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 Resumen  

Generar conocimiento acerca del sistema vascular tumoral y su rol en el desarrollo del 

cáncer tiene potencial impacto en su tratamiento. La virtual totalidad de este tipo de 

estudios se dedica a caracterizar la angiogénesis, por lo que este trabajo no se enfocará 

en esta. Dos aspectos poco explorados de las adaptaciones vasculares en cáncer son los 

cambios en la arquitectura de la pared vascular (en íntima, media y adventicia), y/o en la 

reactividad vascular (VR) de las arterias que irrigan el tumor. Por ello, se propuso 

cuantificar estos mecanismos de adaptación vascular en cáncer. Metodología: en arterias 

tumorales de colon (TU), arterias extratumorales (ET) del mismo paciente y arterias 

mesentéricas de pacientes sin cáncer (NT), se determinaron por histología (hematoxilina y 

eosina) los cambios en la morfología vascular; en baño de órgano aislado se evaluó la VR 

expresada en pD2 y Emax, en respuesta a KCl, fenilefrina (PE), endotelina-1 (ET-1), 

U46619 (análogo del tromboxano A2), carbacol (CCh), bradikinina (BK), isoproterenol y 

factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Además, se cuantificó la expresión de los 

receptores tromboxano-prostanoides (TP), α1, β2, receptor de endotelina A (ETA) y B 

(ETB), receptores uno (VEGFR1) y dos (VEGFR2) de VEGF por inmunofluorescencia, 

normalizando los resultados con la expresión de los receptores en NT. Las comparaciones 

entre grupos se hicieron con ANOVA. Resultados: se procesaron trece pacientes no 

tumorales entre 46±9 años, seis mujeres y siete hombres, y Veinticinco pacientes con 

diagnóstico de adenocarcinoma de CAc, 15 mujeres y 10 hombres. Se encontró hiperplasia 

del 50% en media y >200% en íntima de arterias de los grupos ET y TU. En VR, se 

encontraron diferencias significativas en sensibilidad a KCl (pD2: NT, 1.6±0.04; ET, 

1.8±0.02; TU, 1.8±0.03, p=0.02). Al estímulo con PE aumentó la pD2 (pD2: NT, 5.7±0.008; 

ET, 6.2±0.09; TU, 6.1±0.13, p=0.004) y Emax (Emax: NT, 91±12%KCl; ET, 137±6.5% y 

TU, 117±18%; p=0.04) en ET y TU. A U46619 se presentó un aumento de sensibilidad 

(pD2: NT, 7.08±0.1; ET, 7.3±0.09; TU, 7.2±0.1, p=0.06) en ET y TU. No se encontraron 

diferencias en la VR a ET-1. En relajación, el 70% de los pacientes con cáncer presentó 

Emax a BK inferior al 30% indicando baja viabilidad endotelial, debido a esto los ensayos 

de relajación se hicieron solo con paciente que presentaran un Emax a BK superior al 30%. 

Se encontró un aumento en sensibilidad a CCh (Emax: NT, 1.3±8%; ET, 49.6±14% y TU, 

41.5±13% de relajación; p=0.009) en ET y TU. Al estímulo con BK disminuyó la pD2 (pD2: 

NT, 6.2±0.16; ET, 6.01±0.2; TU, 6.05±0.12, p=0.02) y Emax (Emax: NT, 91±20%; ET, 



 

53.4±5.6% y TU, 44.08±1% de relajación, p=0.03) en ET y TU. Al estímulo con 

isoproterenol aumentó la sensibilidad (pD2: NT, 6.5±0.17; ET, 8.3±0.3; TU, 7.7±0.18, 

p=0.001) y Emax (Emax: NT, 8.4±2%; ET, 28.2±5% y TU, 29.5±9.2% de relajación; 

p=0.005) en ET y TU. No se encontraron diferencias en la VR a VEGF. En la cuantificación 

de expresión se evidenció aumento en la íntima de los receptores α1, TP y VEGFR2 en 

ET, y TP, β2 y VEGFR1 en TU. En la túnica media aumentó la expresión de α1 y TP en ET 

y solo TP en TU. No se encontraron diferencias en la expresión de ETA y ETB, ni en 

adventicia para ningún receptor. Conclusión: el tumor induce engrosamiento de la pared 

vascular superior al 50% en la íntima y la media, generando cambios en la VR que 

favorecen la contracción adrenérgica y por tromboxano A2, por aumento de sus receptores 

y disfunción endotelial. Al tiempo que la arteria favorece la relajación colinérgica y β2-

adrenérgica como compensación a la disminución de relajación dependiente de óxido 

nítrico. Estas modificaciones podrían favorecer un ambiente hipóxico en el tumor 

retroalimentando así vías de señalización como VEGF/PTEN/GSK3B/NF-kB que facilitan 

el desarrollo tumoral y las adaptaciones vasculares. A partir de este trabajo se establece 

una plataforma de investigación basada en los mecanismos de adaptación vascular en 

cáncer y donde se podría explorar el potencial farmacológico de las vías de 

contracción/relajación alteradas.   

Esta tesis consta de seis capítulos y dos anexos. Los capítulos dos y tres, y los anexos, 

son artículos que fueron publicados con autoría principal o co-autoría de Nelson Cupitra 

durante su formación doctoral. Los capítulos cuatro y cinco son dos artículos más que serán 

sometidos antes de la defensa pública de la tesis, con autoría principal de Nelson Cupitra. 

En total, con los cuatro artículos ya publicados, esta tesis suma un factor de impacto de 

12,05.   

Esta tesis fue defendida el 28 de enero de 2021 y obtuvo la calificación summa cum laude 

(4.9 sobre 5) 

  

  

  

  



 

 Abstract  

To generate knowledge about the tumor vascular system and its role in the development of 

cancer has a potential impact on its treatment. Virtually all of these types of studies are 

dedicated to characterizing angiogenesis, so this work will not focus on it. Two little-explored 

aspects of vascular adaptations in cancer are changes in the architecture of the vascular 

wall (intima, media, and adventitia), and/or in vascular reactivity (VR) of the arteries 

supplying the tumor. Therefore, it was proposed to quantify these vascular adaptation 

mechanisms in cancer. Methodology: in colon tumor arteries (TU), extratumoral arteries 

(ET) from the same patient and mesenteric arteries from patients without cancer (NT), the 

changes in vascular morphology were determined by histology (hematoxylin and eosin); In 

isolated organ bath, VR expressed in pD2 and Emax was evaluated, in response to KCl, 

phenylephrine (PE), endothelin-1 (ET-1), U46619 (analog of thromboxane A2), carbachol 

(CCh), bradykinin (BK), isoproterenol and vascular endothelial growth factor (VEGF). 

Furthermore, the expression of thromboxane-prostanoid receptors (TP), α1, β2, endothelin 

receptor A (ETA) and B (ETB), receptors one (VEGFR1) and two (VEGFR2) of VEGF was 

quantified by immunofluorescence, normalizing the results with the expression of the 

receptors in NT. Comparisons between groups were made with ANOVA. Results: thirteen 

non-tumor patients (46±9 years old), six women and seven men, and twenty-five patients 

with a diagnosis of colon cancer adenocarcinoma (7±3.1 years old), 15 women and 10 men, 

were processed. Hyperplasia of 50% was found in the middle and> 200% in the intima of 

arteries of the ET and TU groups. In VR, significant differences were found in sensitivity to 

KCl (pD2: NT, 1.6±0.04; ET, 1.8±0.02; TU, 1.8±0.03, p=0.02). Upon stimulation with PE 

increased the pD2 (pD2: NT, 5.7±0.008; ET, 6.2 ± 0.09; TU, 6.1±0.13, p=0.004) and Emax 

(Emax: NT, 91±12% KCl; ET, 137±6.5% and TU, 117±18%; p=0.04) in ET and TU. U46619 

showed an increase in sensitivity (pD2: NT, 7.08±0.1; ET, 7.3±0.09; TU, 7.2±0.1, p=0.06) 

in ET and TU. No differences were found in VR at ET-1. In relaxation, 70% of cancer 

patients presented Emax at BK lower than 30% indicating low endothelial viability, due to 

this the relaxation tests were performed only with patients who presented an Emax at BK 

greater than 30%. An increase in sensitivity to CCh (Emax: NT, 1.3±8%; ET, 49.6±14% and 

TU, 41.5±13% relaxation; p=0.009) was found in ET and TU. Upon stimulation with BK, pD2 

(pD2: NT, 6.2±0.16; ET, 6.01±0.2; TU, 6.05±0.12, p=0.02) and Emax (Emax: NT, 91±20%; 

ET, 53.4±5.6%) decreased and TU, 44.08±1% relaxation, p=0.03) in ET and TU. When 



 

stimulated with isoproterenol, sensitivity increases (pD2: NT, 6.5±0.17; ET, 8.3±0.3; TU, 

7.7±0.18, p=0.001) and Emax (Emax: NT, 8.4±2%; ET, 28.2±5% and TU, 29.5±9.2% 

relaxation; p=0.005) in ET and TU. No differences were found in VR to VEGF. In the 

quantification of expression, an increase in the intima of the α1, TP and VEGFR2 receptors 

was evidenced in ET, and TP, β2 and VEGFR1 in TU. In the tunica media, the expression 

of α1 and TP increases in ET and only TP in TU. No differences were found in the 

expression of ETA and ETB, nor in adventitia for any receptor. Conclusion: the tumor 

induces thickening of the vascular wall greater than 50% in the intima and media, generating 

changes in VR that favor adrenergic contraction and by thromboxane A2, due to an increase 

in its receptors and endothelial dysfunction. At the same time, the artery favors cholinergic 

and β2-adrenergic relaxation as compensation for the decrease in nitric oxide-dependent 

relaxation. These modifications could favor a hypoxic environment in the tumor, thus 

feeding back signaling pathways such as VEGF/PTEN/GSK3B/NF-kB that facilitate tumor 

development and vascular adaptations. Based on this work, a research platform is 

established based on vascular adaptation mechanisms in cancer and where the 

pharmacological role of altered contraction/relaxation pathways could be explored.  

This thesis consists of six chapters and two annexes. Chapters two and three, and the 

annexes, are articles that were published with the main or co-authorship of Nelson Cupitra 

during his doctoral training. Chapters four and five are two more articles that will be 

submitted before the public defense of the thesis, with the main authorship of Nelson 

Cupitra. In total, with the four articles already published, this thesis adds an impact factor of  

12.05.  

This thesis was defended on January 28, 2021 and qualified as summa cum laude (4.9 out 

of 5) 
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1. Introducción   

El cáncer (CA) es una forma de crecimiento anormal de las células que genera múltiples 

complicaciones en los sistemas biológicos. Según la Organización Mundial de la Salud, es 

la segunda causa de muerte en el planeta. Uno de los CA más comunes en la población es 

el cáncer de colon (CAc), ocupando el cuarto lugar en incidencia (19.7 por cada 100.000 

hab.) y tercero en mortalidad (8.9 por cada 100.000 hab.) a nivel mundial. El CAc es el tercero 

de mayor incidencia en Colombia (15.8 por cada 100.000 hab.; WHO, 2020). Como 

tratamiento para el CAc se utiliza cirugía, que remueve el tumor, o radioterapia, que emplea 

radiaciones ionizantes, y/o quimioterapia, que utiliza fármacos para atacar las células 

cancerosas. Sin embargo, por la complejidad celular en los tumores sólidos en estadios 

intermedios y avanzados del CAc u otros cánceres, es frecuente que estos tratamientos sean 

poco eficaces llevando a una recaída de la enfermedad o la muerte.   

En cáncer, la señalización promueve adaptaciones vasculares para tratar de garantizar un 

mayor suministro de sangre y satisfacer los requisitos de energéticos de la población de 

células tumorales. Estas adaptaciones se pueden dar por tres vías, angiogénesis, 

remodelación y reactividad vascular (VR). La angiogénesis es un proceso fisiológico por el 

cual se forman nuevos vasos sanguíneos a partir de los vasos preexistentes. A la fecha la 

Food and Drug Administration-FDA ha aprobado más de una docena de fármacos como 

tratamiento anti-angiogénico en cáncer, todos ellos inducen fuertes efectos secundarios y en 

algunos casos aumentan el riesgo de eventos fatales. Además, en tumores no angiogénicos 

han llevado a facilitar la progresión de la enfermedad (Lin, 2016). Gran parte de estas 

complicaciones se deben al desconocimiento de la relación entre el tumor y las 

modificaciones vasculares asociadas a la enfermedad, lo que puede contribuir a una pobre 

respuesta del paciente al tratamiento. La mayoría de las investigaciones se han enfocado en 

el potencial angiogénico de las células tumorales, y en la necesidad del tumor de reclutar 

vasos sanguíneos para garantizar el suministro de oxígeno y nutrientes en su crecimiento 

(Nagy, 2012), sin embargo, este trabajo no hará énfasis en la angiogénesis, y se enfocará 

en la remodelación y la VR.   
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El tumor también induce remodelación, entendida como la capacidad de una arteria de 

adaptar su tamaño estructural ante estímulos crónicos, aumentando o reduciendo el tamaño 

externo para mantener un lumen funcional. En cáncer esta remodelación ha dado como 

resultado la proliferación de células de músculo liso vascular, síntesis de matriz extracelular 

y engrosamiento de la adventicia haciendo que la arteria adapte el espesor de su pared a la 

demanda tumoral. Algunas aproximaciones experimentales histológicas y moleculares han 

descrito en la vasculatura intratumoral seis tipos de vasos sanguíneos diferentes e 

irregulares, cuyo crecimiento es estimulado por los altos niveles de expresión del factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF) en las células tumorales. Estos vasos se pueden 

dividir en dos grupos: tempranos (vasos madre, vasos glomeruloides) estimulados por 

hipoxia y dependientes al estímulo de VEGF, y tardíos (arterias, venas, capilares, 

malformaciones vasculares), donde al parecer, su proceso de diferenciación es disparado 

por el estrés de cizalladura generado por fluido (FSS) y el bloqueo de VEGF (Nagy, 2012). 

