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Introduccion

H cancer constituye la segunda causa de muerte a nivel mundial y se espera que
para el 2020 se convierta en la causa mas frecuente (Forteza, 2004). De ahi el empefio
de la comunidad cientifica internacional en estudiar cada vez més esta enfermedad y la
blsqueda de farmacos efedtivos para su tratamiento.

En este trabajo se aborda, en particular, la linea experimental relacionada con el
efecto te\raoeutlco de las infecciones bacterianas sobre los tumores malignos. H fisico y
cirujano William B. Coley fue el primero en informar que muchos de sus pacientes con
varios tipos de cancer, presentaron regresion tumoral después de ser infectados por
bacterias patdgenas (Ooley, 1893). Luego le sucedieron otras publicaciones de
regresiones de tumores malignos en pacientes después de infecciones con
determinados microorganismos (revisado por Chakrabarty, 2003). Logicamente, esta
informacion ha servido de base en la blsqueda de farmacos terapeuticos contra el
gggclz?r, por investigadores de diferentes laboratorios (Dang y cal., 2001; Hunter y col.,

La terapia experimental con microorganismos, -principalmente  bacterias
patégenas (Pawelek y col., 2002), ha incluido el uso de organismos vivos, atenuados o
muertos, sus combmamones y e empleo de extractos microbianos  diferentes
(Chakrabarty 2003).

Los efectos antitumorales observados en muchos de estos casos, se han
atribuido a una estimulacion de la inmunidad mediada por células (Pagliay cal., 1998).
Sin embargo, esta hipdtesis ha sido cuestionada recientemente; ya que se ha
encontrado que la regresion tumoral asociada a las infecciones pudiera estar
relacionada con determinadas moléculas citotdxicas producidas por  los
microorganismos, con efecto directo sobre células tumorales (Yamada y col., 2002a;
Goto y cal., 2003) o endateliales (Hunter y cal., 2001) y sin la accién determinante del
sistema inmune (Folkman y cal., 2003).

Nosotros también realizamos observaciones similares a las anteriores, durante el
desarrollo de experimentos destinados a evaluar las caracteristicas del prendimiento
tumoral del hibridoma CB-Hep.1 (Fontirroche y col., 1993) en ratones consanguineos
BALB/c mantenidos en condiciones de recinto. Se observo una sustancial disminucion
del rendimiento de produccion de fluido ascitico en algunos animales, que se asocio a
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un crecimiento deficiente de las células tumorales inyectadas en la cavidad peritoneal.
B examen de las posibles causas de este fendmeno incluyd la evaluacion
microbiologica de la ascitis de cada ratdn. En ésta se demostré que el nimero de
extracciones de ascitis tumoral y el volumen de cada una de ellas, disminuian por
animal, cuando la bacteria Serratia marcescens estaba presente en el fluido ascitico.
La ausencia o0 desaparicion del microorganismo se asocio igualmente a niveles
normales en el rendimiento de la produccion de ascitis tumoral en los animales. Estas
observaciones reproducibles sugirieron una posible relacion directa entre la regresion
tumoral y la presencia de S. marcescens en eggeritoneo de los ratones y llevaron a
explorar la literatura, al respecto de si se habian publicado previamente efectos
semejantes sobre tumores, tanto en modelos experimentales como en el humano, ante
la presencia de infecciones con S. marcescens.

En el caso especifico de S. marcescens, se han obtenido preparaciones con
propiedades antitumorales experimentales y clinicas, a partir de cepas diferentes de
esta bacteria anaerobia facultativa. Las mas estudiadas son: [a] ImuvVert® (Budagov y
col., 2001), una preparacion de membranas ribosomales que activan el sistema inmune
de los pacientes, [b] la proteasa Serratial 56K (Wu y coal., 2001), que induce la muerte
celular por necrosis dependiente de la expresion de la proteina -2 macroglobulina
(Maedayy cal., 1989), y [c] las prodigiosinas, una familia de pigmentos que actlian como
iInmunosupresores y anti-cancerigenos a través de la induccion de apoptosis (IMontaner
y col., 2003; Perez-Tomas y col., 2003).

