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RESUMEN 

RESUMEN 

El aumento en la adhesión de leuc.;citos. en forma dependiente· de NF-1':8 

es carac~eris~ico _: ~e -,_ .. _J,á~ -·~' -C::él~--~~s: ~::~n~~t~li~I~~ _ acti".'adas _ por :_ citocinas 
proinflamatoñas. Se· 11~ po~túlad~ qu~:: dt>~.;.;,anera .. ~imilar, el .. a,;meÍ)to "en .la 

adhesión de células .lúmoraies'.á: endo.teliales pod~la jugar un papel ,,..:;portante 

durante 1a meÍástasis. sin·a·mba~go; la pa.rtié:ÍpaéÍón del· iactor de transcrip.ción NF~ 
..:Ben es~e-.p~o6e~6:-no ha ~Íd~ t;;·~t~--~·~~d~,~ 

ErÍ este' trab.ajo rep.;rtariios que c"élulas de linfomas metastáticos humanós 

secretan factores solubles que aumentan la capacidad de las células endoteliales 

para adheñr células U937 in vitro. Este fenómeno depende de la activa.ción del 

factor de transcñpción NF-KB ya que el uso de inhibidores especificas para éste 

factor, como el BAY 11-7085 o la aspirina, interfieren con la adhesió.n inducida po"r 

los medios condicionados de las células tumorales. 

El tratamiento con los productos secretados por las células iumorales no 

inducen la expresión de selectina-E pero si la de ICAM-1 · en la• membra.na de las 

células endoteliales. 

Se descartó la presencia de• TNF-a y de 1.L"113 entre. los productos 

secretados por las células del linfoma_usando anticuerpos neutralizantes y análisis 

por ELISA. 

El fenotipo de activación endotelial evocado por los productos secretados 

por las células_ tumorales se ~semeja al inducida por citocinas proinflamatorias 

como el.TNF-a. y la IL-113. Esta activación converge en la translocación de NF-i<B 

induciendo un aumento en la capacidad de adherir células tumorales, lo que 

sugiere u~ pa~el para este factor de transcripción en el endotelio vascular durante 

los procesos metastáticos. 
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RESUMEN EN INGLES 

ABSTRACT 

An NF-><8-dependent lncrease In cell adheslon of leucocytes . is 

characteristic of the activated endothellal cell phenotype lnduced · by 

proinflammatory cytokines. ll has been postulated that a· similar l~crease · 1.~ cell

adhesion to endothelial cells plays a critica! role during metastasis: nevertheless. 

the partlcipation of NF-1<:8 In thls process has not been explorad. We report that 

cells from a human metastatic lymphoma ralease soluble factors that increase·the 

ability of endothellal cells to adhere U937 cell" in vitro, linked to the activatlon of 

the transcriptlon factor NF-1<:8. Thls phenotype resembles ºthe one lnduéed by 

prolnflammatory cytokines such as tumor necrosis factor alfa (TNF-a) or lnterleukln 

1 beta {IL-1 ¡3). TNF-a. or soluble factors secretad by tumor cells treatment lead to 

increased expression of ICAM-1 on the surface of the endothelial cells •. su9gesting 

a role far thls protein in the adhesion of U937 cells to the endotheliu,m~ ·:·< 
8oth 8AY 11-7085 and asplrln {speclfic lnhlbitors of Nf'.'~.<8, actlvatlon), 

interfered with the increased adhesion of U937 cells to endothelial cells pretreated 

with TNF-a. or with tumor derivad soluble factors, str~ssili~· tiu~:iffiPo~ánc~ of NF-

1.:8 in this response. The presence of TNF-a. or.IL-113~.;:,';;n'~·"\·t;~·~olubi~ products 

secreted by lymphoma ceUs was discarded ustng -- ~eW:ilrSÚ~t~~t antib~dies and 

ELISA. Other human lymphomas and cerVical~:,~dÉt.nOcar~inOm~ cell lines -also 

secretad products that lncreased endothella·l.ceU~dheslo~.capacity. 
Hence, these lymphoma cells secrete. products difieren! to .TNF-cr. or IL-1 p 

that promete NF-1<:8 dependen! cell.: adheslon. We postulate that endothellal 

activation by proinflammatory cytokinSs and by tumor·derived products converge 

on NF-...::B activation, suggesting a role -for endothelial NF-KB activation during 

metastasis. 
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INTRODUCCIÓN 

La proliferación ·celular. es un proceso .. cuidadosamente regulado, que 

responde a nec9sida.des especificas· de J0s'.·diteÍentes tejidos del organismo 

variando . a. I~··.: Ía~9o _ . ."d~ -~U_ '.·.~~~-ª~~ji~-~-·~/ resJ'.>~~~fen~O - a múltiples Condiciones 

ambientales .. En: un a'níJ'11~·1 jo;;e.{:1a pr;,;liferaciÓn '~elular es mayor a la muerte 

celular, asf el organismo p.:,ede'aúrrient~~ ci.;, tani;.~o; sin embargo, en un adulto el 

número de cél~Ías que nacen es iEJuaí' al número de células que mueren. por lo 

que se. establece un equilibrio que se refleja en un aparente estado estático. 

Ocasionalmente. los controles celulares que regulan la proliferación se 

alteran y las células comienzan a crecer y a dividirse sin que el organismo tenga 

necesidad de esto. Esta pérdida de control. es el resultado de una acumulación de 

errores en los sistemas de regulación celular que se refleja en una división celular 

descontrolada generando neoplasias y eventualmente tumores. 

En la mayoria de los casos. los tumores son monoclonales. esto es. 

provienen de una sola célula progenitora que ha sufrido un cambio permanente y 

heredable a toda su progenie. proceso conocido como transformación neoplásica. 

A pesar de que los tumores inicialmente son clonales en proceso de alteración 

graduada. la célula progenitora presenta las alteraciones suficientes para 

desencadenar el proceso conocido como progresión tumoral. 

Estas alteraciones se presentan en la población de células que forman al 

tumor y pueden ser epigenéticas. esto es. cambios en el patrón de expresión de 

genes. sin que se altere la secuencia de DNA. Algunas de estas mutaciones_ 

confieren ventajas selectivas a las células. como puede ser el presentar un ciclo 

de proliferación rápido. Asl, este tipo de cambios permiten que su progenie celular 

sea dominante dentro de Ja población tumoral. Este proceso es conocido .c?om~ 

selección clonal. ya que se ha formado una nueva clona de células cancerosas 

que tienen caracterfsticas que le confieren una ventaja sobre las otras células. LB 

selección clonal continúa durante el desarrollo del tumor. originando un tumOr con 

una mayor capacidad de crecimiento y con mayor potencial de invasividad. 