Sin embargo, en la vasculatura extratumoral la influencia tumoral vía VEGF u otros 

inductores de proliferación como la endotelina-1 no está clara, pero dado que en otras 

enfermedades de carácter inflamatorio se han reportado remodelamiento de la pared 

vascular mediada por VEGF y endotelina-1 (ET-1), sería esperable que el tumor induzca 

adaptaciones vasculares en las túnicas íntima y media, alterando posiblemente la función 

vascular y con ello el flujo de suministros al tumor.   

La VR puede considerarse como una medida funcional de la respuesta del vaso sanguíneo, 

ante el estímulo con agonistas contráctiles como noradrenalina, tromboxano A2 y ET-1, o 

vasodilatadores como acetilcolina, isoproterenol, bradikinina y VEGF. La VR es definida en 

términos de sensibilidad –logaritmo negativo en base 10 del EC50 (pD2)- y efecto máximo –

Emax-. En cáncer, la VR podría ser un factor limitante de crecimiento del tumor, dado que 

tejidos altamente proliferativos requieren de mayor irrigación. Los trabajos en el área están 

enfocados en modelar la morfología y función en la vasculatura intra-tumoral, sólo los 

trabajos de Ferrero en 2008 y Voss en 2019, usando baño de órgano aislado y cuantificando 

la expresión de receptores, hacen un primer acercamiento a las diferencias en VR, 

encontrando aumento en sensibilidad al estímulo con ET-1 y aumento en la vasorelajación 
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dependiente de óxido nítrico, entre arterias que irrigan tumores en CAc comparados con 

arterias de pacientes sin cáncer. No obstante, aún los mecanismos involucrados en la 

respuesta de estos y otros agonistas son desconocidos.   

Dado que no hay claridad sobre los cambios en VR en arterias que irrigan tumores, una 

alternativa para caracterizar el comportamiento vascular en cáncer es comparar la respuesta 

al estímulo de agonistas fisiológicamente endógenos que a su vez participen en el desarrollo 

tumoral. Por ejemplo: se han reportado en cultivos celulares un aumento en los niveles de 

expresión de agonistas y sus receptores en la señalización beta-adrenérgica asociados con 

crecimiento y metástasis, en cáncer de cerebro, pulmón, riñón, mama, ovario y próstata; 

modulando la función de miocitos, adipocitos, fibroblastos y pericitos en tumores (Cole, 

2012). Se ha reportado el eje tromboxano A2/Ciclooxigenasa-2 como intermediario en 

migración y angiogénesis en cáncer colorrectal y de mama (Sakai, 2006). 

A su vez, para ET-1 y su receptor ET-A se ha descrito que se encuentran sobreexpresada 

en cáncer de ovario, pulmón, hígado, próstata entre otras, estimulando proliferación, 

angiogénesis, osteogénesis y supervivencia tumoral y que tienen un efecto principalmente 

constrictor sobre la pared vascular (Rosanò, 2013). Agonistas de dilatación vascular como 

acetilcolina, bradikinina (BK), se han asociado como inductores de proliferación, inflamación, 

crecimiento, y migración tumoral. También se ha reportado que VEGF a través de su receptor 

2 (VEGFR2) es potente inductor de proliferación y angiogénesis en cáncer (Rapisarda, 2012) 

e induce vasodilatación en la circulación pulmonar (Olsson, 2006). Sin embargo, no hay 

evidencia que respalde los cambios en la VR al estímulo de ninguno de estos agonistas. Al 

identificar las diferencias funcionales de los vasos en cáncer es posible establecer una 

plataforma a partir de la cual se gestionen estrategias farmacológicas, que podría enfocarse 

en promover vasoconstricción en el tumor, reduciendo el suministro de nutrientes y el 

crecimiento tumoral; o estimulando vasodilatación para aumentar el flujo sanguíneo, 

coadyuvando en quimioterapia para que los fármacos mejoren su perfusión en células 

cancerosas y mejore la respuesta al tratamiento.   

El VEGF es uno de los blancos farmacológicos en angiogénesis más recurrentes, el VEGF 

actúa sobre las células endoteliales a través de su receptor VEGFR2, activando la 
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señalización Akt, que a través de NF-kB, GSK3B y mTOR que estimulan la angiogénesis, 

facilitan supervivencia, proliferación y migración tumoral. Esta vía es de nuestro particular 

interés ya que es regulada por la proteína homóloga de fosfatasa y tensina (PTEN), que 

inhibe la señalización PI3K/Akt/VEGF y con ello no solo la angiogénesis y progresión 

tumoral, también podría guardar relación con los cambios en función vascular y la 

remodelación de vasos sanguíneos (Katayama, 2019). Además, al igual que en 

angiogénesis PTEN actúa como inhibidor, tanto en la proliferación del músculo liso vascular, 

como de los cambios fenotípicos en el vaso sanguíneo, además de inhibir los procesos 

trombóticos locales, la adhesión plaquetaria y de macromoléculas y el engrosamiento de la 

capa media vascular. Por lo anterior queremos describir la relación entre la VR, el 

remodelamiento y el estadío del tumor en pacientes con CAc.  

En el desarrollo de este trabajo se reconocieron limitaciones experimentales que podrían 

influir en los resultados de la investigación. En experimentación, las arterias humanas 

regularmente se obtienen en los quirófanos de pacientes con patologías que requieren 

resección de un segmento del colon o de donantes de órganos, esto implica que el tejido 

requiere de mínimo 90 minutos de conservación para su transporte al laboratorio e inicio de 

los experimentos. Adicionalmente, los experimentos en baño de órganos se ven limitados 

por el número de cámaras del equipo, donde muchas veces la cantidad de arteria excede la 

capacidad del equipo para montar el tejido en fresco, siendo una posibilidad conservar el 

tejido a 4°C para aumentar el tiempo de vida útil del vaso, y realizar un nuevo montaje 

pasadas de 12 a 24 horas desde la resección en quirófano, aumentado así el 

aprovechamiento de la muestra. Sin embargo, dicha preservación también promueve 

cambios fisiológicos por activación proteínas de choque térmico, que se activan como 

respuesta a la hipoxia e hipotermia inducida, y durante el restablecimiento de las condiciones 

de O2 y temperatura fisiológica se pueden inducir reacciones inflamatorias crónicas y 

procesos apoptóticos que dañan el tejido (Rauen, 2004; Buchinger-Kähler, 2016). Por lo 

anterior y para determinar qué cambios funcionales en los vasos sanguíneos son atribuibles 

a la influencia del cáncer y no a la preservación, se estableció como objetivo secundario 
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cuantificar la influencia del tiempo de conservación de 0 a 48 horas sobre la VR y la expresión 

de receptores en aorta de conejo.  

Mientras avanzaba el procesamiento de las arterias de pacientes se identificó otra posible 

limitación, el grupo de pacientes con cáncer era notablemente más viejo que el grupo control, 

esto representa un reto experimental ya que se ha reportado que en el envejecimiento se 

aumenta el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, que son responsables del mayor 

porcentaje de muertes en el mundo, alcanzando el 31% (WHO, 2020). A medida que la 

población de adultos mayores aumenta, es necesario dilucidar los mecanismos de la 

disfunción vascular con la edad. Se ha descrito que en el envejecimiento se presenta 

aumento de la rigidez aórtica y se atribuye principalmente a cambios en la matriz extracelular, 

a veces denominada elastocalcinosis (Dao, 2005; Donato, 2018). De manera 

complementaria, el envejecimiento también afecta la VR, al alterar la sensibilidad y el efecto 

máximo de los agonistas contráctiles estimulantes y vasodilatadores endógenos. Es factible 

que la rigidez vascular se deba no solo a un mecanismo sino también a la 

complementariedad de varios, y uno muy importante a tener en cuenta sería el cambio en la 

VR. Por lo anterior, consideramos que es importante diferenciar los posibles cambios en los 

vasos sanguíneos causados por el tumor de los causados por el envejecimiento de los vasos, 

por ello se estableció como objetivo secundario cuantificar la influencia del envejecimiento 

sobre la VR, el engrosamiento vascular y la expresión de receptores en aorta de conejos 

jóvenes, adultos y viejos.  

La última limitación que se encontró en este trabajo guarda relación con: primero, que la 

frecuencia de pacientes patológicos no tumorales (grupo control) fue baja (3-4 pacientes por 

año), reduciendo la potencia estadística, además de inducir riesgo de subestimar o 

sobreestimar los resultados dado que en ambos casos son grupos con patologías de base. 

Segundo, la imposibilidad de conseguir arterias de pacientes sanos (donantes de órganos 

por muerte cerebral) para comparar con el grupo con cáncer. Teniendo en cuenta estas 

limitaciones, y manteniendo la necesidad un grupo control accesible y comparable, se 

estableció como una alternativa el uso de modelos animales para caracterizar la función 

vascular en circulación mesentérica y determinar si hay un modelo que reconociendo las 
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limitaciones pueda servir como control en este trabajo. En investigación, los modelos ex vivo 

han sido indispensables para caracterizar los mecanismos fisiopatológicos de las ECV y 

obtener información sobre de eventos específicos, a través de procedimientos precisos, que 

pueden ser invasivos y difíciles de usar en estudios clínicos (Russell, 2006; Virmani, 2003). 

No obstante, las diferencias intrínsecas dadas por la biología de cada especie dificultan la 

extrapolación de resultados, siendo esperable que, entre especies filogenéticamente 

distintas, sus características puedan condicionar la respuesta a diferentes mecanismos 

fisiopatológicos o al tratamiento farmacológico. A pesar de las limitaciones genéticas, el 

modelo vascular en circulación mesentérica más utilizado es la rata, ya que dada las 

facilidades de crianza, su ciclo de desarrollo y la posibilidad de controlar variables 

ambientales durante su cría se ha posicionado el modelo estándar en experimentación de 

fisiopatologías vasculares, sin embargo, algunos resultados promisorios encontrados en 

ratas no son homologables en humanos. Una posible alternativa para obtener modelos 

vasculares de mayor tamaño y tal vez mayor comparabilidad con el humano, son cerdos y 

conejos de granjas tecnificadas, si bien, en estos lugares las variables ambientales no son 

controladas en su totalidad, son modelos que podrían ser más comparables con el humano. 

Además, la influencia del medio ambiente en el desarrollo de estos modelos podría aportar 

información valiosa sobre el comportamiento cardiovascular.  Por lo anterior se estableció 

como objetivo secundario determinar el grado de comparabilidad en la VR y en expresión de 

receptores en arterias de circulación mesentérica entre el humano, el cerdo, el conejo y la 

rata.  

Esta tesis incluye cuatro capítulos y dos anexos:   

● Capítulo 2: Cupitra NI, Calderón JC, Narvaez-Sanchez R, 2020. Increased receptor  

expression supports vascular reactivity of the rabbit aorta during preservation.   

● Capítulo 3: Cupitra NI, Calderón JC, Narvaez-Sanchez, 2020. Influence of ageing on 

vascular reactivity and receptor expression in rabbit aorta: a complement to 

elastocalcinosis and smooth muscle mechanisms   
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● Capítulo 4: Cupitra NI, Calderón JC, León-Rodríguez JP, Narváez-Sánchez R, 2020. 

Comparability of vascular reactivity and expression of receptors of mesenteric 

circulation between human, pig, rabbit and rat   

● Capítulo 5: Cupitra NI, Calderón JC, León-Rodríguez JP, Narváez-Sánchez R, 2020. 

Mecanismos de adaptación en remodelamiento y reactividad vascular en arterias que 

irrigan tumores en cáncer de colon en humanos  

● Anexo 1. Estrada O, Giulio C, Dorta-Ledezma R, Gonzalez-Mujica F, Motta N, Zea E, 

Cupitra NI, Contreras W, Narvaez-Sanchez R, Calderón JC, 2019. Compound  

Isolated from Phyllanthus tenellus Demonstrates Metabolic and Vascular Effects In  

 Vitro   

● Anexo 2. Romero-Imbachi MR, Cupitra NI, Ángel K, González B, Estrada O, Calderón 

JC, Guerrero-Vargas J, Beltrán J, Narvaez-Sanchez R, 2020. Centruroides 

margaritatus scorpion complete venom exerts cardiovascular effects  

 through alpha-1 adrenergic receptors   
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2. Preguntas de investigación  

Esta investigación gira en torno a la siguiente pregunta:   

● ¿Cuáles son los mecanismos de adaptación en remodelamiento y reactividad 

vascular inducidos por el CAc en humanos sobre los vasos sanguíneos que lo 

irrigan?  

Las siguientes preguntas de investigación responden cuestionamientos operacionales que 

surgieron en el desarrollo de la pregunta principal  

● ¿Cuál es el tiempo óptimo para conservar arterias sin perder reactividad vascular al 

estímulo con KCl, PE, U46619, CCh, BK e isoproterenol?   

● ¿Cómo influye la edad sobre VR al estímulo con KCl, PE, U46619, CCh, BK, 

isoproterenol y en la expresión de los receptores TP, α1 y β2?  

● ¿Cuál es el mejor modelo vascular en VR y expresión de receptores más comparable 

con los humanos entre cerdos, conejos y ratas?  