El examen detallado de estas y otras publicaciones nos llevo a pensar que los
efectos antitumorales observados en el plasmacitoma murino CB-Hep.1, podrian
deberse a la accion de moléculas diferentes a las mencionadas anteriormente.
Ademas, en ellos podian estar involucrados mecanismas distintos a los descritos por
otros autores o una combinacion de los mismos. Tampoco se descart6 la posibilidad de
estar en presencia de cepas de S. marcescens con propiedades diferentes. Sobre esta
base y con el objetivo principal de intentar el descubrimiento de una o mas moléculas
novedosas con efecto antitumaral, nos planteamos la hipétesis de trabajo siguiente:

"Es posible utilizar el sistema microorganismo/tumor/hospedero con regresion
tumoral, para seleccionar una cepa de S. marcescens, cuyo cultivo permita la obtencion
de un extracto con propiedades antineoplasicas in vitro e in vivo que contenga
moléculas novedaosas potencialmente Utiles para la terapia del cancer”.

En este articulo se resumen méas de 14 afios de intensa investigacion de nuestro
equipo de trabajo, que permitieron demostrar la validez de una hipdtesis que tuvo sus
origenes en una observacion cientifica, hasta contar hoy con un novedoso polipéptido
aeé:orybinante en la fase final de desarrollo preclinico para su posterior uso en la terapia

cancer.

Materiales y métodos

Control del proceso de obtencién de fluido ascitico rico en anticuerpos
monoclonales para uso diagndstico en laboratorios. Para identificar las causas que
influyeron en la disminucion reiterada del rendimiento de la produccion de fluido
ascitico del hibridoma CB-Hep.1 en ratones BALB/c (Fontirrochi y col., 1993), se
evaluaron los factores que pudieran intervenir en este proceso. Para ello se estudiaron
20 animales distribuidos de manera aleatoria dentro de la poblacion (1000 ratones).
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Ademas, se realizo el estudio microbiologico de las posibles fuentes de contaminacion,
con el consecuente aislamiento de los microorganismos de interes.

Obtencién de la cepa CMIB4202. La cepa CMIB4202 de S. marcensces se aisld
desde la ascitis de animales con regresion tumoral producto de la co-inoculacion i.p. de
la cepa salvaje de S. marcescens SM1995 en ratones BALB/c con las células
tumorales CB-Hep.1 (Abrahantes-Pérez MCy cal., 1996).

Obtencion de la preparacion antiproliferativa MG2327. Para obtener una
preparacion antiproliferativa a partir de la cepa CMIB4202 de S. marcensces se realizd
el cultivo en fermentadores de 5 L de medio PG a 28°C, y 0.1 de densidad dptica (DO)
inicial. El medio de cultivo se ajusté a pH 7.2+ 0.2 y la fermentacion se realizo a pH
libre por 14 h (areacion 1 wm, 250 rpm). E cultivo de CMIB4202 se centrifugd a 12 000
g a élgﬁoloor 30 min, se colect6 el sobrenadante y se filtrd por membrana de 0.2 um,
bajo iciones asépticas. E volumen se redujo 10 veces mediante una membrana de
10 kDa de limite de exclusion. Después, el concentrado se dializd contra PBS, pH 7.2,
a 4°C durante 24 hy se filtré nuevamente. Alicuotas de 5 mL se dispensaron en viales
de cristal apirogénicos. La preparacion, que se denomind “MG2327°, se mantuvo
amacenada a 4°C hasta su empleo (Abrahantes-Pérez y cal., 2006).

Fraccionamiento del preparado MG2327. Para aislar los componentes proteicos de
interés, se empled una columna XK50/30 con resina de intercambio ionico DEAE
Sepharose Fast flow equilibrada con 50 mM de tampon fosfato, pH 8.0. La elusion se
realizd con un gradiente de tres niveles de Nad (0.1, 0.2 y 2 M NaCl) en 50 mM
tampon fosfato pH 8.0y un flujo de 29.8 mLmin™,

Identificacion de las biomoléculas antiproliferativas. Los polipéptidos
antiproliferativos se identificaron mediante el método descrito por Hardy y Castellanos-
Serra (Hardy y Castellanos-Serra, 2004). La secuencia del polipéptido de interés se
completd por secuenciacion automatica y el método enzimético de terminacion de
cadena de Sanger (Sanger y Coulson,1975) del gen codificante para la expresion de
este polipéptido.