Un tumor maligno es capaz de invadir Jos tejidos adyacentes y diseminarse 

por todo el organismo a través del sistema linfático o vascular. proceso conocido 

. ri=sr~ r ._., f' l.w lU \.,' ·~ 
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como metástasis. La capacidad metastásica_ de un tum~r es __ ~I p~~.cipal problema 

que afronta la oncologia 'c11n!ca: Actualmente. se estudian.las diferentes.fases del 

proceso metaStÍ.tsico.- '1c;··.-q·u~ p~rmilirá: estab1eC~r t~at~·mienÍ~s · es~e.c::tficos para 

tratar de conti-a~~star:ra metá.sta'Sis ·de··diferentes riian-~rás·~ · 
". .:.:::: . . ~ ·;,,: 

1. PROCESO METAS!ÁSICO' 
La óiétéSúiSts::,e·s·,:~~n · proce·so complejo y din.árnica' en el ~ual. ·;las 

interacé::iones Cé1u1él-~éiU1a; ·t.ant~· entre aquellas que forman el t"U-~6r3ci,"r:;,0<0ntre 
las células tumorales y diversC:.s tipos de células del hospedero. jué~an''L1n p;.pel 

central. 

Este proceso puede ser dividido en varios pasos secuenciales · cuya 

regulación es sólo parcialmente comprendida. ·· :_··::\.· 

En un inicio, células tumorales solitarias se separan del. tu~o;:-_:P;imaño • .. --:.'" -
proceso llamado .. disociación de células tumorales". Las células 'disociádas se 

infiltran en el estroma circundante (invasión) y entran a la vascul·~-~u~,_:·~º.al_-~i~:~~.r:na 
linfático (intravasación). Gracias al flujo sanguineo o linfático, las célul_as_'tumo_rales 

son distribuidas pasivamente a distintos órganos. donde se propone_',:. que· se· 

detienen en las vénulas postcapilares de los órganos blanco. 

Subsecuentemente. las células tumorales dejan 1a 
(extravasación) e invaden el órgano blanco (invasión secundaria)._,Sin_ ~~t:iarQo, '·ª 
invasión del órgano blanco no resulta necesariamente en el ·desaíi-Oü-o··-de una· 

metástasis clínica aparente. ya que el desarrollo metastásico puede··~~-~-Jiffiitado o 

incluso eliminado por el sistema inmune. pudiendo perman~cer_-.. .:.~¡-¡~;n~~'o:so~ por 

varios años. estado al que se le conoce como tumor en estad~. l~te"nte.: Después 

de diferentes periodos. las células tumorales latentes pueden ser estimuladas por 

distintas condiciones micro-ambientales como procesos infecciosos o de 

remodelación tisular que reactivan su proliferación y permiten el establecimiento 

de masas tumorales secundarias (Engers et al ... 1999) (Fig. 1 ). 

En lo que respecta a células tumorales individuales, la cascada 

metastásica siempre procede siguiendo una regla de todo o nada. Una formación 

metastásica sólo será exitosa si una sola célula es capaz de sobrevivir cada uno 

10 
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de los pasos de la cascada . ."_Sin embargo. __ esto solo es logrado. por Un número 

pequeño de células tumorales. lo_ que significa qUe: la meÍáStasis:·· ~·.:¡a~do · se 

refiere a una sola célula.tumoral. se.puede considerar po'r tarÍtO cOmo'Un·;evento 

Ineficiente. Se ha demostrado que a pesar de que se liberan millones de células 

tumorales a la circulación, la f~ecuencia de metástasis es igua1·0 menor al 0.05o/o 

(Nicolson, 1991). Cabe considerar que la constante repetición de la cascada 

metastásica proveerá suficientes células tumorales capaces de sobrepasar todas 

las barreras y establecer exitosamente una y por lo general varias metástasis 

clínicas (Engers y Gabbert, 2000). 

Figura 1. Fases del proceso metastaslco. (Tomado de Fidler. 1990). 

1.1 Invasión 

1. 1. 1 Disociación y diferenciación de células tumorales 

Este paso requiere que una célula se disocie del tumor primario y tenga la 

capacidad de interaccionar con el tejido que la rodea: estas interacciones incluyen 

TESIS CGN 
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locomoción activa, adhesión célula-célula,· adhesión. célula-matriz y proteólisis de 

la matriz extracelular. Este es e'I paso Inicial y el más importante en la formación 

de metástasis. La capacidad de las células tumorales para disociarse y migrar 

aclivamerite depe.nde.~~--:su·. 9.~ª·~a·d,e progresión hacia un fenotipo' invasi~~. 1~· .. cu~I 
es evidente por el h;,;'cho·.de··~ue .·las' 'células que se encuentran en '

0

el· .. frente 

invasivo son célul.;,:; co~ ;;~-ra~terl;tica,:; moñológicas distintas ,;¡. las'C:Íel ré·o;t.; d~I 
tumor, resultándo en'¡,;¡ ~ep,;¡raclón .de células Individuales o de pequ.:;ñ·a;;·n:.asas 

de células que Invaden .el tejido circundante (Gabbert et al •• 1985). L.;¡. imp'ortancia' 

de la capacidad de disociación de las células tumorales es eviéú.;,i.;, ; .;-, se 
considera la correlación entre esta capacidad y la prognosis gen~·,.a, 'd-~í i~··~¿;~. 

' '.,, .. 
La integridad del tumor es mantenida por interacciones homotfpic:as 'entre 

las células del tumor, las cua!es son mediadas por moléculas de adh~·~ióO. -A·. nivel 

molecular. la disociación tumoral requiere la pérdida de estas adhesiones 

homotipicas entre las células del tumor. estas adhesiones son mediadas por dos 

grupos de moléculas de arlhesión (Engers y Gabbert, 2000) (Tabla 1 ): 

1) Súper familia de inmunoglobulinas: Participan en la adhesión célula

célula independiente de calcio. Se ha observado que moléculas como: 

N-CAM (molécula de adhesión neural), CEA (antlgeno carcino

embriónico), DCC (deletado en cáncer de colón) y MUC-18, miembros 

c:!e esta superfamilia, participan en la invasión de tumores (Rosales et 

al., 1995; Yoshioka et al., 1998). Se ha demostrado que MUC-18 se 

encuentra presente en melanomas humanos y que participa en la 

agregación homotlpica de las células tumorales (Johnson, 2000). 

Estudios hechos en carcinoma cístico adenoide de glándulas salivales, 

muestran que el bloqueo de N-CAM interrumpe el proceso invasivo, 

demostrando que ésta molécula se requiere para la invasión de tejidos 

durante la progresión metastásica (Franca et al., 2001 ). 