  

3. Objetivos  

3.1. General:  

● Caracterizar mecanismos de adaptación vascular en remodelación y VR inducidos en 

arterias que irrigan CAc en humanos.  

3.2. Específico capítulo 2  

● Cuantificar la influencia del tiempo de conservación de 0, 24 y 48 horas sobre la VR 

y la expresión de receptores en aorta de conejo.  

3.3. Específico capítulo 3  

● Cuantificar la influencia del envejecimiento sobre la función vascular, el engrosamiento 

vascular y la expresión de receptores en aorta de conejo.  
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3.4. Específico capítulo 4  

● Determinar el grado de comparabilidad en la VR y en expresión de receptores en 

arterias de circulación mesentérica entre el humano, el cerdo, el conejo y la rata.  

3.5. Específicos capítulo 5 y pregunta principal  

● Caracterizar clínica y antropométricamente la población de pacientes a estudiar.   

● Medir la respuesta a KCl, fenilefrina, U46619, Endotelina-1, bradikinina, carbacol, 

isoproterenol y VEGF en presencia y en ausencia de bloqueantes específicos de sus 

receptores, en arterias tumorales y no tumorales.   

● Determinar probables diferencias en la expresión proteica de los receptores α1, β2-

1, ETA, ETB, VEGFR1, VEGFR2, y receptor de tromboxano-prostanoides, en arterias 

tumorales y no tumorales   

● Determinar probables diferencias en la expresión proteica de los receptores de 

PTEN, GSK3β, NF-kB y tubulina, en arterias tumorales y no tumorales   

● Determinar probables diferencias en la expresión génica de VEGF, ECE-1, y COX-2, 

en arterias tumorales y no tumorales   

● Buscar asociaciones entre la reactividad vascular, la expresión génica y la 

estadificación del tumor.  
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Capítulo dos:  

Cupitra NI, Calderón JC, Narvaez-Sanchez R, 2020. Increased receptor 

expression supports vascular reactivity of the rabbit aorta during preservation.  
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Capítulo dos: 

Cupitra NI, Calderón JC, Narvaez-Sanchez R, 2020. Increased receptor expression supports 

vascular reactivity of the rabbit aorta during preservation.  

  

Artículo publicado en European Journal of Cardio-Thoracic Surgery; IF:3.48   

Enlace: https://academic.oup.com/ejcts/advance-article-

abstract/doi/10.1093/ejcts/ezaa386/598200 3?redirectedFrom=fulltext  

  

Cuando inició la recolección de arterias humanas en el semestre 2017-1, se encontró la 

primera limitación en el trabajo, el transporte desde quirófano y montaje de las arterias en el 

baño de órganos nos tomaba 90 minutos, periodo durante el cual se podrían inducir cambios 

en la VR que luego afectarán los hallazgos en cáncer, sumado a ello, la productividad en los 

experimentos era baja debido a que el equipo limitaba los montajes a solo cuatro baños por 

experimento, obligando en la mayoría de los casos a congelar o eliminar más de la mitad de 

las arterias obtenidas. Para resolver esta limitación metodológica y buscando ampliar la 

ventana de tiempo de trabajo con las arterias humanas, nos propusimos determinar cuáles 

mecanismos en VR se ven afectados durante la preservación y cuáles son atribuibles a la 

influencia del cáncer, cuantificando la influencia del tiempo de conservación de 0, 24 y 48 

horas sobre la VR y la expresión de receptores. Dada la baja frecuencia de pacientes y la 

imposibilidad de obtener arterias sin preservación para comparar, se escogió como modelo 

vascular la aorta de conejo, un modelo validado, reproducible y con las dimensiones 

necesarias para establecer un diseño experimental pareado.  

  

A continuación, el artículo correspondiente al capítulo dos.  

  

  

  

https://academic.oup.com/ejcts/advance-article-abstract/doi/10.1093/ejcts/ezaa386/5982003?redirectedFrom=fulltext
https://academic.oup.com/ejcts/advance-article-abstract/doi/10.1093/ejcts/ezaa386/5982003?redirectedFrom=fulltext
https://academic.oup.com/ejcts/advance-article-abstract/doi/10.1093/ejcts/ezaa386/5982003?redirectedFrom=fulltext
https://academic.oup.com/ejcts/advance-article-abstract/doi/10.1093/ejcts/ezaa386/5982003?redirectedFrom=fulltext
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Capítulo tres:  

Cupitra NI, Calderón JC, Narváez-Sánchez, 2020. Influence of ageing on 

vascular reactivity and receptor expression in rabbit aorta: a complement 

to elastocalcinosis and smooth muscle mechanisms  
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Capítulo tres:  

Cupitra NI, Calderón JC, Narváez-Sánchez, 2020. Influence of ageing on vascular reactivity 
and receptor expression in rabbit aorta: a complement to elastocalcinosis and smooth  

muscle mechanisms  

  

Artículo publicado en Clinical Interventions in Aging; IF:3.02   

Enlace: https://www.dovepress.com/influence-of-ageing-on-vascular-reactivity-and-receptor-expres 

sion-in--peer-reviewed-article-CIA  

  

Hacia diciembre de 2018, cuando se habían recabado arterias de 15 pacientes, se hizo 

evidente la diferencia etaria de 20 años entre los pacientes con cáncer y el grupo control. 

Esto representaba para nosotros un reto experimental, dado que el envejecimiento aumenta 

el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, aumenta la rigidez aórtica, 

principalmente debido a cambios en la matriz extracelular, a veces denominada 

elastocalcinosis. Esto hizo necesario para nosotros dilucidar los mecanismos que se alteran 

en la función vascular en relación a la edad, ya que estos podrían ser un factor de variabilidad 

que nos lleven al error a la hora de interpretar los resultados. Por lo anterior, se estableció 

como objetivo secundario cuantificar la influencia del envejecimiento sobre la función 

vascular, el engrosamiento vascular y la expresión de receptores. Dado que el flujo de 

pacientes era insuficiente, se escogió como modelo el conejo a la aorta de conejos jóvenes, 

adultos y viejos. No se usó el cerdo porque solo se tuvo acceso a tejido en agosto de 2020.  

A continuación, el artículo correspondiente al capítulo tres.  

  

  

  

  

https://www.dovepress.com/influence-of-ageing-on-vascular-reactivity-and-receptor-expression-in--peer-reviewed-article-CIA
https://www.dovepress.com/influence-of-ageing-on-vascular-reactivity-and-receptor-expression-in--peer-reviewed-article-CIA
https://www.dovepress.com/influence-of-ageing-on-vascular-reactivity-and-receptor-expression-in--peer-reviewed-article-CIA
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Capítulo cuatro:  
  

Cupitra NI, León-Rodríguez JP, Calderón JC, Narvaez-Sanchez R, 2020. 

Comparability of vascular reactivity and expression of receptors of 

mesenteric circulation between human, pig, rabbit and rat. 
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Capítulo cuatro:  

  

Cupitra NI, León-Rodríguez JP, Calderón JC, Narvaez-Sanchez R, 2020. Comparability of 

vascular reactivity and expression of receptors of mesenteric circulation between human,  

pig, rabbit and rat  

  

Terminado el desarrollo del trabajo, en diciembre de 2019 se encontró la última limitación, 

siendo ésta la baja frecuencia de pacientes patológicos no tumorales (grupo control; 3-4 

pacientes por año), que redujo la potencia estadística al 60% en los experimentos de VR con 

bloqueantes específicos, induciendo riesgo de sub o sobreestimar los resultados. Además, 

no había forma de conseguir arterias de pacientes sanos (donantes de órganos por muerte 

cerebral) para comparar con el grupo con cáncer, obligando tener como control fisiológico 

“sano” los pacientes patológicos. Ante la necesidad de un grupo control accesible y 

comparable, se estableció como alternativa el uso de modelos animales para caracterizar la 

función vascular en circulación mesentérica y determinar si hay un modelo que pueda servir 

como control en este trabajo. Los modelos vasculares como cerdos, conejos y ratas han sido 

indispensables para caracterizar los mecanismos fisiopatológicos de las ECV a pesar de las 

limitaciones genéticas. Se incluye la rata ya que dada las facilidades de crianza, su ciclo de 

desarrollo y la posibilidad de controlar variables ambientales durante su cría se ha 

posicionado el modelo estándar en experimentación de fisiopatologías vasculares, por lo que 

es interesante cuantificar el grado de comparabilidad de la VR con el humano y otros 

modelos, ya podría ayudar a entender por qué algunos resultados promisorios encontrados 

en ratas no son homologables en humanos. Proponemos como una posible alternativa para 

obtener modelos vasculares de mayor tamaño y tal vez de mayor comparabilidad con el 

humano, los cerdos y conejos de granjas tecnificadas, si bien, en estos lugares las variables 

ambientales no son controladas en su totalidad, son modelos que podrían ser más 

comparables con el humano. Además, la influencia del medio ambiente en el desarrollo de 

estos modelos podría aportar información valiosa sobre el comportamiento cardiovascular.  

Por lo anterior establecimos como objetivo secundario determinar el grado de 

comparabilidad en la VR y en expresión de receptores en arterias de circulación mesentérica 

entre el humano, el cerdo, el conejo y la rata.  
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Artículo correspondiente al capítulo cuatro 

  

Comparability of vascular reactivity and expression of receptors of mesenteric  

circulation among human, pig, rabbit and rat  

  

Nelson Ivan Cupitra 1; Jimmy P. León-Rodríguez 2; Juan C. Calderón 1; Raul Narvaez-

Sanchez1 

 1 Physiology and Biochemistry Research Group-PHYSIS, Faculty of Medicine, University of Antioquia, 
Medellin, Colombia.   
2 Trauma and surgery Research Group, Department of Surgery, School of Medicine, Universidad de 

Antioquia, Medellín, Colombia.  

 

 Graphical Abstract:   
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 Abstract:   

Los modelos ex vivo son indispensables porque permiten caracterizar los mecanismos 

fisiopatológicos de enfermedades cardiovasculares, pero es esperable que en especies 

filogenéticamente distintas se encuentren diferencias entre los modelos y el humano que 

pueden condicionar la respuesta de mecanismos fisiopatológicos o del tratamiento 

farmacológico. Nosotros caracterizamos la comparabilidad en reactividad vascular en baño 

de órganos a KCl, U46619, phenylephrine, carbacol, bradikinina e isoproterenol en arterias 

mesentéricas de cerdos, conejos y ratas frente al humano. Se obtuvieron curvas 

concentración-respuesta a los agonistas se estimaron Emax y pD2. Además, se hizo la 

cuantificación de receptores α1, β2 y TP en la pared vascular por microscopía de 

fluorescencia. En contracción, los conejos tuvieron mayor Emax a KCl y PE, pero menor 

eficacia a U46619; las ratas mostraron mayor Emax a PE. En relajación, conejos y ratas 

tuvieron más dilatación a carbacol e isoproterenol. Conejos y ratas presentan mayor 

expresión de los receptores α1 y β2 en la túnica media. Los cerdos no presentaron 

diferencias vasculares frente a los humanos. La respuesta vascular en arterias de la 

mesentérica en cerdo, conejo y rata no son completamente comparables al humano, pero el 

modelo vascular de mayor comparabilidad es el cerdo.   

   

Introducción  

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte a nivel mundial 

(OMS, 2020). Las ECV son patologías complejas multifactoriales, en las que están 

implicados factores genéticos y ambientales, pero a pesar de grandes esfuerzos mundiales 

para prevenirlas, su prevalencia sigue en aumento (Zaragoza, 2011). El desarrollo de 

modelos animales ECV ha proporcionado importantes conocimientos sobre la fisiopatología 

cardiovascular. Los modelos ex vivo son indispensables porque permiten caracterizar los 

mecanismos fisiopatológicos y obtener información directa de eventos específicos, con la 

posibilidad de controlar las variables mientras se aplican procedimientos precisos, que 

pueden ser invasivos y difíciles de usar en estudios clínicos (Chorro, 2009).  
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Es esperable que en especies filogenéticamente distintas se encuentren diferencias entre la 

enfermedad humana y la enfermedad inducida experimentalmente, donde las características 

de cada modelo pueden condicionar la respuesta de mecanismos fisiopatológicos o al 

tratamiento farmacológico (Chorro, 2009). Por esto, la extrapolación de los resultados a la 

fisiopatología humana debe realizarse con precaución, además, se justifica caracterizar 

comportamientos fisiológicos en las especies más utilizadas. A pesar de las diferencias 

biológicas, ratones y ratas son los modelos vasculares más utilizados en investigación, por 

encima de modelos como cerdos y conejos. Desde un punto de vista evolutivo es esperable 

que murinos y conejos tengan mayor homología con el humano, sin embargo, se desconoce 

el grado de similitud en la respuesta vascular entre estas especies y el humano lo que podría 

llegar a limitar la extrapolación de resultados.  