Actividad citotoxica sobre células tumorales o normaes. Para la caracterizacion de
la actividad antiproliferativa y/o citotoxica in vitro de la preparacion MG2327 y sus
moléculas de interés naturales o recombinantes, se evalud un panel de lineas
tumorales humanas (Mifias, Vinuesa y Abrahantes-Pérez, 2007) y murinas (también se
evaluaron células normales) mediante el método del MTT (Skehan y col., 1990), o
sulforrodamina B (SRB) (Monks y cal., 1991).

Evaluacion ultraestructural de las células tumorales P3X63Ag8 tratadas con
MG2327. B analisis ultraestructural se disefid simultaneamente con la evaluacion del
ADN “ladder”. Un total de 10° células tumorales del mieloma P3X63Ag8 se trataron con
MG2327 (22 ug.mL* de proteinas totales), en frascos de cultivo T25 (COSTAR). Las
muestras se procesaron a las 2, 4, 6, 8'y 24 h despues del tratamiento. Como control
negativo se incluyeron 10° células P3X63Ag8, las cuales recibieron solo PBS. Las
células se fijaron con 3.2% de glutaraldehido en 0.1 M de tampdn fosfato (pH 7.2) por 1
ha4°C, y se lavaron repetidamente con el mismo tampdn; las células se post-fijaron en
2% de OsOy por 1 ha 4°C, y se lavaron usando el mismo tampon. Analmente, las
células se deshidrataron en etanol a diferentes grados y se incluyeron en resina
“Spurr”. Las secciones ultrafinas se tifieron con acetato de uranil saturado en 50% de
acetona con 2% de citrato de plomo. Después se examinaron con un MICroscopio
electronico Jeol JEM 2000EX operado 80 kV (Reyes y col., 1998).
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Evaluacion del efecto antiangiogénico de los polipéptidos P50 y P25 sobre la
formacion de estructuras tubulares en matrigel. La formacidn de cordones
endoteliales por las células endoteliales humanas derivadas de microvasculatura
(HMEC) se analiz6 sobre matrigel (Crumyy cal., 1985; Vaccay col., 1999), en presencia
de concentraciones no C|totox|cas de” MG2327 y Sus pollpeptldos P25 y P50
(Abrahantes-Pérez y col., 2004). Los ensayos se realizaron como ha sido publicado por
Sanz y colaboradores (Sanz y col., 2002). Los resultados finales se evaluaron teniendo
en cuenta la longitud de las estructuras tubulares formadas y €l ndmero de
interconexiones entre ellos utilizando el programa Image-Pro Express 4.5 (Media
Cybernetic, MD, USA).

Efecto del CIGB370n sobre la inhibicion de metastasis. Modelo experimental de
metéstasis espontdnea de pulmon de Lewis. Las células 3LLD122 (2x10°) se
inocularon  en la almohadilla plantar posterior derecha de ratones C57BL/6 (L y cal.,
2002). Siete dlas después, el polipéptido CIGB370n se inyecto por via i.p. (dosis unica
de 1 mg. kg?). Cuando los tumores alcanzaron ~8 mm de diametro, los tumores
primarios se eliminaron mediante escision quirdrgica de la pata portadora. Los ratones
se sacrificaron 21 dias después de este procedimiento. Los pulmones se pesaron,
como parametro indicador de la cantidad de metastasis presertes en los mismos.
Clonaje y expresion del CIGB370. Para ello se sintetizd un gen optimizado para la
expresion del CIGB370 (desde la Serzis hasta el extremo C-terminal de la serralisina
SERMA) en E. coli. B plasmido pTreSM23K se transformo en la cepa DH5, y se
realizaron estudios de expresion en diferentes medios de cultivo. La expreS|0n se
verifico mediante SDS-PAGE y Western Blot, para lo cual se tomaron alicuotas de los
cultivos, equivalentes a 2/DO (660 nm) antes y después de la induccion de la expresion
con IPTG durante los cultivos.