2) Familia de cadherina: Moléculas que median la adhesión célula-célula 

dependiente de calcio. De esta familia, el miembro que más ha sido 

estudiado en procesos metastásicos es la cadherina-E. Se ha observado 

que muchos carcinomas humanos disminuyen o pierden la expresión y/o 
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función de la cadherina-E. siendo este un cambio temprano durante el 

desarrollo de· I~ pÍ'~gre~ión ~et~stá-Sicia. Esta d·(~min'~ción faciÜta que las 

células tumorales· se liberen de los controles de adhesión ·de las células 

, vecinas y les permite separarse de la masa tumoral primaria (Birchmeier 

et al., 1994; Johns6n, 2000). E~tu~ios're,;li'.,zaci~s in vitro h~n ril'óstrado 

que la pérdida de la expresión dé cadherina~E está asociada al aumento -· ,, '·' .. -; - . . ' . - ' ·~ '. •' - . . .. - ·- '· . . 

en fa ~_ctiVid.á'd __ i~-'j~_Si~8·_~~---~ª:1es·:éte_-:Cófé~0na y'en Cultivos de órganos, y 
que esta ,;,;tivÍdad. es reversib,hi con la transfección de cadherina-E a las 

células (\/1erTI,iÍ1ckx. et al~; :19'91 >-' Paradojicamente, los tumores en 

etapas _máS avanzadas ~uéstran una recuperación de la expresión de la 

cadherina-E en melanocitos (Silye et al., 1998). 

MOLECULAS DE ADHESIÓN EN EL PROCESO METASTÁSICO 

Csclhorlnas 
cadhertna-e 
VE-Cadherin.:. 
cadhe,inaN 

Sc/ectinas 
Selecüna-P 
Selectina-E 
Sialil Lewis. X/A 

Super-familia de lnmunoglobullnas 
ICAM·l 
VCAM-1 
Lu-ECAM-1 

lntegrinas 
uvll3 
n4p1 
u2 
uS 

Otrns 
L1 

Voura et al., 1998 
voura dt al .• 1008 
Sandig el al., 1997 

Stone etal •• 1993; Bcrslg et al., 2001 
Krause et al., 1999 
Shlrota ot al., 2001; Sato el al, 1995; Borslg ot al., 
2001 

Tamakl et al., 1995 
voura et al., 1998 
Goetz et al., 1996 

Voura ll!ll al.. 1998 
Maree! et al., 1993 
Jlang et al,. 1998 
Jlang et al .• 1998 

Ouczrnal et al., 1997 

Tabla 1. Moléculas de adhesión cuya partJcipación ha sido reportada en 
diferentes fases del proceso metastá:sico. 

1.1.2 Locomoción Activa 

Un prerequisito para que las células tumorales puedan Invadir los tejidos 

circundantes y la matriz extracelular es tener capacidad de locomoción activa. 

TESIS C~.·J 
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definida como un proceso. de varios paso,s cfcli~s.: q~~. c~rece d~ ·un punto de 

inicio fijo. Las células extienden· un borde. (pseudopodo o .. lamellpodio) ·,que se· 

adhiere al sustrato a través de receptores especfficO~·. ·gene~~·dose·f~-~rzas.que 
jalan a esta parte de la célula hacia. delante.· Subsecuentemente; ·se lleva a cabo 

una contracción .que ~~ ·a'?om~~r\~-d~./~o~ ia .separaci.?~· .:.~~·.~,.•~.~·':~"i~·1éC.~1~s .. :de __ 
adhesión y sus ligandos en la matriz extracelular en la· pa.rte post;;¡,:¡;¡~··(o p~rte 
final) de la célula, resultando en ;.I despl;.zamiento de la cé1~Ía. Ll:;s ,;;;¡léculas de 

adhesión liberadas son· recicladas pOr. endocitOsis, transporte vesici.Jlar y/o por 

movimiento en la superficie de la célula (Sheetz et al., 1999). 

1. ·t .3 Adhesión célula-sustrato 

Para poder migrar a través de la matriz extracelular, las células tumorales 

tienen que establecer contactos tempor_ales con componentes de la matriz 

extracelular (MEC). Estos contactos se realizan a.través de receptores especificas 

de sustratos (moléculas de adhesión), entre. los que .las integrinas juegan un papel 

predominante. Experimentos realizados __ tanto in_ v_{v'?·como ~n vitro han aportado 

evidencia de la participación de inte9rinas de la familia beta 1 en la progresión 

tumoral y en la metástasis. Se ha obsen)~·do_.una _red~cción en la expresión o una 

distribución alterada de las integrinas q!-:10-_a,~~.ú~~:.~~rTio receptores de colágena y 

de lan1inina en cáncer de colon. puln:i~n~~-, p~ricr~Bs ~ y de glandula mamaria 

(Stal!mach et al., 1992; Roussel et .,1.,19:9~¿·w .. foe1 ;;;t .;1.~· 1995: .Gui et al., 1996). 

En modelos experimentales de metástaSis.<.dOnde· las· células tumorales son 

inyectadas de manera intravenoSa Y·~~~ ~et~·~~~·~-~.~.-~~ '.é~~,l~a. ~~_ntand<? las lesio.nes 

pulmonares, se ha demostrado que'.,;.;l_/blc'.:.~.:iec'.:. de, la· interacción VLA-4 

(cx4J31 )NCAM-1 usando anticuerpos ·especlficos i.nh.ibió la formación de metástasis 

de melanomas humanos (Okahara etal ... 1993).: 

Los receptores de colágena y de lamlnina juegan un papel importante en la 

adhesión de células a su membrana basa-1. Los estu-dios realizados sugieren que 

la pérdida de adhesión =n la membrana basal es importante para el desarrollo del 

tumor. La migración dependiente de integrinas puede ser afectada por diversos 

factores como la densidad de los componentes de matriz extracelular que sirven 
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como sustrato-ligando, _los niveles de expresión de las integrinas, y !ª afinidad de 

las integrinas por sus llgandos· (Palecek et al., 1997). Todos estos parámetros 

varían dependl.;ndo de Ía localización anatómica tisular y pueden ser modulados 

por citocinas (Klm et al., .1997), Influyendo sobre. la malignidad de los tumores de 

una maneratú,.,;or~especlfica (Engers et al., 2000). 

1. 1.4 ProteÓlisis 

Durante el proceso de Invasión, las- células tum,;rales -tiene~ que cruzar la 

matriz Intersticial que _ está .;.;,:np;,.esta de -• pr.;teoglicSnos; . gllcoprotefnas y 

proteínas filamentos~s.··Se ha obse~~dC/qu·e'-~uChos·_-tu~·ores .Íi~nen altos niveles 

de actividad proteolftica; por i'o que s..Ó pf~nsa ~ue ,.;, d;gradacfón proteolftrca de la 

matriz extra celular es un prereqUiSit~-'.:para· ·q~·e u:~ t~rTio~- inva'da exitosamente el 

tejido que lo rodea (Crawfc:)rd ·et:a1.,·.;994); Las proteasas que participan en la 

invasión y la metástasis.-. sé<diVide,;:·-~n-~4--grup.os: metalOprotefnasas de matriz 

(MMPs), protelnasas de· serin;.s·, •.protefna~as de cisternas y protefnasas de 

aspartato; siendo fas más est;_,di;.das las MMPs. 