A su vez, la aorta es el lecho vascular más utilizado para medir las adaptaciones funcionales 

en VR asociadas a fenómenos fisiopatológicos y como modelo en la evaluación de 

sustancias con potencial farmacológico sobre aterosclerosis e hipertensión. No obstante, los 

fenómenos ateroscleróticos en aorta y sus grandes ramas son ampliamente conocidos, pero 

poco se sabe de estos fenómenos en vasos de menor calibre y más musculares. Además, 

al ser la aorta un vaso sanguíneo de conducción relativamente elástico, su rol en el control 

de la presión arterial es menor que el de vasos musculares –de resistencia-, eso hace 

preferible usar como modelo arterias con mayor proporción de músculo liso como las 

coronarias, las carótidas, arterias de circulación periférica y las mesentéricas, ya que irrigan 

amplias zonas, son altamente reguladas, y guardan relación con enfermedades prevalentes 

como el cáncer. La arteria mesentérica es una excelente opción, por accesibilidad y porque 

distribuye sangre hacia un área con mayor participación en el control del flujo sanguíneo. Sin 

embargo, aunque hay un acercamiento sobre este lecho vascular en cerdo, conejo y rata 

(Russell, 2006; Virmani, 2003), no hay trabajos que caractericen los modelos y por tanto su 

capacidad para extrapolar las respuestas en ese lecho vascular en humanos. Lo anterior 

justifica caracterizar el vaso sanguíneo con el fin de establecer la comparabilidad de dicha 

respuesta vascular arterias de la mesentérica entre el humano y los modelos vasculares 

cerdo, conejo y rata.  
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Proponemos caracterizar las diferencias en la VR de arterias de la circulación mesentérica 

de humanos, cerdos, conejos y ratas a contracción independiente de receptor con cloruro de 

potasio (KCl), contracción dependiente de receptor con fenilefrina (PE) y U-46619 (agonista 

de tromboxano A2 –TXA2), y relajación dependiente de receptor con carbacol (CCh), 

bradikinina (BK) e isoproterenol. Complementariamente se compara la expresión de 

receptores de estas vías de señalización en la pared vascular por inmunofluorescencia.  

  

Materiales y métodos  

Modelo animal y reactivos  

Los ensayos en humanos y animales fueron aprobados por el Comité de Bioética y el Comité 

de Experimentación Animal de la Universidad de Antioquia (Medellín, Colombia) de acuerdo 

con la declaración de Helsinki, ley 84 de 1989 y la resolución 8430 de 1993. Acta 14 del 27 

de agosto de 2015; Acta 122 del 5 de febrero de 2019; Acta 134 del 4 de agosto de 2020. 

Los segmentos arteriales fueron obtenidos de cuatro grupos experimentales: A. Ocho 

humanos de 46±9 años, tres mujeres y cinco hombres. Tres pacientes fueron 

colectomizados por diverticulitis, dos por obstrucción por bridas, dos por traumatismo y uno 

por donación de órganos en la Clínica León XIII. B. Diez cerdos machos PIC-410 (100±4 kg, 

4±0,5 meses) de Supercerdo Paisa S.A.S.. C. Diez conejos machos Nueva Zelanda (2,7±0,5 

kg, 4±0,5 meses) de la instalación de cunicultura del Servicio Nacional de Aprendizaje-La 

Salada. D. Diez ratas Wistar macho (350±40 g, 3,5±0,5 meses) del bioterio de la SIU-

Universidad de Antioquia. Todos de Antioquia, Colombia.  

Carbamoylcholine chloride (212385-M), phenylephrine hydrochloride (P6126), Bradykinin 

acetate salt -BK-(B3259) and Isoproterenol bitartrate (I2760) were from Sigma–Aldrich Co. 

(St. Louis, MO, EE.UU.). El U46619 (ab144540) de Abcam (Cambridge, EE. UU.). Las 

soluciones Stock se prepararon en agua destilada con ácido ascórbico 10 µM para evitar la 

oxidación. Todos los anticuerpos eran de Abcam (ver más abajo).  
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Disección  

Se obtuvieron segmentos arteriales de humanos en quirófanos y se almacenaron durante 

dos horas en solución de Krebs-Henseleit (HK), con la siguiente composición (mM): NaCl, 

118; KCl, 4,7; KH2PO4, 1,2; MgSO4, 1,2; NaHCO3, 25,0; glucosa, 11,1; CaCl2, 2,5; pH 7 a 

4 °C. Los segmentos arteriales de cerdo se obtuvieron de animales sacrificados en una 

granja tecnificada y se almacenaron durante dos horas en HK. El tejido de conejos y ratas 

se obtuvo de animales sacrificados en el laboratorio con tiopental sódico intraperitoneal (60 

mg/kg) y posterior dislocación cervical. Las ramas mesentéricas se disecaron rápidamente 

y se conservaron HK. Los segmentos arteriales tenían 0.5-1 mm de diámetro interno en 

humanos y cerdos o 0.3-0.5 en conejos y ratas. Se eliminó el exceso de tejido periférico y se 

cortaron en 10 anillos de 3-5 mm de longitud. Se utilizaron cuatro anillos para experimentos 

de relajación y contracción. Se conservaron cuatro anillos durante 24 horas en solución HK 

previamente burbujeada con gas carbonatado (95% O2-5% CO2) a 4 °C y se usaron solo 

para estudios de contracción. Otros estudios han demostrado que no existen diferencias en 

la reactividad vascular a las 24 horas de conservación en solución de Krebs a 4 °C 

(Buchinger-Kähler, 2016; Cupitra, 2020A). Los dos anillos restantes se embebieron en 

Shandon Cryomatrix (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) y se congelaron en nitrógeno líquido 

para inmunohistoquímica.  

Reactividad vascular  

Los anillos fueron montados en un baño de órganos LE13206 PANLAB (Barcelona, España) 

de 10 ml con HK a 37 °C y burbujeo con carbogeno, como se describió previamente (Cupitra, 

2020B). La respuesta contráctil se digitalizó con Powerlab PL-3504 (Sydney, Australia) y se 

analizó en el módulo de respuesta a dosis del software LabChart 8. Cada preparación se 

estabilizó a 2 g de tensión en reposo durante 90 minutos antes de iniciar los estímulos 

agonistas; durante este período, la solución de HK se reemplazó cada 20 minutos. Después 

de la estabilización, el anillo arterial se estimuló dos veces con KCl 40 mM, registrando la 

respuesta durante 10 minutos y se lavó por 20 minutos entre cada estímulo. Luego, se aplicó 

al baño U46619 300 nM en humanos y cerdos o PE 30 µM en conejos y ratas, seguido de 
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BK 10 µM para humanos y cerdos o CCh 10 µM para conejos y ratas para confirmar la 

presencia del endotelio; esto se realizó para todos los anillos arteriales. Luego, se aplicó una 

dosis única de KCl 40 mM; dosis acumulativa de KCl 5 a 60 mM; dosis acumulativa de 

U46619 0,1 nM a 1 µM, y dosis acumulativa de PE 10 nM a 100 µM. Los estudios de 

relajación se realizaron con anillos precontraídos con U46619 300 nM (humanos y cerdos) o 

PE 10 µM (conejos y ratas), usando CCh 1 nM a 10 µM; isoproterenol 1 nM a 10 µM y BK 1 

nM a 10 µM. La VR a CCh e isoproterenol se midió sólo en relajación y se suspendió al inicio 

de la contracción porque la precontracción podría haber afectado está VR contráctil.  

Inmunofluorescencia  

Las arterias congeladas se cortaron en secciones de 10 µm de espesor y se fijaron en 

acetona, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y se bloquearon con albúmina de 

suero bovino al 5% en solución salina tamponada con fosfato. Se incubaron diferentes 

secciones con los siguientes anticuerpos primarios a 4 °C durante la noche (diluidos 1:1000 

(humanos, cerdos y ratas) o 1:1500 (conejos) en solución de bloqueo): receptor adrenérgico 

anti-α1 (3462, Abcam), receptor anti-β2 adrenérgico (AB61778, Abcam), receptor anti-

tromboxano A2 (TP) (233288, Abcam). Después del lavado, los anillos se incubaron con 

anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (verde, 1:800 en solución 

de bloqueo; AB150077, Abcam) a temperatura ambiente durante 2 horas. Como control, una 

sección de cada grupo experimental no se incubó con un anticuerpo primario, solo se incubó 

con un anticuerpo secundario. Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio 

invertido de fluorescencia (Axio Observer A1, Carl Zeiss), una lámpara de mercurio 

(HXP120, Carl Zeiss) y un filtro (488009-9901, Carl Zeiss; ventana de emisión >515 nm). La 

evaluación de las imágenes se realizó con un objetivo de 20X. Se utilizó ImageJ v1.52a para 

procesar las imágenes utilizando la herramienta Split channels en imágenes RGB, se 

normalizó la fluorescencia contra el background del control sin primario, cuantificando la 

intensidad promedio del verde en 3 regiones de interés de la íntima, media y adventicia para 

cada imagen respecto a NT.  
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Análisis estadístico  

El número de experimentos se muestra cómo (#animales, #anillos). En el procesamiento de 

resultados se utilizaron datos completos, las variables son continuas. Los resultados se 

presentan como curvas de concentración-respuesta y gráficos de puntos con media±SEM. 

Los supuestos de normalidad se confirmaron con las pruebas de D'Agostino-Pearson y 

Shapiro-Wilk. Las curvas de concentración-respuesta se ajustaron con una regresión no 

lineal utilizando un modelo sigmoidal de cuatro parámetros (4PL) con fórmula 

Y=Bottom+(Top-Bottom)/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope)), donde Top muestra la Emax y el 

Log10 negativo de la concentración molar que produce el 50% de la respuesta máxima 

refleja la sensibilidad (pD2). Se analizaron pD2, Emax y la cuantificación de la expresión del 

receptor en la íntima, media y adventicia con un ANOVA de una vía seguido de la prueba 

post hoc de Dunnett. Las curvas de concentración-respuesta se analizaron con un ANOVA 

de dos vías seguido de la prueba post-hoc de Dunnett que compara modelo/concentración. 

Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas a p<0,05. Se utilizó el 

paquete estadístico GraphPad Prism 7 v7.0.  

Resultados  

Contracción  

En la Tabla 1 se muestra una descripción general de todos los resultados. Tras la 

estimulación con KCl, la VR no mostró diferencias en pD2 entre los grupos (p =0,29), 

mientras que los conejos mostraron un 40% más Emax que los humanos (p = 0,0002; Tabla 

1; figura 1A). El pD2 a U46619 no difirió entre grupos (p = 0.055). El estímulo con U46619 

mostró una Emax más baja en conejos en comparación con los humanos (p = 0,02; Tabla 1; 

Fig. 1B). La VR con PE de los grupos tampoco difirió en sensibilidad, pero mostró más Emax 

en conejos y ratas en comparación con los humanos (p = 0,02; Tabla 1; Fig. 1C).  
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Relajación  

En la relajación dependiente del endotelio inducida por CCh, no se encontraron diferencias 

en la sensibilidad (p =0,057; Tabla 1) pero mostró más dilatación en conejos y ratas en 

comparación con los humanos (p=0,0001; Tabla 1; Fig. 2A). La relajación a BK no presentó 

diferencias en pD2 y Emax entre los grupos (p>0.05; Tabla 1; Fig. 2B). Al isoproterenol, la 

sensibilidad fue menor en los cerdos en comparación con los humanos (p=0,005; Tabla 1). 

La dilatación a isoproterenol en conejos y ratas fue mayor que en humanos (p=0,0001; Fig.  

2C).  

Inmunofluorescencia  

La expresión de receptores cuantificada por fluorescencia en cerdos, conejos y ratas se 

normalizó con la expresión en humanos (Fig. 3A). En la expresión del receptor TP no se 

encontraron diferencias (Tabla 2; Fig. 2B). En túnica media, la expresión del receptor α1 fue 

1,5 y 1,38 veces mayor en conejos y ratas en comparación con los humanos (p<0,0014; 

Tabla 2; Fig.2C), y el receptor β2 fue 1,5 veces mayor en conejos y ratas en comparación 

con los humanos (p <0,009; Tabla 2; Fig. 3D). En la íntima y la adventicia no se encontraron 

diferencias en la expresión de los receptores (Tabla 2; Fig. 3C-D).  

Discusión   

Este es el primer trabajo que hace una comparación de la RV y la expresión de receptores 

en los vasos mesentéricos de humano, cerdo, conejo y rata. Nuestros principales hallazgos 

fueron: i) El conejo es más reactivo a KCl y menos sensible a U46619 que los humanos, 

cerdos y ratas, ii) el conejo y la rata presentan mayor respuesta adrenérgica en contracción 

a PE y relajación a isoproterenol, asociado a un aumento de la expresión del receptor α1 y 

β2, respectivamente, iii) el conejo y la rata aumentaron los mecanismos de relajación 

colinérgica al separarse evolutivamente de los humanos y cerdos. Se encontraron 

diferencias interesantes entre los modelos vasculares, pero por el enfoque de este trabajo la 

discusión se centrará en las diferencias frente al humano.  



  

  

  

    

54  

La contracción independiente del receptor es mayor en modelos de conejos que en 

humanos, cerdos o ratas  

La RV a KCl no mostró diferencias en sensibilidad, pero sí en respuesta máxima, donde el 

conejo tuvo mayor respuesta contráctil frente al humano. En conejo, la sensibilidad a KCl 

que describimos en conejo es similar a la encontrada por (Asano, 1983) y (Field, 1985) 

quienes evaluaron el efecto potenciador de agentes sulfidrilo y el efecto del estrés por alta 

presión y el calcio extracelular sobre la VR, respectivamente, mostrando en sus hallazgos 

una sensibilidad a KCl comparable (pD2: 1.8 y 1.52) con nuestros resultados. Por otro lado, 

no es posible comparar nuestros valores en Emax con los de (Asano, 1983) debido a que 

normalizaron la VR tomando la Emax a KCl como el 100%, sin embargo, es probable que 

las diferencias en Emax se deban al condicionamiento fisiológico por estrés, inducido en los 

conejos durante el transporte desde la zona de cría hasta el bioterio. La VR a KCl en cerdo 

y rata parece ser comparable con el humano. En cerdo no hemos encontrado trabajos para 

comparar, sin embargo, se han encontrado trabajos donde utilizan la VR a KCl como 

normalizador de contracción o evaluando su efecto a dosis única (McAllister, 1985; 

González-Luis, 2019). Lo anterior sugiere que la maquinaria contráctil posee mecanismos 

preservados a lo largo del desarrollo de estas especies, siendo esta VR susceptible de 

alterarse por la influencia del ambiente.  