Micropurificacion del CIGB370 obtenido por via recombinante en E. coli a partir
de geles SDS-PAGE con tincion inversa. Con el objetivo de realizar la prueba del
concepto del nuevo paradigma de la regresion tumoral mediada por infeccion descrito
en este trabajo, se micropurificod la banda del polipéptido CIGB370 expresada en E
coli, (CIGB370r). Para ello, se aplicod el precipitado de 2/DO (tratados con el tampon
reductor Laemmli) del cultivo en medio LB a geles SDS-PAGE. Despues se realizo la
tincién Imidazol-SDS-Zinc (Hardy y coal., 1996). La banda de interés se corto, se tratd
con 25 mM Tris, 0.3 M dlicina, pH 8.0 y se lavd con agua. Entonces la banda se
reaplico a un gel PAGE nativo y se recuperé mediante el método descrito Por Hardy y
colaboradores (Hardy y col., 1996). Similar procedimiento se realiz6 con el polipéptido
CIGB370n 'y con la cepa negatlva (DH5a sin el gen de la P25). Para el establecimiento
de la tecnologia de obtencion del polipéptido P25 recombinante y su posterior
caracterizacion farnacoldgica, se realizo su clonaje y expresion en sistemas apropiados
para uso humano.

Evaluacion de la actividad antitumoral y antimetastasica del polipéptido CIGB370
(in vivo). Para evaluar la actividad antitumoral del polipéptido CIGB370 natural o
recombinante, se evaluaron varios modelos singénicos o xenografos, diferentes vias y
esquemas de administracion. A modo de resumen, mencionaremos dos de ellos,
referidos a la potencialidad de esta molécula para la terapia del cancer de pulmon'y su
capacidad de inhibir metastasis en el mismo.

Modelo singenico de actividad antitumoral: TC-1 (Lin y col., 1996). Los ratones
C57BL/6 se inyectaron (tiempo 0) en el flanco derecho por via s.c. con 50 000 células
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TC-1 (Liny col., 1996). Las células TC-1 se generaron a partir de células epiteliales de
pulmdn de ratones C57BL/6 transfectadas con los genes E6 y E7 del HPV 16 y
activadas con el oncogen ras. Después del tiem[?o especificado en cada experimento,
los ratones recibieron una dosis i.p. de 1 mg.kg del CIGB 370 natural. Los animales
controles negativos recibieron solamente el vehiculo. Se usaron 10 ratones en cada
grupo experimental y se evalud la sobrevida de los mismos. Las diferencias de
sobrevida entre los grupos se determinaron con una prueba de Logrank, mediante el
programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Modelo singénico experimental de metéastasis espontanea de pulmén de Lewis. Las
células 3L1LD122 (2x10°) se inocularon en la almohadilla plantar posterior derecha de
ratones C57BL/6 (Li y col., 2002). Siete dias después, el polipéptido CIGB370 natural
se inyecto por via i.p. (dosis Unica de 1 m?.kg'l). Cuando los tumores alcanzaron ~8
mm de diametro, los tumores primarios se eliminaron mediante escision quirdrgica de la
pata portadora. Los ratones se saarificaron 21 dias después de este procedimiento. Los
pulmones se pesaron, como parametro indicador de la cantidad de metéstasis
presentes en los mismos.

Modelo xendgrafo de actividad antitumoral: AS549 (Shaik y col., 2006). Los ratones
atimicos BALB/c, nu/un, se inyectaron (tiempo 0) en el flanco derecho por via s.c. con
3x10° células tumorales humanas A549 (células no pequefias de cancer de pulmon
humano, ATCC CCL-185). Cuando los tumores fueron palpados, los ratones recibieron
una dosis i.p. por semana durante 4 semanas de 15 mgkg! del CIGB 370
recombinante. Otro grupo recibié 20 rr‘g.kg1 de Paclitaxel (Yamori y col., 1997) con
similar via y esquema de administracion que el CIGB370. Los animales controles
negativos recibieron solamente el vehiculo. Se usaron 5 ratones en cada grupo
experimental y se evalud la sobrevida de los mismos. Las diferencias de sobrevida
entre los grupos se determinaron con una prueba de Logrank, mediante el programa
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Resultados y discusion _
Evaluacion microbiologica de muestras de plasmacitoma CB-Hep.l y su
correlacion con la disminucion en la produccion de fluido ascitico.