Las MMPs representan- una familia de proteasas entre fas cuales la MMP-2 

y la MMP-9 juegan un papel importante en la degradación de matriz extracelular 

para la invasión (Ray et al., 1994). La mayoría de las MMPs son secretadas como 

zimógenos o pro-enzimas que son activadas extracelularmente Pc;>r un corte 

proteolltico. La actividad de estas enzimas es balanceada por inhibidores de las 

metaloprotelnasas tejido especificas (TIMPs), de los cuales• se_ con_ocE>n 4 

isoformas (Gómez et al., 1997). Estos inhibidores se pueden·.a~ociar e inhibir a 

varias MMPs. sin embargo. se asocian especificame~te -=:t. una s_ola pro-~nzima 6 

zimógena de MMPs. evitando asl su activación. Se piensa que cuando se rompe 

el balance entre pro-MMPs/MMPs y los TIMPs se determina el fenotipo invasivo 

(Engers et al., 1999), de hecho, se ha observado en varios modelos que la sobre

expresión de cualquier isoforma de TIMP o la aplicación de proteínas TIMPs 

recomhinantes inhiben la invasión tumoral (Gomez et al., 1997; Wang et al., 1994; 

Baker et al .. 1999). 
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Recientemente se ha investiga.do la participación de .varias proteinasas en 

pacientes con cáncer (Tabla 2). En particular, en. carcinoma de mama se ha 

encontrado una relación inVersa (estadisu'~~ente SignifÍC~ti~a) ent~e .10·-sobre

expresión de catepsina o y la sobrevivencia ·de.pacientes· (Foekens et al;; ·1993). 

Un efecto similar se ha observado en e~tud~Ó~:~~~liz~~os·-'~ri-·el j~l~s~Úlógé;.;o lip~ 
urocinasa (uPA), donde la sobre-expr.:.sión d;; . .;~te f;ct.;,: di~¡:;',in~;,e I;,· posibilidad 

- ..... -- -- 'o,·.,,,_•, .... -,· 

de sobrevivencia de pacientes con carcin.ómB da··cmama\/de BsófagO (DUQgan-et 
' . ,., _, ·- ., 

al., 1995; Torzewski et al., 1997). 

1.1.5 lnva:<ión tumoral como una propiedad temporal 

Como se mencionó anteriormente, el· p50ud6podo de diferenciación en el 

frente invasivo de los tumores malignos es ··un p~erequisito esencial para el 

proceso de invasión por locomoción activa.· sin em.bargo, este bloque contiene 

células tumorales que aún no tienen un fenotipo invasivo que pueden modificarse 

durante la progresión tumoral (Gabbert, 1985). Consecuentemente, no tedas las 

células de tumores malignos pueden ser consideradas invasivas. pero muchas 

forman parte de un reservorio o "'pool"' invasivo. sin embargo. este paso es 

reversible por lo que algunas células tumorales pueden dejar el reservorio i~vasiva 

y re-diferenciarse en complejos tumorales no invasivos (Engers et al .. 2000). 

1.1.6 Inducción de diferenciación 

En la actualidad, no es claro como. se regula el cambio fenotipico del 

reservorio en el frente invasivo. El hecho es que este fenómeno está restringido al 

frente invasiva. sugiriendo un papel importante del microambiente de los tejidos 

que se encuentran rodeando y en contacto directo con el tumor. Por lo que se ha 

propuesto que el cambio de un fenotipo invasivo a uno no invasivo podrla estar 

regulado por la inducción de señales del tejido hospedero que afectan 

epigenéticamente el programa genético de una manera positiva o negativa. 

t ITSIS 
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METALOPROTEINASAS QUE PARTICIPAN EN EL PROCESO METASTÁSICO 

Metaloprotelnasas do matriz 

Protelnasas de serina 

Protelnasas de clstefnas 

Protelnasns de asp;lrtato 

Otras 

Colagenasa Intersticial (MMP-1 
Colagenasa neutroflllca (MMP-8) 
Colagensas-3 (MMP-13) 
GelatJnasa A (MMP-2) 
Gelatlnasa B (MMP-9) 
Estromelislna-1 (MMP-3) 
Estromelislna-2 (MMP-1 O) 
Estromcllsina-3 (MMP-11) 
Matrilisina (MMP-7) 
MT-1-MMP (MMP-14) 
MT-2-MMP (MMP-15) 
MT-3·MMP (MMP-16) 
MT4·MMP (MMP-17) 

Actlvador de plasmlnógeno tipo uroclnasa (UPA) 
AcUvador de plasmln6geno tisular (tPA) 
Elastasa 
Plasmina 
Catepslna G 

Catepslna B 
Catepsina L 

Catepslna D 

Tiol Proteinasas 
Heparanasas 
Hlaluronidasas 

Tabla 2. Protelnasas asociadas a la metást.osls. (Engers et al •• 2000) 

Como consecuencia de ésto. la invasión tumoral debe ser vista como una 

propiedad biológica-temporal que depende de dos factores principales: 1) la 

determinación genética pre-existente de todas las subpoblaciones dentro de un 

tumor maligno: 2) los factores epigenéticos. que proveen de un microambiente 

adyacente al tumor que es capaz de modular el potencial invasivo al inducir el 

cambio temporal del fenotipo tumoral (Engers et al., 2000). 

1.2 lntravasación, arresto de la célula tumoral y extravasación 

Después de haber invadido exitósamente la matriz extracelular. las células 

tumorales entran al sistema vascular para diseminarse por el cuerpo. paso 

conocido como metástasis. Este paso requiere una secuencia coordinada de 

.. ·.- ..... 
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proteólisis y locomoción activa. El análisis estructural de tumores primarios sugiere 

que las células tumorales llegan al flujo sangulneo a través de pequeñas venas o 

a través de neovasculatura sinusoidal de los tumores parentales. Dentro del vaso 

sanguíneo. las células tumorales circulantes interactúan con los constituyentes 

celulares y humorales de la sangre y con las células endoteliales de los vasos 

(Hellman. 1991: Sugino et al 1993). Estas interacciones tienen una influencia 

significativa en el destino de las células metastásicas y el desarrollo del proceso 

de diseminación e invasión. En varios estudios se ha encontrado que la eficiencia 

de invasión vascular tiene un gran impacto en el pronóstico del curso que sigue la 

progresión metastásica. Esto es. pacientes en tos que durante la cirugfa se 

detecta invasión de vasos sanguíneos o linfáticos tienen una peor prognosis que 

aquellos en los que esta invasión no es detectada (Gabbert et al., 1992). Después 

de haber entrado a la vasculatura, las células tumorales se diseminan en el flujo 

sanguineo hasta llegar a los órganos filtradores como el hlgado y el pulmón. En 

esta etapa. las células tumorales necesitan evadir la respuesta inmune. esto es. 

adquirir la capacidad de evitar la acción de linfocitos T. neutrófilos. macrófagos y 

células asesinas (NK). 

Existe un consenso general en que el arresto de células tumorales 

circulantes se lleva a cabo en el sistema de venulas postcapilares. y que_ una pc:irte 

del fenómeno depende del arresto mecánico debido a la restriCción ·de tarTISño 

(Thortacius et al., 1997). Evidencia morfológica indica que una s;;la ~élula Ú.í¡:.,'o~ai 
. -- . - ' : ,_:_ ~'""• . ~ 

puede entrar y detenerse en los capilares. mientras que un tapón'::'.-mUltiCelular 

tiende a detenerse en vasos más grandes. en los que la presió:~ :y·-¡9 ~U_rb~~_jl~ncia 
afecta su viabilidad de manera adversa. 