   

La vía de los prostanoides es menos sensible en conejos que en humanos, cerdos o ratas  

Las diferencias estadísticas en la VR a U46619, mostraron que la vía de contracción por 

TXA2 en humano es más comparable con cerdo y rata que con conejo, y que este último 

sería un modelo pobre para trabajar TXA2, al menos en el territorio mesentérico. También, 

se observó una tendencia hacia menor expresión del receptor TP en conejo y rata, 

explicando parcialmente las diferencias en sensibilidad al estímulo, particularmente en 

conejo donde se indica una menor participación de los receptores de tromboxano-

prostanoides. Sin embargo, se ha reportado en otras investigaciones que el uso de U46619 

tienen un rol como potenciador en la contracción inducida por serotonina (Trachte, 1989; 

Choppin, 1995), sugiriendo que TXA2 participa en el control vascular en arteria mesentérica 
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de conejo de forma pasiva. Complementariamente, las diferencias en sensibilidad entre 

humano y cerdo podrían deberse a la condición fisiopatológica de las arterias humanas, esto 

teniendo en cuenta que la VR a U46619 de nuestro único donante de órganos de 32 años 

de edad, no presentó diferencias estadísticas con el modelo porcino (pD2= 6.4±0.02; Emax: 

141.4±9.5; datos no mostrados) y que se ha descrito que la VR a TXA2 es susceptible a 

disminuir en ambientes inflamatorios (Ricciotti, 2011) y por el envejecimiento (Cupitra, 2020). 

No hemos encontrado bibliografía que establezca claramente la razón de estas diferencias, 

más allá de que el comportamiento vascular quizá ha sido influenciado por la evolución y la 

dieta particular de las especies.  

   

La rata y el conejo son más reactivos a los agonistas α-adrenérgicos que los humanos y 

los cerdos  

La respuesta a PE sugiere fuertemente que conejos y ratas modulan el territorio mesentérico 

 principalmente por vía adrenérgica más que el humano. Complementariamente, se encontró 

una mayor expresión del receptor α1 conejo y rata en el músculo liso vascular, lo que 

explicaría la mayor Emax en ambos modelos. La mayor afinidad a la contracción adrenérgica 

en lo modelos más pequeños podría guardar relación con su evolución y su adaptación al 

entorno, dado que en condiciones silvestres conejos y ratones son susceptibles a muchos 

depredadores, siendo esperable un condicionamiento a favor de su biología que favorezca 

reacciones de defensa o huida. El hecho que este mismo fenómeno no se evidencie en 

cerdos también sugiere que esta ganancia de reactividad en conejos y ratas es más reciente 

que su separación con el cerdo (80 millones de años), y que se presentó luego de su 

separación evolutiva con los humanos (60 millones de años; Upham, 2019). Además, otro 

factor que pudo influir en la preservación de la VR en cerdos fue el proceso de domesticación 

inducido por el hombre, donde se eliminaron de base los depredadores y se redujo 

considerablemente el estrés ambiental. Destacamos que, aunque no son concluyentes por 

ser un solo individuo, nuestros resultados de VR en humanos no presentan diferencias con 

el paciente donante y son comparables con los de (Medina, 1997), que reportó en pacientes 

con cáncer gástrico una pD2 de 5.5±0.1 y una Emax 110±5 % de KCl 100 mM. Esto sugiere 
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que el control vascular α1 adrenérgico preserva su función independiente de la influencia 

inflamatoria o cancerosa.  

 

Los humanos reducen la vasodilatación colinérgica dependiente del endotelio en 

comparación con conejos y ratas  

En los resultados de relajación, la RV a CCh mostró diferencias entre conejo y rata con 

relación al humano y el cerdo, siendo evidente la ganancia de dilatación a CCh conejos y 

ratas luego de su separación con los humanos. Al ser conejo y rata los modelos más 

recurrentes en investigación vascular hay suficientes trabajos que describen y concuerdan 

con la relajación a CCh mencionada previamente (Chiba, 1990; Wu, 1997; Fujimoto, 2001;  

Angulo, 2019; Harry, 2019). No hemos encontrado bibliografía sobre la VR a CCh en 

circulación mesentérica de cerdo, sin embargo, es evidente que el comportamiento vascular 

de este modelo es diferente al de conejos y ratas y comparable con la VR en humanos. 

Nuestros resultados en humanos coinciden con lo mostrado por (Hall, 2006) y (Tottrup, 2004) 

quienes reportan ausencia de relajación a CCh en mesentéricas humanas, soportando la 

idea de que la débil relajación a CCh en cerdos y humanos es un mecanismo preservado a 

lo largo de su evolución.  

   

La vasodilatación dependiente del endotelio a bradikinina es la vía de control vascular 

mejor conservada entre los modelos  

En la VR a BK no se evidenciaron diferencias estadísticas entre el humano y los demás 

modelos animales. Estos resultados son similares a los reportados por (Liu, 2006) en ratas 

Sprague-Dawley (pD2: ±7.4; Emax: ±90%) y (Churchill, 1986) en conejos Nueva Zelanda 

(pD2: ±7.2; Emax: ±90%). En cerdos Yorkshire se reportó una VR con mayor sensibilidad, 

pero con la misma eficacia (Ohgushi, 1993), esta diferencia en sensibilidad probablemente 

esté dada por la raza del animal o su alimentación. No obstante, nuestros resultados indican 

que la VR a BK es un mecanismo preservado y comparable entre estas especies. 

Complementariamente, (Törnebrandt, 1987; Chadha, 2010), en arterias mesentéricas de 

pacientes, reportaron menor sensibilidad y la misma eficacia a BK (pD2: >8; Emax: >80%). 
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Estas diferencias en sensibilidad podrían deberse a la condición fisiopatológica de los 

pacientes utilizados, en el grupo evaluado por (Törnebrandt, 1987), las arterias fueron de 

pacientes con cáncer gástrico e intestinal y en (Chadha, 2010), el 70% de los pacientes 

fueron tratados para CAc, Esto indicaría que los tumores indujeron mayor sensibilidad a BK, 

probablemente mejorando con ello la irrigación hacia el tumor. Se debe destacar que, a pesar 

de tener el mismo mecanismo de relajación, la VR a BK es contrastante con la VR a CCh, 

donde no se encontró mayor similitud entre la VR en humanos y cerdos comparados con 

conejos y ratas, esto sugiere que esta ganancia en relajación compensa desde la respuesta 

colinérgica la ganancia en contracción mostrada en conejos y ratas.   

La señalización β-adrenérgica es menor en humanos y cerdos que en conejos y ratas  

En humanos y cerdos hay menor VR a isoproterenol (Emax y pD2) comparadas con conejos 

y ratas. La mayor VR en conejos y ratas se podría explicar por la mayor expresión del 

receptor β2 en la túnica media. Esta mayor VR en el modelo murino concuerda con lo 

reportado por (Briones, 2005), quien presentó una VR con mayor sensibilidad y similar 

eficacia a isoproterenol (pD2: 7.7±0.1; Emax: 97.2±0.7%), y estableció que la relajación β 

adrenérgica en mesentérica de rata, está dada principalmente por los receptores presentes 

en el músculo liso. A su vez, varios trabajos han reportado VR a isoproterenol en circulación 

mesentérica de conejo, con eficacias comparables a las encontradas en nuestro trabajo (60-

80% de relajación) (Brodde, 1981; Itoh, 1985; Wilson 1993). Lo anterior, asociado con los 

resultados de PE permite establecer que el control del tono vascular en circulación 

mesentérica de conejo y rata es principalmente adrenérgico y no es comparable con el 

humano. Por otro lado, en cerdos anestesiados, (Molinari, 1999) reportó que isoproterenol 

induce vasodilatación en el lecho mesentérico. No obstante, al ser realizado en un modelo 

in vivo, sus resultados no son necesariamente comparables con los nuestros. 

Complementariamente, las diferencias entre humanos y cerdos podrían deberse a una 

disminución en función del receptor β2 producto del envejecimiento en los pacientes, esto 

debido a que reportamos en aorta de conejo que durante el envejecimiento hay una 

reducción de la VR a isoproterenol asociado con aumento en la expresión del receptor β2 

como mecanismo compensatorio (Cupitra, 2020). Esto implicaría que se están subestimando 
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los niveles de expresión en cerdo, conejo y rata al compararse con pacientes relativamente 

más viejos.  

Con lo anterior es posible determinar que las diferencias biológicas a nivel vascular están 

fuertemente definidas entre conejos y ratas frente a los humanos y cerdos. Estableciendo a 

su vez que la VR en cerdo, conejo y rata no es completamente comparable con el humano 

en contracción o relajación vascular, aunque el modelo más comparable es el cerdo. 

Complementariamente, nuestros resultados en cerdos y conejos, y otras experiencias como 

las de Sakai, 2003; Herrera, 2008; Llanos, 2012 que utilizaron en ovejas y llamas como 

modelos vasculares, demuestran que los animales de granjas tecnificadas pueden ser 

modelos vasculares reproducibles, comparables y económicos en el estudio de la fisiología 

vascular humana.  

Limitaciones  

En el presente trabajo la edad de estos animales no es exactamente comparable con las 

arterias humanas, sin embargo, en los trabajos de (Ohgushi, 1993), (Greenberg, 2017) y 

(Morita, 2014) se utilizaron cerdos (4–6 meses), conejos (4–5 meses) y ratas (2-3 meses) 

como modelos vasculares, con edad comparable con la utilizada en esta investigación. El 

conejo es el único modelo usado en este estudio que fue sacrificado en las instalaciones de 

la universidad, aunque fueron mantenidos en bioterio por 5 días para que se acostumbraron 

al ambiente, no podemos asegurar que el estrés generado por el transporte e instalación en 

el bioterio no haya inducido cambios en la VR o expresión de receptores. Debido a la 

emergencia sanitaria por COVID-19 fue restringido el acceso arterias humanas lo que no 

nos permite realizar nuevos experimentos para aumentar la potencia estadística en 

humanos.  

Conclusión  

Los modelos vasculares cerdo, conejos y rata no son completamente comparables al 

humano, sin embargo, los cerdos presentan la mayor comparabilidad dado que no 

presentaron diferencias vasculares frente a los humanos. Además, las marcadas diferencias 

entre el grupo de humanos y cerdos frente a conejos y ratas, sugiere que estas diferencias 
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vasculares se deben a una ganancia de función adrenérgica y colinérgica en los conejos y 

las ratas luego de separarse evolutivamente de los humanos hace 60 millones de años.  
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Tablas.  

Tabla 1. Respuesta vascular en arteria mesentérica de humanos, cerdos, conejos y ratas a  

la estimulación con KCl, FE, U46619, CCH, BK e isoproterenol. 

  

M: Concentración molar. a% de relajación en relación con la precontracción con U46619 en humanos y cerdos o 

PE en conejos y ratas. Resultados en media±SEM. δ indica una efectividad menor (Emax) para KCl o menor para 

U46619 en conejos en comparación con humanos; γ indica mayor Emax a PE, CCh o isoproterenol en conejos y 

ratas, en comparación con humanos; λ menor sensibilidad al isoproterenol en arterias de cerdo en comparación 

con humanos. Oneway ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett, nivel de significancia P <0,05.  

Tabla 2. Cuantificación de la expresión de receptores TP, α1 y β2 en arteria mesentérica  

de humanos, cerdos, conejos y ratas.  

  

La expresión de los receptores se normalizó con respecto a los humanos. Los valores humanos se promediaron 

y normalizaron en base a este promedio. Resultados en media±SEM. γ indica mayor expresión en arterias de 

conejo y rata en comparación con los humanos. Oneway-ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett, nivel de 

significancia P <0,05.  
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Figura 1. Curvas de concentración-respuesta a KCl (A), U46619 (B) y PE (C). Humano (●, 5 

pacientes, 10 anillos), cerdo (□, 5,10), conejo (■, 5,10) y rata (▲, 5,10). δ indica mayor Emax 

a KCl o pD2 y Emax más bajos a U46619 en conejos, en comparación con los humanos. λ 

indica una menor sensibilidad al U46619 en cerdos en comparación con los humanos. γ 

indica mayor Emax a PE en conejos y ratas en comparación con los humanos.  

Oneway-ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett, nivel de significancia P <0,05.  

  

  

Figura 2. Curvas de concentración-respuesta a CCh (A), BK (B) e isoproterenol (C). Humano 

(●, 5 pacientes, 10 anillos), cerdo (□, 5,10), conejo (■, 5,10) y rata (▲, 5,10). γ indica mayor 

sensibilidad y eficacia a CCh o mayor pD2 a isoproterenol en conejos y ratas en comparación 

con los humanos. λ indica menor sensibilidad a CCh o menor efectividad a BK o pD2 y mayor 

Emax a isoproterenol en cerdos en comparación con humanos. ξ indica mayor eficacia del 

isoproterenol en ratas, en comparación con los humanos. Oneway ANOVA seguido del post-

hoc de Dunnett, nivel de significancia P <0,05.  
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Figura 3. Cuantificación de la expresión proteica de los receptores tromboxano A2 (TP), α1 

y β2 en arteria mesentérica de humanos ( ), cerdos ( ), conejos ( ) y ratas ( ). A, imágenes 

representativas de inmunofluorescencia para identificar receptores TP, α1 y β2. B, C y D, 

cuantificación de la fluorescencia de los receptores TP, α1 y β2, respectivamente, en las 

túnicas de la pared mesentérica. El número de experimentos es cinco en todos los casos. 

