumorales en ratén*. Ademds, un pépti-
do pequefio con propiedades antibacterianas deno-
minado OEP3121 ha sido purificado a partir del
fluido celémico de E. foetida®. Especial interés han
cobrado los analogos de leucocitos en E. foetida,
denominados Celomocitos, que in vitro presentan
propiedades citotéxicas que retardan el crecimiento
de lineas de tumores de mamiferos y de fibroblastos
de ratén®. Estudios anteriores realizados en nues-
tro laboratorio evidenciaron la disminucién en la
angiogénesis en ratén tras la aplicacién de sobre-
nadante y sedimento de E. foetida, en comparacién
con sobrenadante tumoral TA3-MTXR (datos no
publicados).

Un modelo muy utilizado para experimentar
angiogénesis in vivo es la membrana alantocoriéni-
ca (MAC) de pollo, que corresponde a una mem-
brana extraembrionaria que se forma el cuarto dia
de incubacién al producirse la fusién del corién y
el alantoides. En la MAC encontramos una del-
gada capa de capilares sanguineos en rapida pro-

liferacién, que permite una observacién directa y
proporciona un medio ideal para experimentar con
moléculas que intervienen en el desarrollo de los
vasos sanguineos 1.

En base a lo anteriormente expuesto, sostene-
mos que el sobrenadante E. foetida induce modifi-
caciones de la angiogénesis en MAC de pollo. Con
el fin de comprobar dicha hipétesis nos propusimos
estudiar la actividad angiogénica de la lombriz ro-
ja californiana sobre MAC, mediante la prepara-
cién de sobrenadante de E. foetida a partir de la
centrifugacién de homogenizado de lombriz a dis-
tintas velocidades y diluciones, evaluando la acti-
vidad angiogénica de esta sustancia sobre MAC y
comparéndola con la de una sustancia control (sue-
ro fisiolGgico).

Materiales y Métodos

Preparacion de la Membrana Alantocoridnica

Los huevos se incubaron a 37,5 °C durante 48 ho-
ras. Posteriormente, se les realizé un orificio en el
cascaron, y se extrajeron aproximadamente 2ml de
alblimina con una pipeta Pasteur acodada, lo que
permitio el descenso del alantocorion y su despren-
dimiento de la cdscara. Se abrié una pequena ven-
tana de aproximadamente 2,5cm de largo por 2em
de ancho. Se sell6 dicha ventana con cinta adhesi-
va transparente y luego cada huevo fue llevado a
la camara de incubacién, donde se conservaron a
37,5°C hasta el dia 819.
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Obtencién de Sobrenadante de E. foetida

Se procedié al lavado de las lombrices con abun-
dante agua destilada para eliminar la tierra. Una
vez limpias, se incubaron en agua destilada estéril,
a 4°C, en un vaso de precipitado, para de este mo-
do eliminar la tierra de su interior. A las 12 horas,
se tomaron las lombrices limpias y se depositaron
un tubo homogenizador junto a suero fisiolégico,
una proporcién de 1ml de suero por 1g de lom-
briz. Se obtuvo asi el homogenizado de E. foetida.
Posteriormente, se centrifugé el homogenizado a
1000G y 10000G por 5 minutos a temperatura am-
biente, obteniéndose los dos tipos de sobrenadante.
Para cada concentracién se realizaron diluciones de
5%, 1% y 0,1% v/v, estableciéndose los distintos
grupos experimentales (Tabla 1).

Instilacién de la MAC con la sustancia de

- prueba

- Se abrieron la ventanas que anteriormente se
~ habian generado, introduciéndose los filtros de me-
- tilcelulosa impregnados con 5 ul de sobrenadante
- de E. foetida (6 huevos para cada grupo experi-
mental) y de sustancia control, suero fisiolégico (3
huevos). Los filtros permanecieron en contacto con
Ia MAC durante 48 horas, tras lo cual se extrajo
- una porcién de membrana alantocoriénica adyacen-
te al lugar donde introdujimos el filtro°.

-y
Preparacion de muestras histolégicas y conteo
de vasos sanguineos

Una vez obtenidas las muestras, se fijaron y tifieron
eon Hematoxilina Eosina y Alcian Blue?,

Para realizar el conteo, se utilizé un microsco-
pio de luz, equipado con una rejilla micrométrica
graduada cuadrilatera, dividida en 100 cuadrados
de 30 pm por 30 um, la cual se encuentra debajo del
e del ocular derecho. Se utilizé el microscopio
con el objetivo mayor (40x). Se consideré un drea
de 9000 um?, lo cual corresponde a una fila de la
rejilla graduada (10 campos). Asf se realizé el minu-
©ioso conteo de vasos sanguineos, basdndose en la
' acion de los glébulos rojos y, principalmente,
en el endotelio de los vasos sanguineos. La medi-
«i6n se realizo en los segmentos de tejido de MAC
‘adyacentes o cercanos a fragmentos de filtro?.
Eudelos animales utilizados en el estudio

En el presente estudio se utilizaron lombrices de
tierra rojas californianas adultas (Eisenia foetida)

y embriones de pollo (Gallus gallus)

Anilisis estadistico

Para analizar los resultados obtenidos, se utilizo el
método estadistico Test t de Student en el progra-
ma Stata 9©), el cual permite evaluar las diferen-
cias entre medias empiricas. Las medias compara-
das corresponden a la densidad promedio de vasos
sanguineos (DPVS) por grupo experimental y gru-
po control 10,

Los resultados fueron expresados en gréficos
de barras aisladas, con las variables densidad de va-
sos sanguineos promedio en 9000 um? (DVSP) en
el eje de las ordenadas y el grupo correspondiente
en el eje de las abscisas.