Sin embargo, también es posible que el paso de una sola cétu'1~-·~ su anesto 
. -.. 

en el capilar no sea por un efecto mecánico. sino que ocurra porQUe · 1a célula 

metastásica encuentra las condiciones necesarias para adherirse. Para que ésto 

se lleve a cabo se requiere que el endotelio se encuentre -activado. lo que le 

permite expresar en su supeñicie las moléculas de adhesión necesarias para 

resistir el arresto mecánico del flujo sangutneo y que sirve de base para la 

extravasación. 

T::SIS 
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El sitio de arresto de la célula tumoral es uno de los factores que 

contribuyen a Ja metástasis de órganos específicos. observado en varios tipos de 

cáncer (Weiss. 1985) y se ha pensado que involucra interacciones especificas 

entre fa superficie de la célula tumoral circulante y el endotelio o el sub-endotelio. 

También se ha propuesto que la especificidad se ·_debe a las diferencias 

antigénicas entre distintas partes del árbol vascular en varios órganos {Auerbach 

et al., 1985; Pressman et al., 1964). Sin embargo, no se puede asegurar que la 

especificidad de la metástasis en ciertos órgan'ós:S~ deba sólo a Ja capacidad de 

adhesión, sino que también Involucra la expresión de factores atrayentes, de 

sobrevivencia y/o proliferación que con.trib·~Yen·.: a crear un microambiente 

especifico que resulta favorable para el de.sarrollo del tumor. 

Después del contacto inicial 'con e!I endotelio, las células tumorales se 

extienden a lo largo de la pared vascular (Chambers et al.. 1995). para 

posteriormente extravasarce. proceso que involucra la degradación de la 

membrana basal del vaso por acción de enzimas liberadas por las células 

tumorales, entre las que se encuentran los activadores de plasminógenos que 

sirven para activar a la colagenasa tipo IV, a la catepsina-B y a las 

endo91icosidasas de heparán-sulfato (Meyer et al., 1998). Los leucocitos. los 

fibroblastos y las células endoteliales contribuyen a este proceso de degradación, 

el cual es balanceado por la actividad de inhibidores de estas enzimas, incluyendo 

TIMPS. derivados de los tejidos alrededor del tumor (Khokha et al., 1995). 

Posteriormente. existe una interacción con el sustrato y una locomoción aCti\,~a. 

procesos que se llevan a cabo de la misma manera como se realizaron durante el 

procesos de intravasación e interacción con la matriz extracelular (Engers et al., 

2000). 

1. 2. 1 Quiescencia Tumoral 

Por observaciones clínicas, se sabe que la metástasis distante puede surgir 

años después de haber removido el tumor primario {Callaway et al., 1989). Como 

se mencionó anteriormente, investigaciones recientes han demostrado que más 

del 80% de las células tumorales circulantes se extravasan exitosamente pero el 

í::~SI8 
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número de metástasis que surgen de estas células es mucho menor del esperado 

(Chambers et al., 1995). Esto debido a que las células tumorales después de 

extravasarse entran a una fáse de retardamiento del crecimiento que es 

equivalente al fenómeno de micrometástasis silenciosa o de tumor en latencia. 

Esta micrometástasis pü0de .tener alta actividad proliferante. que es balanceada 

por una apoptosls activa (Racila et al., 1996; Vitetta et al.. 1997). Eventualmente, 

muchas de las células del tumor se detienen en la fase GO del ciclo celular 

(Marches et al .. 1998), lo que resulta importante desde el punto de vista cllnico ya 

que las células detenidas en esta fase del ciclo no son susceptibles ni a 

quimioterapia ni a radioterapia. Sin embargo. como resultado de los cambios 

microambientales. estas células son susceptibles de re-ingresar al ciclo celular en 

cualquier momento y como consecuencia establecer una metástasis distante. aún 

muchos años después de que el tumor primario haya sido removido (Engers et al., 

2000). A la fecha se desconocen la señal o señales que rompen este estado de 

letargo y despierta el crecimiento de la masa tumoral secundaria. 

2. INTERACCIONES ENTRE LAS CÉLULAS TUMORALES Y LAS 

CÉLULAS ENDOTELIALES 

El sistema vascular es un órgano a;iniCO. con u_na lámina basal que forma un 

limite físico entre los compcirtimentoS intra- y eXtrav:asculares. Originalmente las 
- . - - . 

células endoteliales fueron consid~~adáS ~Ca~·o u"n~ barrera inerte: sin embargo. 

actualmente se sabe que éStas -'-CélU1;~Ú:;._tie~en-.·-uiia partii::ipación activa en la 

regulación de un gran número de p-rocesos homeostático:S y patológicos. entre los 

que se encuentran: la embriogénesis. la regulación del tono vascular. 

mantenimiento del equilibrio pro y anticoagulante, la fibrinolisis, la arterogénesis, la 

isquemia y la inflamación tanto aguda como severa (Hill et al., 1997). 

La investigación de las interacciones entre las células cancerosas y Ja 

pared vascular ha llevado al reconocimiento de que existen mecanismos 

compartidos entre la fase hematógena de la metástasis del cáncer y la 

patofisiologfa de este proceso. 

---------· --~ 
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De muchas maneras. el , contacto inicial y la transmigración de células 

tumorales se asemeja a lo que realizan los leucocitos durante la reacción 

inflamatoria (Muller et al.. 1995). 

2. 1 El contacto inicial 

Al igual que con los leucocitos. las células tumorales tienen que 

interaccionar con las paredes vasculares para disminuir su velocidad y poder 

adherirse al endotelio y extravasarse. Los contactos iniciales entre las células 

tumorales y el endotelio son débiles y temporales. y se basan principalmente en 

interacciones carbohidrato-carbohidrato presentados por moléculas de adhesión 

en ambos tipos celulares. Se postula que esta interacción inicia la activación tanto 

del endotelio como de las células tumorales a través de citocinas. radicales libres. 

lipidos bioactivos y factores de crecimiento. Estos mediadores causan la expresión 

de moléculas de adhesión inducibles en ambos tipos celulares reforzando las 

uniones iniciales, subsecuentemente, mediadores humorales y/o vias de 

transducción relacionadas a las integrinas llevan a cabo la retracción del endotelio. 

el movin1iento y la migración transvascular de las células tumorales. 