(A) La longitud de las barras de calibración del blanco es equivalente a 100 μm. Oneway-

ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett, * indica p<0,05. ** indica p<0,01. La expresión se 

normalizó con los humanos.  
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Introducción  

El cáncer (CA) es una forma de crecimiento anormal de las células que genera múltiples 

complicaciones en los sistemas biológicos. Según la Organización Mundial de la Salud, es 

la segunda causa de muerte en el planeta. Uno de los CA más comunes en la población es 

el cáncer de colon (CAc), ocupando el cuarto lugar en incidencia (19.7 por cada 100.000 

hab.) y tercero en mortalidad (8.9 por cada 100.000 hab.) a nivel mundial, y el tercero de 

mayor incidencia en Colombia (15.8 por cada 100.000 hab.; WHO, 2020). Como tratamiento 

para el CAc se utiliza cirugía, que remueve el tumor, radioterapia, que emplea radiaciones 

ionizantes, y/o quimioterapia, que utiliza fármacos para atacar las células cancerosas, sin 

embargo, por la complejidad celular en los tumores sólidos en estadios intermedios y 

avanzados del CAc u otros cánceres, es frecuente que estos tratamientos sean poco 

eficaces llevando a una recaída de la enfermedad o la muerte (Wagland, 2016).  

Al identificar las diferencias funcionales de los vasos en cáncer una posible estrategia 

farmacológica podría enfocarse en promover vasoconstricción en el tumor, reduciendo el 

suministro de nutrientes y el crecimiento tumoral; o estimulando vasodilatación para 

aumentar el flujo sanguíneo, coadyuvando en quimioterapia para que los fármacos mejoren 

su perfusión en células cancerosas y mejore la respuesta al tratamiento (Sonveaux, 2008). 
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Una alternativa para caracterizar el comportamiento vascular en cáncer es comparar la 

respuesta al estímulo de agonistas fisiológicamente endógenos que a su vez participen en 

el desarrollo tumoral. Algunos ejemplos de la función de estos agonistas sobre el cáncer se 

presentan a continuación: se han reportado sobre cultivos celulares, cambios en los niveles 

de expresión en la señalización beta-adrenérgica asociados con crecimiento y metástasis, 

en cáncer de cerebro, pulmón, riñón, mama ovario y próstata; modulando la función de 

miocitos, adipocitos, fibroblastos y pericitos en tumores (Cole, 2012). A su vez, se ha 

relacionado la señalización de tromboxano A2como intermediaria en migración y 

angiogénesis en cáncer colorrectal y de mama (Sakai, 2006) y endotelina-1 como inductor 

de proliferación, angiogénesis, osteogénesis y supervivencia tumoral en cáncer de ovario, 

pulmón, hígado, próstata entre otras (Rosanò, 2013). De igual manera otros agonistas de 

dilatación vascular como acetilcolina, bradikinina (BK), se han reportado como inductores de 

proliferación, inflamación, crecimiento, y migración tumoral (Maeda, 1996; Stewart, 2006). 

También se ha reportado que el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) además 

de ser potente inductor de proliferación, y angiogénesis en cáncer, es inductor de 

vasodilatación en circulación pulmonar (Olsson, 2006; Rapisarda 2012). Sin embargo, pese 

a que en estos trabajos se establece su participación en el desarrollo en cáncer de colon y 

otros tipos de cáncer, en ninguno de ellos se evalúan los cambios en la VR de estos 

agonistas. Tomando como modelo cáncer de colon, por su alta incidencia y mortalidad en la 

población, y por la facilidad quirúrgica de obtener la vasculatura que irriga sus tumores. 

consideramos necesario determinar las adaptaciones vasculares en remodelación y 

reactividad vascular (VR) inducidas por estos tumores.  

El presente trabajo propone cuantificar la remodelación en histología, VR, expresión de 

receptores y determinar sus mecanismos en arterias de tumores de colon comparadas con 

arterias no tumorales en humanos. En VR se compara la contracción independiente de 

receptor con KCl; dependiente de receptor con fenilefrina (PE), ET-1, y U-46619 (análogo de 

tromboxano A2); y relajación dependiente de receptor con VEGF, isoproterenol, BK y 

Carbacol (CCh, análogo de acetilcolina).  

Materiales y métodos  
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Modelo animal y reactivos  

Los ensayos en humanos fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Antioquia (Medellín, Colombia) de acuerdo con la declaración 

de Helsinki, y la resolución 8430 de 1993 "Normas científicas, técnicas y administrativas para 

la investigación en salud". Los segmentos arteriales fueron obtenidos en la Clínica León XIII: 

A. trece pacientes no tumorales de 46±9 años, seis mujeres y siete hombres. Cuatro 

pacientes fueron colectomizados por diverticulitis, cinco por obstrucción por bridas, tres por 

traumatismo y uno por donación de órganos. B. Veinticinco pacientes con diagnóstico de 

adenocarcinoma de CAc, 15 mujeres y 10 hombres. Las muestras fueron colectadas de 10 

de marzo de 2017 al 19 de septiembre de 2020.  

Disección  

Se obtuvieron segmentos arteriales humanos de pacientes en quirófanos y se almacenaron 

durante dos horas en solución de Krebs-Henseleit (HK), con la siguiente composición  

(mM): NaCl, 118; KCl, 4,7; KH2PO4, 1,2; MgSO4, 1,2; NaHCO3, 25,0; glucosa, 11,1; CaCl2, 

2,5; pH 7 a 4 °C. Las ramas mesentéricas se disecaron de 0.5-1 mm de diámetro interno. Se 

disecaron rápidamente y se conservó la solución de HK. Se eliminó el exceso de tejido 

periférico y se cortó en 10 anillos de 3-5 mm de longitud. Se utilizaron cuatro anillos para 

experimentos de relajación y contracción. Se conservaron cuatro anillos durante 24 horas en 

solución HK previamente burbujeada con gas carbonatado (95% O2-5% CO2) a 4 °C y se 

usaron solo para estudios de contracción. Nuestro grupo demostró que no hay diferencias 

en la reactividad vascular a fenilefrina y carbacol a las 24 horas de conservación en solución 

en Krebs a 4 °C (Cupitra, 2020A). Los dos anillos restantes se incrustaron en Shandon 

Cryomatrix (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) y se congelaron en nitrógeno líquido para 

inmunohistoquímica. Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que en este tipo 

de ensayo no hay diferencia significativa con respecto a las muestras frescas (Cupitra, 

2020B).  
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Reactividad vascular  

Los anillos fueron montados en un baño de órganos LE13206 PANLAB (Barcelona, España) 

de 10 ml con HK a 37 °C y burbujeo con carbogen, como se describe en (Cupitra, 2020B). 

La respuesta contráctil se digitalizó con Powerlab PL-3504 (Sydney, Australia) y se analizó 

en el módulo de respuesta a dosis del software LabChart 8. Cada preparación se estabilizó 

a 2 g de tensión en reposo durante 90 minutos antes de iniciar los estímulos agonistas; 

durante este período, la solución de HK se reemplazó cada 20 minutos. Después de la 

estabilización, el anillo arterial se estimuló dos veces con KCl 40 mM, registrando la 

respuesta durante 10 minutos y se lavó por 20 minutos entre cada estímulo. Luego, se aplicó 

al baño U46619 300 nM en humanos y cerdos o PE 30 µM en conejos y ratas, seguido de 

BK 10 µM para humanos y cerdos o CCh 10 µM para conejos y ratas para confirmar la 

presencia del endotelio; esto se realizó para todos los anillos arteriales. Luego, se aplicó una 

dosis única de KCl 40 mM; dosis acumulativa de KCl 5 a 60 mM; dosis acumulativa de 

U46619 0,1 nM a 1 µM, y dosis acumulativa de PE 10 nM a 100 µM. Los estudios de 

relajación se realizaron con anillos precontraídos de U46619 300 nM (humanos y cerdos) o 

PE 10 µM (conejos y ratas), usando CCh 1 nM a 10 µM; isoproterenol 1 nM a 10 µM y BK 1 

nM a 10 µM. La VR a CCh e isoproterenol se midió sólo en relajación y se suspendió al inicio 

de la contracción porque la precontracción podría haber afectado está VR contráctil.  

Histología e Inmunofluorescencia  

Las arterias congeladas se cortaron en secciones de 10 µm de espesor y se separaron en 

dos grupos. Los cortes del primer grupo fueron fijados con Carnoy y el análisis histológico 

se realizó por el método de hematoxilina & eosina. Las arterias del segundo grupo se fijaron 

en acetona, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% y se bloquearon con albúmina de 

suero bovino al 5% en solución salina tamponada con fosfato. Se incubaron diferentes 

secciones con los siguientes anticuerpos primarios a 4 °C durante la noche (todos diluidos 

1:1000 (humanos, cerdos y ratas) o 1:1500 (conejos) en solución de bloqueo): receptor 

adrenérgico anti-α1 (3462, Abcam), receptor anti-β2 adrenérgico (AB61778, Abcam), 

receptor anti-tromboxano A2 (TP)(233288, Abcam); NF-kB (16502, Abcam); PTEN (32199, 
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Abcam); GSK3 (15314, Abcam); ETA (85163, Abca ); ETB (129102, Abcam); VEGFR1 

(2893, Cell signaling), VEGFR2 (2472, Cell signaling). Después del lavado, los anillos se 

incubaron con anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (verde, 

1:800 en solución de bloqueo; AB150077, Abcam) a temperatura ambiente durante 2 horas. 

Como control, una sección de cada grupo experimental no se incubó con un anticuerpo 

primario, solo se incubó con un anticuerpo secundario. Las imágenes se obtuvieron 

utilizando un microscopio invertido de fluorescencia (Axio Observer A1, Carl Zeiss), una 

lámpara de mercurio (HXP120, Carl Zeiss), un filtro de emisión de fluorescencia en rojo (64 

HE MPLUM, Carl Zeiss; ventana de emisión 647/70 nm) y un filtro de emisión de 

fluorescencia en verde (488009-9901, Carl Zeiss; ventana de emisión >515 nm). La 

evaluación de las imágenes se realizó con un objetivo de 20X. Se utilizó ImageJ v1.52a para 

procesar las imágenes utilizando la herramienta Split channels en imágenes RGB, 

cuantificando la intensidad promedio del rojo o verde en 3 regiones de interés de la íntima, 

media y adventicia para cada imagen.  

Análisis estadístico  

El número de experimentos se muestra cómo (#pacientes, #anillos). En el procesamiento de 

resultados se utilizaron datos completos, las variables son continuas. Los resultados se 

presentan como curvas de concentración-respuesta y gráficos de puntos con media±SEM. 

Los supuestos de normalidad se confirmaron con las pruebas de D'Agostino-Pearson y 

Shapiro-Wilk. Las curvas de concentración-respuesta se ajustaron con una regresión no 

lineal utilizando un modelo sigmoidal de cuatro parámetros (4PL) con fórmula 

Y=Bottom+(Top-Bottom)/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope)), donde Top muestra la Emax y el 

Log10 negativo de la concentración molar que produce el 50% de la respuesta máxima 

refleja la sensibilidad (pD2). Se analizaron pD2, Emax y la cuantificación de la expresión del 

receptor en la íntima, media y adventicia con un ANOVA de una vía seguido de la prueba 

post hoc de Dunnett. Las curvas de concentración-respuesta se analizaron con un ANOVA 

de dos vías seguido de la prueba post-hoc de Dunnett que compara modelo/concentración. 



  

  

  

    

72  

Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas a p<0,05. Se utilizó el 

paquete estadístico GraphPad Prism 7 v7.0.  

Resultados  

Antropometría  

Los pacientes con cáncer (CA) tenían una edad promedio de 67±3.1 años, fueron 

diagnosticados con adenocarcinoma predominante en colon derecho, cuya patología arrojó 

pT3N0, pT3N1 y pT4N0 en el 80% de los casos (Tabla 1). En nueve de estos pacientes 

había concomitante hipertensión arterial, en seis había tabaquismo por más de 10 años y en 

dos había hipercolesterolemia. Los pacientes sin patología tumoral (NT) tenían edad de 49±5 

años. Uno solo presentó hipertensión arterial y uno manifestó tabaquismo por más de 10 

años. Solo uno de los pacientes fue donante de órganos por muerte cerebral.  

Histología  

A nivel morfológico se evidenció hiperplasia en las túnicas media (NT, 121.6±5.1 µm; ET,  

162.5±6.3 µm; TU, 176.6±7.7 µm; p=0.0001; fig. 1A-B) y en la íntima (NT, 18.5±3.6 µm;  

ET, 66.8±12.7 µm ; TU, 101.2±15.3 µm; p=0.002; fig. 1A-C).  

Reactividad vascular  

Contracción  

Se encontraron diferencias significativas en sensibilidad a KCl (pD2: NT, 1.6±0.04; ET, 

1.8±0.02; TU, 1.8±0.03, p=0.02; Tabla 2; fig. 2A). No se encontraron diferencias en la VR a 

ET-1 (p>0.05; Tabla 2; fig. 2B). Al estímulo con PE aumentó la pD2 (pD2: NT, 5.7±0.008; 

ET, 6.2±0.09; TU, 6.1±0.13, p=0.004) y Emax (Emax: NT, 91±12%KCl; ET, 137±6.5% y TU, 

117±18%; p=0.04; Tabla 2; fig. 2C) en ET y TU. A U46619 se presentó un aumento de 



  

  

  

    

73  

sensibilidad (pD2: NT, 7.08±0.1; ET, 7.3±0.09; TU, 7.2±0.1, p=0.06; Tabla 2; fig. 2D) en ET 

y TU.  