Durante la ejecucion de experimentos de caracterizacion de la produccion de
= ascitis del hibridoma secretor del anticuerpo monoclonal
N2y CB-Hep.1 (Fontirrochi y col., 1993), en ratones BALB/c, se
observo una significativa y reiterada disminucion progresiva
del volumen de fluido ascitico intraperitoneal en algunos
animales. En el andlisis microbiolégico del fluido ascitico se
encontré que los animales con regresion tumoral estaban
; mayoritariamente contaminados con un tipo especifico de
= — bacteria, la (clgal fue dgisl1§g§1dae identlificada cor)no Serratia

‘ marcescens (FHg. 1, identifi con €l nimero 1).
LT]%U&%C% gﬁgﬂ&ae 22 Estas observaciones reproducibles llevaron a pensar
observan las colonias de  due podria existir una relacion directa entre la regresion
las bacterias aisladas del  tumoral observada y la contaminacion con la bacteria S,
fluido asdtico de los Mmarcescens. Para comprobar esto se realizd la co-
ratones analizados. Las noculacion controlada de S. marcensces junto con celulas

colonias de color rojo
fueron identificadas
como la bacteria S.
Marcescens.




tumorales en ratones BALB/C (Abrahantes-Pérez y col., 1996). Esta vez provenientes
de lotes registrados como “libres de patogenos especificos” (SPF) y mantenidos en
condiciones de recinto controlado. E crecimiento del tumor fue severamente suprimido,
con una disminucion del volumen de fluido ascitico en tres veces, y una regresion total
de los tumores entre los diez y doce dias después de la inoculacion de la mezcla. Elo
evidencid gue la infeccion con S. marcescens del plasmacitoma murino CB-Hep.1,
afecto el crecimiento del mismo, e indujo regresion tumoral en los animales infectados
(Abrahantes-Pérez y coal., 1996).

Efecto de MG2327 in vitro sobre células de diferente origen histoldgico.

Para estudiar si el efecto observado estaba relacionado con moléculas producidas por
S. marcescens capaces de inducir regresion tumoral, se obtuvo un extracto del
sobrenadante de cultivo (denominado MG2327) de esta bacteria (Abrahantes-Pérez y
col., 2006a). Este se evalud in vitro por el método del MTT (Skehan y cal., 1990), sobre
lineas de células malignas humanas de origen histologico diferente, y su actividad se
compard con la obtenida sobre  células normales: células mononucleares periféricas de
la sangre (PBMC) y fibroblastos primarios. Los resultados demuestraron accion
citotoxica amplia y selectiva sobre células tumorales humanas, FHg. 2 (Vifias, Vinuesay
Abrahantes-Pérez, 2007).
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Figura 2. Efecto del extracto MiG2327 de S. marcescens sobre células tumorales.
Actividad del extracto sobre células cancerigenas (0 no) de origen epitelial humano.

B) Actividad del extracto sobre células cancerigenas (0 no) de origen hematopoyético

humano. Los fibroblastos primarios y PBMC son células normeles. Las barras representan la

DEM de tres experimentos indepen-cientes.

A partir de MG2327 se logro aislar un fragmento proteico de aproximadamente 25
kDa (codificado en el CIGB como P25 6 CIGB370), como €l principal responsable de la



potente actividad antitumoral observada (Abrahantes-Pérez y col., 2006b). Con los
resultados obtenidos mediante secuenciacion por Degradacion Edman automatizada,
espectrometria de masas, secuencia nuclectidica y los alineamientos realizados, se
logré ghtener la secuencia completa del polipéptido (Abrahantes-Pérez y col., 2006h).

Este corespondio con el extremo C-terminal no proteolitico” de la proteina
PRZN_SERMA (Braunagel y col, 1990). Tanto el fragmento no protealitico de interés
(P25, CIGB370), como la metaloproteasa ue le dio origen (P50, PRZN_SERMA), se
encontraban sobreexpresados en el perfil de proteinas excretadas por la cepa
CMIB4202, con respecto ala cepa salvaje SM1995.