En este estado, los contactos con las células endoteliales juegan un papel 

importante pero aún no se ha determinado con claridad la identidad de las 

moléculas que participan. Sin embargo. existen candidatos potenciales como: las 

integrinas u.4(11. u2, u.5, moléculas de adhesión vascular (VCAMs), moléculas de 

adhesión endotelial (ECAMs). moléculas de adhesión intercelular (ICAMs), las 

selectinas P y E. asi como un grupo de moléculas portadoras de un complejo de 

glicosilación conocido como sialil-Lewis (Mareel et al.. 1993; Jiang et al .• 1998) 

(Tabla 1 ). Algunas de estas moléculas son inducibles bajo la influencia de señales 

extracelulares como las citocinas o por radicales libres (Orr, 2000). 

Estudios in vitro han mostrado evidencia de la participación de selectina E 

en la metástasis de varios tipos de tumores, entre los que se encuentran: 

carcinoma de colón, carcinoma de mama. leucemia. linfomas, carcinoma gástrico. 

carcinoma pancreático, carcinoma renal, sarcomas y melanomas (Krause et at. 
1 999). Varios de estos trabajos mostraron que a pesar de que las células 
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tumorales muestran una adhesión basal a las células endoteliales no activadas. la 

adhesión aumenta cuando las células endoteliales son estimuladas con citocinas 

proinflamatorias y cuando las células tumorales expresan el complejo de 

glicosilacién denominado sialil Lewis a y x. Resultados semejantes se han 

obtenido en estudios en los que se ha analizado la participación de ICAM-1 en la 

adhesión de células de 9liomas (Tamaki et al., 1995) y de VCAM-1 en la adhesión 

de melanomas, para ambos casos es necesaria la expresión de las integrinas que 

funcionan como ca-receptores especificas para estas moléculas {Voura et al., 

1998). 

Se ha mostrado que la expresión de integrinas está involucrada en la fase 

vascular de ta metástasis: lo que apoya la teorla de un proceso bifásico, en el que 

las selectinas son las responsables del arresto inicial y las integrinas regulan la 

adhesión tardla. Péptidos con secuencia GRGDS, homóloga al sitio de unión de 

int~grinas RGD, puede bloquear la adhesión de diversas lineas tumorales a 

monocapas endoteliales estimuladas (Lafrenie et al., 1994; Lauri et al .. 1990). 

2.2 La n1igración transendotclial 

La monocapa de células endoteliales que recubre los vasos sanguineos y 

linfáticos es en realidad un epitelio modificado. por lo que presenta las 

caracteristicas estructurales comunes de un epitelio. La integridad del endotelio 

vascular depende principalmente de la organización de sus uniones intercelulares. 

Estas uniones están formadas por la interacción homotipica de los dominios 

extracelulares de una proteína transmembranal conocida como cadherina del 

endotelio vascular (VE-cadherina). la cual a través de su dominio citoplásmico. se 

asocia a una red de proteinas intracelulares como a,. (3 y y-catenina. Se ha 

sugerido que protetnas adicionales como la vinculina y la a.-actinina unen al 

complejo VE-cadherina-catenina con el citoesqueleto de actina. Durante el 

procesos de metástasis. las células tumorales circulantes tienen que interrumpir 

estas uniones intercelulares para poder extravasarse. 

Voura y colaboradores (1998) montaron un sistema que permite medir la 

interacción de las células endoteliales y células de melanoma durante la 
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transmigración. Estos estudios presentan evidencia de que la migración 

transendotelial de células de melanoma puede subdividirse en 5 pasos 

secuenciales (Fig. 2). Las células de melanoma se asientan sobre el endotelio en 

los primeros 30 min de coincubación. una hora después se puede observar un 

penetración parcial que ocurre preferencialmente en las uniones interendoteliales. 

Después de 5 h de co-cultivo, el 50% de las células de melanoma. que 

originalmente tenJan una forma esférica. muestran una morfologla aplanada y 

extendida en la matriz que se localiza debajo de las células endoteliales. indicando 

que el proceso de transmigración ha concluido. 

Trabajos de Lewalle (1997). Sandig (1997) y de Voura (1998). han 

mostrado evidencia que sugiere la participación activa de los dos tipos celulares 

(endotelio y tumorales). caracterizado por la reorganización del citoesqueleto de 

actina. cambios dinámicos en la forma de la célula y la expresión alterada de VE

cadherina en las células endoteliales. La penetración es iniciada por pseudopodos 

en la parte basal de la célula tumoral. ocasionando la formación de 

microfilamentos en el citoplasma de la célula endotelial y que surgen de las zonas 

de contacto con las células tumorales (Fig. 2. etapa I). Estas interacciones 

adhesivas llevan a una redistribución de VE-cadherina y de PECAM-1, a pesar de 

que tanto la VE-cadherina como la N-cadherina están ausentes en los contactos 

entre las células tumorales y las células endoteliales. otros miembros de la familia 

de cadherinas están presentes en los sitios de contacto. lo cual es evidenciado por 

el uso de anticuerpos para pan-cadherina en ensayos de inmunocitoqufmica 

(Sandig et al .. 1997). La permanencia de pan-cadherina en los contactos 

heterotipicos sugiere que las cadherinas proveen de una sustrato favorable para la 

transmigración de las células tumorales. Sin embargo. se desconoce la especie o 

especies particulares de cadherina(s) que están involucradas en este proceso. 

Los pseudópodos o protusiones se extienden lateralmente de la parte basal 

de las células de melanoma. Normalmente. no se observan prolusiones 

membranales de menos de 1 µm de diámetro. lo que sugiera que su formación 

puede ser inducida por interacciones entre las células de melanoma y el endotelio. 

Estas protrusiones. al igual que otros tipos de espículas o microvellosidades 
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contienen F-actina. aumentando el área de contacto entre los doS tipos celulares. 

lo que lleva a una adhesión más fuerte (Fig. 2, etapa ll). 

Las células endoteliales presentan .. nudos" - de microfilamer:itos que se 

extienden hacia arriba y terminan donde las protrusione~. de~ mela~r10ma e~tran en 

contacto con la célula endotelial. Esta organización de las'fibl-as de actina sugiere 

que existen interacciones activas entre las células endot01i~I;;~ ~-e IBs célula~ .·del 

melanoma (Fig. 2, etapa 111). 

La penetración de los pseudópodos a la región localizada entre dos células 

endoteliales, lleva a la retracción de las células endoteliales para proveer el 

espacio necesario para que la célula tumoral se mueva: esta retracción no separa 

a la célula tumoral de la monacapa endotelial. La evidencia experimental sugiere 

que las membranas celulares de ambas células pernlanecen en contacto a·strecho 

durante todo el proceso de transmigración, probablemente a través de 

interacciones heterotlpicas entre las células (Fig. 2, etapa IV). 