Relajación  

Se evidenció un aumento en sensibilidad a CCh (Emax: NT, 1.3±8%; ET, 49.6±14% y TU, 

41.5±13% de relajación; p=0.009; Tabla 2; fig. 3A) en ET y TU. Al estímulo con BK disminuyó 

la pD2 (pD2: NT, 6.2±0.16; ET, 6.01±0.2; TU, 6.05±0.12, p=0.02) y Emax (Emax: NT, 

91±20%l; ET, 53.4±5.6% y TU, 44.08±1% de relajación; p=0.03; Tabla 2; fig. 3B) en ET y 

TU. Al estímulo con isoproterenol aumentó la sensibilidad (pD2: NT, 6.5±0.17; ET, 8.3±0.3; 

TU, 7.7±0.18, p=0.001) y Emax (Emax: NT, 8.4±2%; ET, 28.2±5% y TU, 29.5±9.2% de 

relajación; p=0.005; Tabla 2; fig. 3C) en ET y TU. No se encontraron diferencias en la VR a 

VEGF (P>0.05; Tabla 2; fig. 3D).  

Inmunofluorescencia  

En la cuantificación de expresión se evidenció aumento en la íntima de los receptores α1, 

TP y VEGFR2 en ET, y TP, β2 y VEGFR1 en TU (fig. 4). En la túnica media aumentó la 

expresión de α1 y TP en ET y solo TP en TU. No se encontraron diferencias en la expresión 

de ETA y ETB, ni en adventicia para ningún receptor. A su vez, se evidencio un aumento de 

expresión de PTEN en la íntima y media de ET y TU (fig. 5 A,B). No se encontraron 

diferencias en la expresión de GSK3B (fig. 5 A,C). Se encontró aumento de expresión de 

NF-kB en la túnica media de ET y TU (fig. 5 A,D).  

Expresión génica  

En la cuantificación de ARNm se encontró sobreexpresión de ECE-1 en TU (fig. 6A). 

sobreexpresión de VEGF (fig. 6B) en arterias ET. C: Desregulación de la expresión del gen 

COX-2 (fig. 6C) en las arterias TU y ET.  

Discusión  

El tumor remodela los vasos sanguíneos que le irrigan, promoviendo engrosamiento de la pared 

vascular y reduciendo la relajación a BK y aumentando la VR a PE, TXA2, CCh, e isoproterenol.  
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En las variables antropométricas se hizo evidente que hay más casos de CAc en mujeres, 

en contraste con un mayor número de hombres en casos no tumorales, sin embargo, nuestra 

muestra no es representativa de la población por lo que es probable que este hallazgo esté 

condicionado por simple azar. Es interesante que en la clasificación de la patología un 80% 

de los casos corresponden a fases intermedias de la enfermedad, un grupo con baja 

variabilidad desde la parte clínica. La posible interferencia de la diferencia de la edad (18 

años en la) sobre la función vascular en los grupos de CA y NT fue descartado mediante un 

trabajo complementario (capítulo tres- Cupitra, 2020B) en el que comparamos la VR de aorta 

en conejos jóvenes adultos y viejos. Además, los dos grupos fueron en general comparables 

en el peso, la talla y el índice de masa corporal, por esta razón, las diferencias vasculares 

deben derivar principalmente del hecho de que uno de los grupos tenía CA y el otro no.  

La señalización tumoral induce hiperplasia en las túnicas íntima y media  

Se encontró hiperplasia de la túnica media e íntima en arterias de pacientes con CAc. Este 

aumento en el grosor de las túnicas íntima y media sugiere que los factores promotores de 

proliferación y angiogénesis participan en la señalización tumoral como VEGF y ET-1 

(Rapisarda, 2012; Rosanò, 2013), también induce alteraciones de la pared vascular que 

posiblemente estén asociadas a cambios funcionales, los cuales pueden guardar relación 

con la vasculatura intratumoral, donde se ha descrito la formación de vasculatura aberrante, 

que reduce la perfusión a tumor y posiblemente promueve proliferación al promover un 

ambiente hipóxico en el tumor (Nagy, 2012). Un hallazgo similar fue el de (Wilbers, et al., 

2014) quien reportó hiperplasia arterial en pacientes cancerosos posterior a irradiación. Esto 

es muy llamativo pues en nuestros casos no hubo pacientes irradiados, pero indicaría que 

la hiperplasia puede no estar presente en todos los casos de CAc.Atribuimos este 

remodelamiento a la cantidad de factores de crecimiento generados por el tumor para 

promover su supervivencia, por ejemplo, el aumento de actividad adrenérgica que promueve 

la transición epitelial a mesenquimal (Cole, 2012).  
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La VR a KCl, PE y U46619 aumenta en las arterias de pacientes con cáncer  

La VR al estímulo con KCl mostró que las arterias de pacientes con cáncer son más reactivas 

que las de pacientes NT, sugiriendo que el microambiente tumoral altera la contracción 

independiente de receptor en pacientes con cáncer. Este resultado es esperable, pues el 

estrés oxidativo típico de la hipoxia del microambiente tumoral activa kinasas, como HSP27, 

que promueven la proliferación y resistencia a anticancerosos, y favorecen los mecanismos 

de contracción en músculo liso (Nogueira, 2013; Lianos, 2015), además de que dicho estrés 

generado por las ROS podría promover disfunción endotelial, lo que haría esperable un 

aumento en esta vía de respuesta contráctil.  

Encontramos diferencias en la sensibilidad a ET-1 en las arterias TU. Este es un resultado 

desafiante dado que la sobreexpresión de ET-1 en tumor debería tener efecto sobre el lecho 

vascular. En la expresión de los receptores ETA y ETB no se mostró diferencias estadísticas, 

pero sí una tendencia al aumento de ETA en las túnicas íntima y media. Además, se encontró 

un aumento en la expresión génica de ECE-1, lo sugiere aumento de la expresión de este 

receptor y la ECE-1 como compensación a la pérdida de sensibilidad al agonista, indicando 

que la exposición crónica de las arterias a la ET-1 generada en el tumor indujo resistencia al 

estímulo, y posiblemente contribuyó con la hiperplasia en la pared vascular. Por otro lado, 

estos resultados son contrastantes con lo publicado por (Ferrero, 2008) que reportó aumento 

en expresión del receptor ET-B en arterias que irrigan CAc.  

En donde sí evidenciamos importantes diferencias es en la sensibilidad a PE y al análogo 

del TXA2 en las arterias TU y ET, mostrando un aumento en la VR a ambos agonistas. 

Destacamos, que en el bloqueo con LNAME, con prazosina y con seratrodast no se 

encontraron diferencias estadísticas, esto sugiere que la mayor reactividad a PE y TXA2 no 

se debe en su totalidad a una probable disfunción endotelial o a alteraciones en la unión 

ligando receptor de cada agonista con su receptor. Complementariamente, la cuantificación 

de los receptores α1 y TP, se encontró aumento en la expresión de ambos receptores en las 

túnicas íntima y media, estos resultados, particularmente los de media explicarían el 

aumento en sensibilidad reportado para estos agonistas. Lo anterior indica que el ambiente 
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tumoral parece favorecer una condición hipertensa en las arterias que van al tumor a través 

de la constricción por vía adrenérgica y por TXA2. En la literatura no hemos encontrado 

evidencia clara sobre el rol de la señalización alfa-adrenérgica en el control vascular en 

cáncer, aunque sí se ha reportado la importancia de los receptores beta-adrenérgicos 

participando en la iniciación y progresión del tumor, y aumentos súbitos de hasta 10 veces 

en los niveles basales de epinefrina y norepinefrina, haciendo muy probable una afectación 

al vaso que irriga el tumor (Cole, 2012). Es importante recalcar que el único agonista 

relajante que mostró diferencias estadísticas en nuestro trabajo fue el isoproterenol, cuya 

función sucede a través de beta, en concordancia con el aumento en la expresión de este 

receptor.  

El tumor reduce la relajación por óxido nítrico y aumenta la dilatación adrenérgica y 

colinérgica  

En la VR a agonistas relajantes, encontramos que el 70% de las arterias de pacientes con 

cáncer no generaban al menos un 50% de relajación a BK, indicando que la mayor parte de 

esta población de estudio tenía posible disfunción endotelial. Teniendo en cuenta lo anterior, 

los experimentos de relajación se realizaron en arterias de pacientes que mostraran al menos 

un 40% de la relajación a BK 10 µM en el inicio del experimento. En la RV a CCh se evidenció 

relajación en las arterias TU y ET, mientras que en las arterias NT dicha relajación fue 

virtualmente inexistente, esto indicaría que la señalización en tumor fortalece la respuesta 

colinérgica en las arterias. Complementariamente, nuestros resultados coinciden con lo 

mostrado por (Hall, 2006) y (Tottrup, 2004) quienes reportan ausencia de relajación a CCh 

en mesentéricas de pacientes con cáncer de intestino. Lo anterior sugiere que la ganancia 

en relajación a CCh no es mandataria para las arterias en todos los tumores y es probable 

que esté condicionada al avance de la enfermedad.  

En la relajación a BK se evidenció una disminución en sensibilidad y Emax en las arterias 

TU y ET. Cuando se bloqueó con LNAME se evidenció una reducción en Emax >30% en 

todos los grupos, en contraste con un aumento de la relajación cuando de bloqueó con 

indometacina, sugiriendo que la dilatación mediada por BK depende parcialmente de óxido 
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nítrico y es inhibida por la vía de prostanoides. Complementariamente, cuando se bloqueó 

con LNAME e indometacina se inhibió parcialmente la relajación, sugiriendo que hay otros 

mecanismos de relajación activados por BK en arterias TU, ET y NT, posiblemente el factor 

hiperpolarizante derivado del endotelio.  

En la relajación a isoproterenol se evidenció un aumento en sensibilidad y eficacia en las 

arterias TU y ET. Esto posiblemente se deba al aumento en la expresión de su receptor β2 

como un mecanismo compensatorio a la disfunción endotelial generada por el cáncer. Lo 

anterior también indica que el cáncer favorece la señalización adrenérgica en las arterias, 

dado que se ha reportado la importancia de los receptores beta-adrenérgicos (Cole, 2012), 

haciendo muy probable estos cambios en los vasos que irrigan el tumor, también promuevan 

el desarrollo del mismo.  

No encontramos diferencias estadísticas a la relajación con VEGF, sin embargo, a nivel 

endotelial encontramos resultados contrastantes en la expresión de sus receptores, donde 

el receptor VEGFR1 aumento en las arterias TU y en VEGFR2 en las ET. Estos resultados 

explicarían el aumento de expresión génica de VEGF en arterias ET frente a TU y NT, 

sugiriendo que en las ET se favorecen los mecanismos angiogénicos, como es el caso de 

VEGF/VEGFR2, mientras que se inhibe en las TU a través de VEGFR1. Estas 

modificaciones podrían favorecer un ambiente hipóxico en el tumor retroalimentando así vías 

de señalización como VEGF/PTEN/GSK3B/NF-kB que facilitan el desarrollo tumoral y las 

adaptaciones vasculares (Chang, 2019).  

Conclusión  

El ambiente tumor induce hiperplasia en las túnicas íntima y media, que junto con la ganancia 

en contracción a PE y TXA2 favorecen un ambiente hipertenso en estas arterias. A su vez, 

la influencia tumoral reduce la relajación endotelial mediada por BK, compensada por el 

aumento en dilatación adrenérgica y colinérgica. La promoción del ambiente contráctil en las 

arterias, al parecer reduce el flujo a tumor, facilitando en el nicho tumoral ambiente hipóxico, 

que condiciona dos ambientes vasculares, el primero encargado de la irrigación y de 
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favorecer la proliferación tumoral, y el segundo, en la periferia tumoral promoviendo 

angiogénesis, y facilitando la migración del tumor a nuevas zonas.  
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Tablas.  

Tabla 1. Variables antropométricas de pacientes con CAc y pacientes no cancerosos.  

  

Tabla 2. pD2 y respuesta máxima a KCl, PE, U46619, ET-1, CCh, BK, isoproterenol, VEGF 

y sus bloqueantes en arteria mesentérica de pacientes NT, TU y ET.   

  

M: concentración molar. a% de relajación en relación con la precontracción con U46619. b 

indica n= 2 pacientes, 4 anillos. cindica n= 3, 6. Los demás experimentos tienen un n= 5, 10. 

Resultados en media±SEM. γ indica diferencias estadísticas en TU y ET frente a NT; λ indica 
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diferencias estadísticas en TU frente a NT. Oneway ANOVA seguido del post-hoc de 

Dunnett, nivel de significancia P <0,05.   

    

Figuras.  

  

  

Figura 1. Estudio histológico vascular. A) Arteria NT; B) arteria ET; C) Arteria TU; D) Grosor 

de la túnica media en las arterias NT, ET y TU; E) Grosor de la túnica íntima en arterias NT, 

ET y TU. One-way ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett. * indica p <0,05. ** indica p 

<0,01.   

   

   



  

  

  

    

81  

  

Figura 2. Curvas de concentración-respuesta a KCl (A), ET-1 (B), PE (C) y U46619 (D). NT  

( , 5 patients, 10 rings), ET (▲, 5, 10) and TU (■, 5, 10). λ indica mayor sensibilidad y Emax 

a KCl o menor sensibilidad a ET-1 o mayor sensibilidad a U46619 en TU en comparación 

con NT. γ indica mayor sensibilidad a KCl o mayor pD2 a PE en TU y ET en comparación 

con NT. ξ indica mayor sensibilidad y eficacia a PE en ET en comparación con NT.  Two-

way ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett, nivel de significancia P<0,05.  