Mediante estudios in vivo se logré evidenciar un marcado efecto antitumoral del
polipéptido P25 sobre tumores sdlidos (Fg. 3), incluso cuando se administrd como
dosis Unica por via sistémica. Se demostré ademas, que este polipeptido tiene efecto
anti-angiogénico (Fg. 3A) y anti-metastasico (Fg. 3C) (Abrahantes-Pérez y col.,
2006b). Ello sugiere que la regresion tumoral mdiada por infeccion puede estar dada
por la accidn directa de moléculas proteicas producidas por el microorganismo objeto
de la infeccion, sobre las células tumorales y/o sobre la vasculatura del tumor. Estos

novedosos hallasgos evidencian nuevos conceptos sobre éste fenomeno, que abren
las puertas hacia la bUsqueda de nuevos icamentos para la terapia del cancer,
basado en este nuevo paradigma.

B polipéptido P25 fue finalmente obtenido por via recombinante en E. coli (Fg. 4A) y

se demostré que mantiene la misma actividad biologica in vitro por el método de

sulforrodamina B (SRB) (Monks y col., 1991), observada en la molécula natural (FHg.

4B). En experimentos in vivo se ha encontrado un potente efecto antitumoral de esta

?Il_olécul? (Fig. 4C), superior a drogas anti-cancerigenas comerciales como el paclitaxel
ig. 4D).

Potencialidad del polipéptido CIGB370 en laterapiadel cancer.

Los estudios mostrados en este trabajo se iniciaron a partir de la observacion en
1994 de que la presencia de S. marcescens en la cavidad peritoneal de ratones
portadores de un plasmacitoma murino, era capaz de disminuir la produccion de ascitis,
Esta investigacion permiti6 conocer que la bacteria S. marcescens presenta la
capacidad de producir factores solubles antitumorales con promisorio futuro para la
terapia del cancer. Nuestros resultados retomaron el tema de S. marcescens en la
regresion tumoral y abrid nuevas lineas de investigacion en otros laboratorios del
mundo (Mifias, Vinuesa y Abrahantes-Pérez, 2007), tales como el de Perez-Tomas y
colab)oradores (Montaner y col., 2000; Perez-Tomas y col., 2003; Montaner y cal.,
2005).

La integracion de los resultados obtenidos en la caracterizacion del nuevo
polipéptido CIGB370 y del preparado MG2327 gue le dio origen, permite hacer algunos
comentarios y prediciones:

1. H hecho de gue las lineas de células tumorales humanas H82, H125, y A549,
derivadas de cancer de pulmon, hayan mostrado gran sensibilidad al tratamiento in
vitro con el CIGB370, y que los tumares TC-1 (modelo de cancer de pulmon murino) y
A9 (modelo de cancer de pulmén humano) hayan disminuido su volumen tumoral
con prolongada sobrevida de los ratones portadores, revierte vital importancia en el uso
del CIGB370 recombinante para el tratamiento de esta patologia, que actualmente es la
primera causa de muerte por cancer.



2. Otras patologias de cancer a tener en cuenta para su evaluacion en la cllnlca,
dada su sensibilidad al polipéptido CIGB370 (y/o a preparado MG2327)
resistencia a las terapias actuales son: (i) cancer de plel (Zhang y cal., (||)
carcinoma laringeo; (iif) Bl cancer de mama;, (iiii) cancer cervicouterino; (|||||) cancer de
colon; y (iiiiii) mielomas mitiples (Chou,

3. H polipeptido CIGB370 evidencia efecto antiangiogénico, el cual puede
contribuir a la regresion de tumores malignos de diferente origen histolégico. La
combinacion del efecto citotoxico y antiangiogénico hacen del CIGB370 un promisorio
candidato para la terapia del cancer (Gasparini, 2005).

4. Lo que hace dificil la erradicacion del cancer utilizando la cirugia o la radiacion
localizada, es su habilidad para formar metastasis (Tripathy y col., 2004; DeAngelis y
Boutros, 2005). H pollloeptldo CIGB370 fue capaz de inhibir la formacion de metastasis
de pulmon en el mode rimental de metastasis espontanea del tumor de Lewis. La
comprension de los mecanismos inducidos por el polipéptido CIGB370 debe permitir el
diserio de tratamientos para bloguear las metastasis, independientemente del origen
del tumor primario.