Figura 2. Dibujo csqucmético de los pasos secuenciales en la transmigración de 
células tumorales (T) a través de la monocapa cndotelial (E). hasta hacer contacto 
con la lámina basal (LB). (Tomado de Voura et al., 1998) 

El mecanismo por el que se induce la retracción de las células endoteliales 

aún se desconoce. sin embargo. es posible que el contacto inicial a través de las 

moléculas de adhesión ocasione Ja disolución de las uniones interendoteliales. Por 

otro lado, reportes recientes sugieren la formación de uniones espaciadas .. gap" 

que se forman en los sitios de contacto entre las células endoteliales y las células 

tumorales (el-Sabban et al., 1991. 1994; Honn et al.. 1994). Se cree que el ácido 

12(5)-hidroxieicosatetraenolco (12(S)-HETE), un metabolito producto de la 

actividad de la lipoxigenasa sobre el ácido araquidónico. pasa a través de uniones 
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comunicantes tipo "gap" de la célula tumoral a Ja célula endotelial. lo que 

eventualmente lleva a la retracción del endotelio. Se sabe que el 12(5)-HETE 

afecta la redistribución de PECAM-1 y de la lntegrina avfl3 (Tang et al., 1993), 

disparando un rearreglo del citoesqueleto de actina dependiente de la cinasa de 

protelnas PKC (Tang et al., 1995; 1993). Cabe mencionar. que los metabolitos de 

lipoxigenasa también son capaces de facilitar la transmigración de monocitos 

(Sultana et al., 1996). 

Una vez unidas a la matriz subendotelial. las células tumorales comienzan a 

extenderse: proceso que requiere de integrinas que se unen a los componentes de 

la matriz extracelular. Para sellar el hueco dejado por la célula tumoral, las células 

endoteliales adyacentes reorganizan su citoesqueleto de actina y proyectan 

lamelipodios que contienen gran cantidad de fibras de estrés que se extienden 

sobre la superficie apical de las células tumorales. La VE-cadherina y PECAM-1 

reaparecen cuando ta célula endotelial comienza el proceso para re-establecer sus 

uniones intercelulares (Voura et al., 1998) (Fig. 2, etapa v). 

Estos eventos parecen estar relacionados con las respuestas de un 

endotelio activado. Se ha mostrado que el contacto entre las células tumores y la 

monocapa endotelial induce un rápido aumento transitorio de calcio intracelular 

[Ca 2 ·1, en las células endotetiales que parece ser dependiente de un mecanismo 

de contacto célula-célula muy especifico (Lewalle et al., 1997). Este proceso 

involucra cinasas de residuos de tirosina asociadas a receptores. si esta 

fosforilación es bloqueada se inhibe ta separación endotelial y la m~gra<?ión 

transendotelial (Lewaile et al., 1998). También, el mecanismo que regula la 

expresión de VE-cadherina, vinculina y los componentes de los complejos 

cadherina/catenina parece ser dependiente del estado de fosforilación de estas 

proteinas. 
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3. EL FENOTIPO ENOOTELIAL 

3. 1 El fenotipo constitutivo 

INTRODUCCION 

Las células endoteliales dentro de los vasos sangulneos y linfáticos son 

estructural y funcionalmente heterogéneas. Anteriormente. se _me~~io~ó que los 

eventos que suceden durante la metástasis parecen .e~t~r·r~l~c~otÍ~dos c~n las 

respuestas de un endotelio activado. Sin embargo. _ nOrmSf~e~t,8: !as células 

endoteliales se encuentran en un estado que se conoce como fenotipo constitutivo 

o en reposo. que presenta una actividad metabólica muy baja. acorripañada de 

una pobre capacidad para adherir componentes celulares {ÍieuirófiloS. 

polimorfonucleares y plaquetas). 

Las células endoteliales quiescentes o en reposo forman una población 

heterogénea que varia no solo entre órganos sino dentro de vasos de distintos 

calibres dentro de un mismo órgano. La heterogeneidad de estas células es 

evidente al analizar los diferentes morfotipos endoteliales presentes en diferentes 

órganos: asi por ejemplo los endotelios pueden estar formando una monocapa 

contrnua y sellada en los órganos donde realizan funciones de barrera como en el 

cerebro o en los pulmones; o pueden estar formando una capa discontinua con 

espacios intercelulares o fenestradas intercelularmente. como ocurre en el hígado. 

Esta heterogeneidad estructural de las células endoteliales ejemplifica la 

capacidad de adaptación de éstas células a su microambiente. 

Poco se sabe acerca de las moléculas que. regula!:l ~I fen~tipo constitutivo 

de las· células endoteliales (Fig 3). Muchos estudios han· caracterizado este 

fenotipo utilizando patrones de unión a lactinas. ffiostrandO especificidad en 

diferentes órganos. especies. calibre del vasO~-, lr:-ct~~'?· a diferentes edades en un 

mismo órgano existen variaciones. lo que ·sugieíe - un perfil diferencial en la 

expresión de glicoconjugados en distintas .poblaciones de endotelios (Gumkowski 

et al 1985; Milis et al.. 1986). Para una mejor comprensión del fenotipo se 

necesitará la identificación de mar~adores especificas de subpoblaciones de 

células endoteliales que puedan ser usados para seguir vias particulares de 

diferenciación. 
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De los marcadores endoteliales que actualmente se conocen solo la 

molécula de adhesión endotelial especifica de pulmón (Lu-ECAM-1) tiene una 

expresión especifica y se localiza en vénulas capÚares del pulmón. En algunas 

vénulas del bazo. Se ha observado que esta molécula de adhesión participa en la 

metástasis de ciertos tumores que preferentemente invaden el pulmón (Zhu et aL. 

1991 ). La principal función de esta molécula de adhesión parece estar asociada a 

ta metástasis y sus funciones primarias no han sido caracterizadas, sin embargo, 

la preferencia de metástasis en ciertos órganos y la expresión especifica de esta 

molécula, sirven como ejemplo de como las células endateliales pueden contribuir 

a la regulación de la compartamentalización de los órganos y en general del 

cuerpo (Augustin et al., 1994). 

Una molécula de expresión heterogénea en las poblaciones endoteliales es 

Mad-CAM-1. Esta molécula de adhesión es un miembro de la supeñamilia de las 

inmunoglobulinas y se expresa de manera constitutiva en vénulas de alto calibre 

en los parches de Peyer del intestino. Normalmente, se puede unir a integrinas 

<X4P7 y a la selectina-L expresadas por diferentes subpoblaciones de linfocitos 

(Sprin9er, 1994). 

El microambiente ejerce cierto control sobre el fenotipo endotelial, por 

ejemplo, Lu-ECAM-1 puede ser inducida por los componentes de matriz 

extracelular de los pulmones. Cuando las células endoteliales derivadas de aorta 

se cultivan sobre matriz extracelular derivada de pulmón se induce la expresión de 

Lu-ECAM-1, lo que refleja que la matriz induce un proceso de transdiferenciación 

para que adquieran un fenotipo similar al que presenta las células endoteliales de 

los capilares de pulmón (Zhu et al.. 1991; Au9ustin-Voss et al •• 1991 ). 

Otro elemento importante del microambiente endotelial está constituido por 

las células que rodean al endotelio que también son capaces de afectar el fenotipo 

endotelial. Se ha observado que cuando los pericitos entran en contacto directo 

con las células endoteliales ejercen sobre ellas un efecto inhibitorio, 

manteniéndolas en estado quiescente (Orlid9e et al., 1987). 