  

  



  

  

  

    

82  

  

   

Figura 3. Curvas de concentración-respuesta a CCh (A), BK (B), isoproterenol (C), VEGF 

(D). NT ( , 5 patients, 10 rings), ET (▲, 5,10) and TU (■, 5,10). λ indica mayor sensibilidad 

a CCh o menor sensibilidad a BK en TU, en comparación con NT. γ indica mayor sensibilidad 

y Emax a CCh o mayor pD2 y Emax a isoproterenol en TU y ET, en comparación con NT. 

Two-way ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett, nivel de significancia P<0,05.  
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Figura 4. Cuantificación de la expresión proteica de los receptores ETA, ETB, α1, β2, TP,  

VEGFR1 y VEGFR2 en la pared de arterias mesentéricas de NT ( ), ET (▲) y TU (■). A, 

imágenes representativas de inmunofluorescencia para identificar receptores ETA, ETB, α1, 

β2, TP, VEGFR1 y VEGFR2. B, C, D, E, F, G y H, cuantificación de la fluorescencia de los 

receptores ETA, ETB, α1, β2, TP, VEGFR1 y VEGFR2, respectivamente, en las túnicas de 

la pared de arteria mesenterica. El número de experimentos es 7 en todos los casos. (A) La 

longitud de las barras de calibración del blanco es equivalente a 100 μm. Analizado con One-

way ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett. * indica p <0,05. ** indica p <0,01.  

La expresión se normalizó a NT.  
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Figura 5. Cuantificación de la expresión proteica de PTEN, GSK3β, y NF-kB en la pared de 

arterias mesentéricas de NT ( ), ET (▲) y TU (■). A, imágenes representativas de 

inmunofluorescencia para identificar PTEN, GSK3β, y NF-kB. B, C y D, cuantificación de la 

fluorescencia de PTEN, GSK3β, y NF-kB, respectivamente, en las túnicas de la pared de 

arterias mesentéricas. El número de experimentos es 5 en todos los casos. (A) La longitud 

de las barras de calibración del blanco es equivalente a 100 μm. Analizado con One-way 

ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett. * indica p <0,05. ** indica p <0,01. La expresión 

se normalizó a NT.  
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Figura 6. Niveles de expresión génica de ECE-1 (A), VEGF (B) y COX-2 (C) en arterias 

mesentéricas de NT ( ), ET (▲) y TU (■). A: Sobreexpresión de ECE-1 en TU. B: 

sobreexpresión de VEGF en arterias ET. C: Desregulación de la expresión del gen COX-2 

en las arterias TU y ET. Analizado con One-way ANOVA seguido del post-hoc de Dunnett.  

** indica p<0,01. La expresión se normalizó a NT.  
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Discusión general  

  

Esta tesis se enfocó en caracterizar los mecanismos de adaptación vascular inducidos en 

arterias que irrigan CAc en humanos, generando una plataforma de trabajo que podría 

ayudar a profundizar en la fisiopatología del cáncer y a explorar nuevas aproximaciones 

farmacológicas. Entre las principales características de este trabajo se destacan:  

   

1. Usando como modelo vascular aorta de conejo se determinó que durante la 

preservación se deteriora VR mediada por prostanoides a las 24 horas. A su vez este 

deterioro es compensado por el aumento en la VR adrenérgica y sus receptores 

(Cupitra, 2020A). En el marco del proyecto principal, estos resultados permitieron 

definir la ventana de tiempo óptima dentro de la cual se preserva la respuesta 

fisiológica, permitiendo validar la fiabilidad de los resultados obtenidos de arterias de 

la mesentérica  en humanos y cerdos utilizados en los capítulos cuatro y cinco. 

Además, permitió determinar que solo es recomendable montar experimentos en 

baño de órganos las primeras 24 horas, si se quiere evaluar la VR adrenérgica o 

endotelial.   

2. Usando como modelo vascular aorta de conejos jóvenes, adultos y viejos se 

determinó que durante el envejecimiento la VR a prostanoides, óxido nítrico, y a β-

agonistas disminuye (Cupitra, 2020B). Estos resultados en el marco del proyecto 

principal permitieron definir que los hallazgos reportados en el capítulo cinco no se 

deben a los 18 años de diferencia entre los pacientes con cáncer y los pacientes 

control, siendo esperable que el aumento en VR a U46619, CCh, Isoproterenol y la 

reducción a BK se deba a la influencia del tumor.   

3. Se caracterizaron las diferencias en VR de arteria mesentérica de humanos no 

tumorales, cerdos, conejos y ratas, identificando a las arterias de cerdos como el 

modelo vascular más comparable con el humano. En el marco del proyecto principal, 

y por la limitación en la frecuencia de pacientes control, el cerdo podría ser un modelo 

apropiado para evaluar diferentes estrategias terapéuticas, entre ellas aquellas que 

requieran de un control vascular sano en humanos.  
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Este trabajo se enfocó en evaluar los mecanismos de adaptación vascular en arterias que irrigan los 

tumores. Los resultados expuestos en el capítulo cinco nos permiten proponer el modelo que se presenta 

en la figura 1. El tumor indujo hiperplasia en las túnicas íntima y media en la pared vascular, exacerbó la 

VR contráctil, redujo la relajación endotelial y aumento la relajación muscarínica y β2 adrenérgica, dos 

mecanismos que fisiológicamente tienen poca participación vascular en humanos, todo para favorecer el 

desarrollo tumoral.  

 

Figura 1. Mecanismos de adaptación vascular en arterias que irrigan tumores en cáncer de 

colon en humanos.  

Como se evidencia en la figura 1, estos mecanismos de adaptación se dividen en dos fases, 

una tumoral (verde) y otra extratumoral (rojo). La fase tumoral se caracteriza por un marcado 

engrosamiento de la pared vascular promovida desde la señalización tumoral (1), y por la 

expresión de factores de transcripción como el NF-kB (2) , asociados a remodelamiento en 

hipoxia (Diebold, 2008). A su vez, este remodelamiento se complementa con el aumento de 

la sensibilidad del vaso a los estímulos de agonistas contráctiles como fenilefrina, 

tromboxano A2, junto con una disminución del 50% en la relajación a BK en los pacientes 

que no presentaron disfunción endotelial (3) (30% de los pacientes). Este condicionamiento 

vascular promovió el aumento de la VR muscarínica y β2 adrenérgica, probablemente como 

compensación a la reducción de relajación endotelial. Estas modificaciones vasculares 

sugieren que en la vasculatura que irriga al tumor se facilita un ambiente procontráctil, el cual 
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podría reducir el flujo hacia el tumor, induciendo un ambiente hipóxico que a su vez 

promueve el crecimiento tumoral.  

Curiosamente, aunque ET-1 y VEGF son importantes promotores del desarrollo tumoral 

(Asham, 2001; Itatani, 2018), la VR a ET-1 disminuyó en sensibilidad y VEGF no presentó 

diferencias, indicando que su rol más relevante se da en otros procesos asociados al cáncer 

y no en la regulación del tono vascular. Esta promoción de la contractilidad se beneficia del 

aumento en la expresión de los receptores α1 y TP en las túnicas íntima y media (4). El 

aumento selectivo del receptor VEGFR1 en la íntima de estas arterias sugiere que hay una 

regulación negativa de la angiogénesis (5) (Koch, 2011), esto se complementa con la mayor 

expresión del receptor TP el cual tiene actividad antiangiogénica y proliferativa (Sakai, 2006). 

El aumento en la expresión génica de la ECE-1 indicaría que desde la arteria se está 

promoviendo la proliferación del tumor inducida por ET-1 (6), y explicaría a su vez la 

disminución en sensibilidad evidenciada en la VR, posiblemente generada como resistencia 

al aumento crónico de ET-1.  

La fase extratumoral (>5cm del tumor), al igual que en la tumoral, promueve un ambiente 

procontráctil, presentando engrosamiento de la pared vascular, aumento de sensibilidad a 

agonistas contráctiles, disminución del 35% en la relajación a BK y compensación 

muscarínica y β2 adrenérgica relajación (3). Sugiriendo al igual que en la tumoral que se 

reduce el flujo hacia el tumor, induciendo un ambiente hipóxico que promueve el desarrollo 

del cáncer. Esta promoción de la contractilidad se beneficia del aumento en la expresión de 

los receptores TP en las túnicas íntima y media (7). El aumento selectivo del receptor 

VEGFR2 en la íntima de estas arterias sugiere que hay promoción de la angiogénesis 

mediada por el mismo VEGF (8) ( Nagy, 2012), pero se contrapone con la mayor expresión 

del receptor TP. El aumento en la expresión génica de la VEGF (9) indicaría que desde la 

arteria se está promoviendo angiogénesis en la periferia tumoral, condicionando este 

espacio a una próxima migración de la masa tumoral. Una particularidad de la fase 

extratumoral es el aumento en la expresión de PTEN (10) un regulador negativo de NF-kB 

(Chang, 2019), que estaría indicando un primer esfuerzo de la arteria por suprimir las 

adaptaciones vasculares dirigidas desde el tumor.  
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Conclusión  

En este trabajo se determinó que el ambiente tumor induce hiperplasia en las túnicas íntima 

y media, que se complementa con un aumento en contracción a KCl, PE y U46619, y reduce 

la relajación endotelial mediada por BK, compensada por el aumento en dilatación 

adrenérgica y colinérgica, favoreciendo un ambiente hipertenso en estas arterias. La 

promoción del ambiente contráctil en las arterias, al parecer reduce el flujo a tumor, 

facilitando en el nicho tumoral ambiente hipóxico, que a su vez condiciona dos ambientes 

vasculares a través de HIF-1α, el primero encargado de la irrigación y que podría favorecer 

la proliferación tumoral, y el segundo, en la periferia tumoral promoviendo angiogénesis, 

facilitando la migración del tumor a nuevas zonas.  

Perspectivas  

Los resultados de este trabajo de investigación abren las puertas a nuevos estudios que 

permitan abordar el potencial terapéutico de los procesos asociados a las adaptaciones 

vasculares en cáncer. Como perspectivas se plantean las siguientes:  

• Aumentar la batería de vías de señalización vascular asociadas a cáncer 

• Caracterizar aguas abajo los segundos mensajeros implicados en las adaptaciones en VR en el 

cáncer  

• Determinar si las adaptaciones vasculares en CAc son comparables con las de otros 

tipos de cáncer  

• Determinar el potencial terapéutico de sustancias sobre las adaptaciones vasculares 

en cáncer  
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Anexo uno:  

  

Estrada O; Giulio C; Dorta-Ledezma R; Gonzalez-Mujica F; Motta N; Zea E; Cupitra NI;  

Contreras W; Narvaez-Sanchez R; Calderón JC, 2019. Compound Isolated from Phyllanthus 
tenellus Demonstrates Metabolic and Vascular Effects In Vitro.  

  

Artículo publicado en Planta Medica; IF: 2.68  

Enlace: https://www.thieme-connect.com/products/ejournals/abstract/10.1055/a-1019-940 1  

  

En agosto de 2016, previo a la aprobación de la recolección de arterias humanas por parte 

de la IPS universitaria- Clínica León XIII, se programó una pasantía de tres meses en el 

Laboratorio de fisiología celular del Centro de Biofísica y Bioquímica en el Instituto 

Venenzolano de Investigaciones Científicas, bajo la tutoría del PhD. Omar Estrada. El 

objetivo fue capacitar al estudiante en el montaje de arterias en baño de órgano aislado. Uno 

de los resultados de la pasantía fue el aporte experimental al trabajo “Compound Isolated 

from Phyllanthus tenellus Demonstrates Metabolic and Vascular Effects In Vitro”.  

  

  

  

A continuación, artículo correspondiente al anexo uno  

  
  

https://www.thieme-connect.com/products/ejournals/abstract/10.1055/a-1019-9401
https://www.thieme-connect.com/products/ejournals/abstract/10.1055/a-1019-9401
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Anexo dos:   

  

Romero-Imbachi MR; Cupitra NI; Ángel K; González B; Estrada O; Calderón JC; Guerrero-

Vargas J; Beltrán J; Narvaez-Sanchez R, 2020. Centruroides margaritatus scorpion complete 

venom exerts cardiovascular effects through alpha-1 adrenergic receptors.  

  

Artículo publicado en Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &  

Pharmacology; IF: 2.89  

Enlace: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S153204562030239 8  

  

En agosto de 2018, se participó como cotutor en el trabajo de grado “efecto vasomotor 

inducido por el veneno total de Centruroides margaritatus en anillos aórticos de ratas (Rattus 

norvegicus) cepa Wistar” de Margarita Rosa Romero Imbachí, estudiante de biología de la 

Universidad del Cauca. Durante su pasantía en el laboratorio del grupo PHYSIS, donde se 

acompañó en el desarrollo de los experimentos en VR de aorta de ratas, orientando y 

capacitando a la estudiante, con el acompañamiento de JC Calderón, MD PhD y bajo la 

dirección de R Narvaez-Sanchez- MD PhD. De esta interacción se dio como resultado la 

formación de una estudiante de pregrado y la publicación del trabajo “Centruroides 

margaritatus scorpion complete venom exerts cardiovascular effects through alpha-1 

adrenergic receptors”  

  

  

A continuación, el artículo correspondiente al anexo dos.  

  

https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15320456
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1532045620302398
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1532045620302398
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