Proyecciones futuras en el campo de las bacterias en € tratamiento del cancer.
En este trabajo se muestra el efecto citotdxico de factores secretados por S.
marcescens sobre células tumorales, en ausencia del sistema inmune. Estos factores
también presentan actividad antiangiogénica, lo cual sugiere nuevos paradigmas en el
campo de la regresion tumoral mediada por infeccion. Similares hallazgos fueron
encontrados por Huntil y colaboradores (Hunter y col., 2001) en los experimentos con
T. gondii. Ellos indicaron que la inhibicion de la anglogene3|s fue méas rapida que un
sistema immune activado, y puede contribuir a la regresion del cancer, al menos en T.
gondii (Hunter y cal., 2001). H presente trabajo corrobora este hallazgo (que al parecer
se obtuvo en ambos laboratorios en paralelo) y aporta moléculas responsables de este
efecto, confiriéndole al conocimiento actual que las “infecciones de tumores con
determinados microorganismos hacen que éstos sobreexpresen moléculas citotoxicas
especificas para células tumorales y que éstas a su vez tienen capacidad
antiangiogenica”. Probablemente esta potencialidad la presenten los microorganismos
anaerobios que tienen la propiedad de praliferar en el nlcleo de los tumores (Sznal y
col., 2000). Este trabajo sugiere que las bacterias pueden secretar proteinas
citotoxicas para células cancerigenas, de forma similar a muchos antibidticos que las
bacterias producen para destruir otras bacterias u hongos. La proteina oxidoreductasa
llamada azurin (proteina redox), parece ser secretada por baderias para originar la
muerte de células de mamiferos (Yamada y cal., 2004; Punj y coal., 2003a; Punj y col.,

Ly col., 2004). En el presente trabajo se evidencid que también las bacterias
pueden SO reexpresar metaloproteasas para destruir células de mamiferos, con
especial predileccion para células proliferantes y que estas proteinas solubles pueden
ser (tiles para la terapia del cancer, independientemente de su origen histologico.
Probablemente esto se deba a que la region C-terminal tenga la capacidad de unirse a
mas de un receptor relacionado con la proliferacion celular y que en las células
tumorales estén sobreexpresados para garantizar su capacidad de crecer
inexorablemente. Esto debera ser de gran interés para bacteriologos y microbiologos
en general, para explorar por qué las bacterias secretan proteinas redox (Chakrabarty,
2003) o metaloproteasas para originar la muerte de células de mamiferos.



B desarrollo de mejores métodos para evaluar y acceder a la diversidad
microbiana debera indudablemente proporcionar un suministro continuado de nuevas
cepas microbianas que pueden incorporarse en los programas modernos de
descubrimiento de drogas anticancerigenas. En este contexto, nuestro procedimiento
(Abrahantes-Pérez y cal. 1996), que permanece practicamente mexplorado representa
un recurso particularmente prometedor. Este metodo podria convertirse en una
herramienta rutinaria de trabajo para dirigir la produccion de moléculas antitumorales
de manera especifica. El mismo revierte vital importancia en la obtencion de productos
naturales y las estructuras que de €llos se derivan, en el actual y futuro terapéutico del
cancer
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Figura 3. Actividad del polipéptido CIGB370 natural (P25). (A) Efecto de MG2327, P25 y
P50 sobre la diferenciacion de celulas endateliales en matn |. Las células HMEC se cultivaron
en condiciones de activacion (10 ng.mL™" EGF, 1 ugmL™* de hidrocortisona) en presencia de
concentraciones similares de MG2327, P50 aci/ P25, en ausencia de tratamiento (CP) y sin activar
(CN). En el grafico se agrupan los resultados de tres experimentos independientes. Las barras
representan la DEM, (n=3). (B) EI CIGB370n incremento significativamente (p<0.0001) la
sobrevida de los animales portadores del tumor TC-1. (C) El CIGB370n inhibe la formacion
de metastasis espontanea de pulmdn de Lewds.
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