Resultados

Tras realizar el conteo de vasos sanguineos el gru-
po control presenté una DVSP igual a 3,36 + 0,19
(Figuras 1 y 2).

Los grupos expuestos al sobrenadante obteni-
do a 1000G presentaron una DVSP menor que el
grupo control (p < 0,05). El grupo expuesto a un
sobrenadante concentrado al 0,1% v/v (grupo A)
presenté una DVSP de 1,21 4 0,105. Por otro lado.
el grupo sometido a una concentracién igual al 1 %
v/v (grupo B) mostré tener una DVSP de 2,24 +
0,15. Por 1ltimo, el grupo sometido al sobrenadan-
te concentrado al 5% v/v (grupo C) mostré tener
una DVSP igual a 1,71 £ 0,15 (Figura 1).

GRUPOS

Fig. 1: Resumen del efecto angiogénico de las diferentes
concentraciones del sobrenadante de E. foetida
obtenido a 1000G. El grupo H es el grupo control.
El grupo A corresponde a una concentracién igual
a2 0.1% v/v; el grupo B a 1% v/v y el grupo C al
5% v/v. Las barras representan el promedio =+ error
estadistico. DVSP: Densidad de vasos sanguineos
promedio en 9000 um?. * : Valor p < 0,05 respecto
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al grupo H (control).

Una segunda parte de los huevos fue instilada con
sobrenadante obtenido a 10000G. Un primer gru-
po fue expuesto a este sobrenadante concentrado al
0,1% v/v (grupo D), presentando una DVSP igual
a 3,56 £ 0,25. Un segundo grupo fue sometido al
sobrenadante concentrado al 1% v/v (grupo E),
encontrandose una DVSP de 3,37 + 0,16. Por tlti-
mo, un tercer grupo fue expuesto al sobrenadante
concentrado al 5% v/v (grupo F), hallindose en
este caso una DVSP igual a 3,73 £ 0,16. En los
tres casos, no se encontraron diferencias estadisti-
cas significativas en comparacién al grupo control
(Figura 2).

Fig. 2: Resumen del efecto angiogénico de las diferentes con-
centraciones del sobrenadante de E. foetida obtenido
a 10000G. El grupo H es el grupo control. El grupo
D corresponde a una concentracién igual a 0.1 % v/v;
el grupo E a 1% v/v y el grupo F al 5% v/v. Las
barras representan el promedio + error estadistico.
DVSP: Densidad de vasos sanguineos en 9000 um?.
#: Valor no significativo respecto al grupo H (control).

Discusiéon

Dada la actividad angiogénica diferencial mostra-
da por el sobrenadante de E. foetida preparado a
diferentes velocidades de centrifugacién, podemos
deducir la presencia de un compuesto que a 1000G
es responsable de la actividad antiangiogénica de
esta sustancia, pero que a 10000G, posiblemente,
se encuentra sedimentado.

Estos resultados son concordantes con los ob-
tenidos en estudios previos en nuestro laboratorio
(datos no publicados), donde tanto el sedimento co-
mo el sobrenadante a 1000G de centrifugacién fue-
ron responsables de una angiogénesis disminuida
respecto al grupo control. También nuestra inves-
tigacién concuerda con las que anteriormente han
identificado diversas actividades bioldgicas y carac-
terizado a los compuestos responsables de ellas en

el fluido celémico de la lombriz E. foetida*5:6:7:8:9,

A diferencia de lo esperado, el efecto antian-
giogénico del sobrenadante de E. foetida preparado
a 1000G no resulta ser concentracién dependiente.
Si bien no tenemos una explicacién rotunda para
esta observacién, a nuestro parecer, podrfa deberse
a las bajas concentraciones utilizadas y, méds aun,
a las estrechas diferencias entre ellas. Para futuros
estudios proponemos someter las MAC a concen-
traciones mds elevadas de esta sustancia de prueba
y con diferencias mas destacadas entre ellas.

Lo novedoso de nuestro estudio radica en que
mediante el uso de distintas velocidades de centri-
fugacién logramos delimitar un rango de tamaiio
en el cual podrfamos encontrar el compuesto que
en el sobrenadante de E. foetida es responsable de
esta marcada actividad antiangiogénica. Para ello,
proponemos futuros estudios tendientes a caracte-
rizar la actividad de este compuesto en forma aisla-
da. Técnicas que nos parecen apropiadas para este
fin son, por ejemplo, la electroforesis y la croma-
tografia de exclusién molecular del sobrenadante
obtenido a un rango mayor de velocidades de sedi-
mentacion.

El hecho de que un invertebrado tan comiin
presente estas excepcionales capacidades no es me-
nor, pues la produccién de un compuesto que in-
hiba la proliferacién endotelial en patologias tan
nocivas como el céncer a partir de la lombriz E.
foetida tendria una complejidad metodoldgica in-
significante en comparacién con las enormes pro-
yecciones terapéuticas que estarfan implicadas, ta-
les como un posible control del crecimiento tumoral
en una afeccién pandémica como lo es el céncer.

Conclusiones

Mediante nuestra investigacién pudimos observar
una angiogénesis disminuida (p < 0,05) a causa
del sobrenadante de E. foetida preparado a 1000G
de centrifugacién, sin modificacién de ésta por par-
te del sobrenadante a 10000G respecto de la sus-
tancia control, suero fisiolégico. La existencia de
un compuesto presente a 1000G, pero sedimenta-
do a 10000G de centrifugacién, serfa responsable
del efecto antiangiogénico del sobrenadante de lom-
briz. Tras la futura identificacién, caracterizacion y
aislamiento de tal sustancia podria utilizarse el so-
brenadante de la lombriz E. foetida como fuente
sencilla de sustancias para tratar patologias don-
de el proceso angiogénico se encuentra aumentado,
tales como cancer o artritis reumatoide.
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