TLSIS L _,J 
FALLA DE OFJGEN 27 



INTRODUCCION 

3.2 Activación endote/ial: Transdiferenciación del fenotipo constitutivo 

La adquisición del fenotipo activado es, en muchos aspectos, similar a la 

diferenciación de las células hematopoyéticas. con una gran diferencia: la 

diferenciación de las células hematopoyt}ticas es unidireccional, e7='to -es, las 

células se comprometen a un cierto linaje y no pueden revertir -el -fenotipo. --En 

cambio. si bien el fenotipo constitutivo de las células endoteliSleS p_Üe~S·'.-Pasar a 

un estado activado, después de 12 a 24 h las células endoteliales regresan al. 

fenotipo constitutivo (Fig. 3). 

3.3 El fenotipo activado 

La habilidad de diferentes tipos celulares para transdiferenciarse muestra la 

capacidad para adaptarse a los requerimientos locales y así ampliar el ranga· de 

funciones metabólicas y fisiológicas que pueden realizar. 

La activación endotelial está asociada a distintos cambios fenotípicos que. 

de una manera semejante al proceso de transdiferenciación del fenotipo 

constitutivo. sirve para que la célula se adapte localmente a los requerimte:ntos 

funcionales que se necesitan durante condiciones como daño tisular. rá presencia 

local de agentes infecciosos o cambios en las condiciones de._- pefusión. 

Normalmente. se considera que las células endoteliales están activadas cuaildo 

estén proliferando o cuando permiten la adhesión de células sangulneas (Fig. 3). 
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FENOTIPO CONSTITUTIVO 
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Figura 3. Principales diferencias entre el fenotipo constitutivo y el fenotipo activo de 
las células endoteliales. Se indican los procesos en los que participa en cada uno de 
los fenotipos. (Modificado de Augustin et al.. 1994). 

En años recientes. el fenotipo de activación endotelial inducidO por citocinas 

durante la inflamación. ha sido caracterizado extensame~te tantoJn Vivo ~º":1º in 
vitro. Uno de los primeros pasos en la cascada inflamatoÍi~ __ es,.íS .. ·:exPresión de 

moléculas de adhesión como la selectina-E (CD62E),.:Cselecti~a-P ·.(CD62P); 

VCAM-1 (CD106) e ICAM-1 (CD54). La expr.,¡s;ó¡'.,.'Jg-'f'E:;~í~;;J~o1éculas es 

dependiente de citocinas proinOamatorias como TNF-a· 0'_'1L:1 ¡{y per,,:;ite que las 

células circulantes se adhieran al endotelio activa~o - y lleguen al sitio de 

inflamación. 

Otro modo de activación endotelial es la angiogénesis. disparada por 

mecanismos parScrinos y autócrinos. que permite a las células endoteliales 

separarse de vasos pre-existentes y entrar a una cascada morfogenética que lleva 

a la formación de nuevos vasos con células endoteliales maduras. Estas células 

que están migrando sufren varios cambios entre Jos que se encuentran 

alteraciones de: sus propiedades adhesivas. los patrones de glicosilación de sus 

anttgenos de superficie. la producción de citocinas, Ja expresión de los receptores 

de factores de crecimiento, su capacidad de proteolizar diferentes componentes 
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de la matriz extracelular y su comunicación inte_r~elular (Augustin-Voss et al .• 

1992; Hauseretal., 1993). 

La capacidad de respuesta de las células éndotenales a· los factores de 

crecimiento angiogénicos depende de la expresÍón, de· los. Í-eceptores para cada 
. . ""' - -- -. . ~ ' . . ' . . 

uno de ellos. Se ha demostrado que recéPtOíes;·que sorl' fciSforilados en residuos 

de tirosina, se expresan diferenciatn10n1~·eri·:¡~~~~é1~-l-~~--,~~d~t~ú~1~s Bngiogénicas, 

contribuyendo a la heterogeneidad del f~ncitÍpo a6ti"'.~'cii,''d.;I, endotelio (Agustin et 

al., 1994). 

El fenómeno de activación se_ 'neva· a cabo· principalmente en la 

microvasculatura (precapilares, capilares y venas postcapilares) e involucra la 

expresión de genes de .. activación .. en células endoteliales de diferentes tejidas y 

órganos, que per se son heterogéneas en su morfologla, fisiologla y función. Sin 

embargo. la mayor parte de los estudios realizados in vitre analizando la activación 

endatelial se han efectuado con células endateliales primarias derivadas de 

grandes vasos como Ja aorta de bovino o Ja vena umbilical de humanos. Asi. las 

.. genes de activación" se enciendan sin afectar a tos genes de diferenciación. esta 

combinación de diferentes grupos de genes expresados simultáneamente permite 

tener una microvasculatura heterogénea {Risau. 1995). Sin embargo. una clara 

diferencia entre los genes que se expresan en el estado activado y aquellos que 

definen el estado diferenciado de las células endoteliales radica en que l~a 

expresión de los primeros es un fenómeno transitoria. en donde la magnitud y la 

duración de su expresión es dependiente de señales microambi-entSi0s. cOmo 

puede ser la presencia de citocinas proinflamatorias. En algunos casas 

patológicos. como la formación de placas ateroescleróticas. la constante presencia 

de señales proinflamatorias transforman una respuesta endotelial transitoria en 

permanente, contribuyendo al desarrollo de una condición patológica. 

Si bien. san muchos los elementos de regulación transcripcionat que 

participan en la transición del estado- endotelial quiescente al estado activada. 

recientemente. se ha reconocido _que uno de los encargados centrales de 

encender los genes del estado de activación es el factor de transcripción NF-i<B, 

del cual depende la expresión de diversas moléculas de adhesión, citocinas y 

1:srs cor-J 
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algunos factores de crecimiento .en cuyos promotores se han identificado 

secuencias reconocidas por este factor. 

4 FACTOR DE TRANSCRIPC.IÓN. Nf·.:B · 

En 19s.s. sen y ~áltirnore.C!e~criÍ:>Iercin a'NF~><B corrm un.taétor nuclear que 

se une al_ promot~~- - ,~·;l_;{.~;,~:~~::_~~-;::['.~~~~~fi~f.:~-ó 1~~::'.;:<?·~~~B-~.-·::; ~~:-,~-~-\~~-".~~?_l·~~ul.a ··de 

inmunoglotiuun:~ en·_ C~_1_U~-~~. ~--_'. ~~: ~i_ :,tjl_i~_'!lº·,~ ~~~-~~- e_S~:~~ ~iri~~~t~~-~:~o~~~- ~Osfraron 

:::~;:~~=n~:~::gE~~J[S~~>t :;~Ej~it~i:ifi~~~~~~~t~¿{2í2:~E:!~: 
contienen sitios de unió'n pa·ra __ ~~-~~:'.'~~:~~~(~é·_:_f~a~-s~ri~~i~~; ~:·~:··. ·: -~-:-''.-·:· ·_:_ 

Actualmente, se sabe q~~;é.N~:ici:í~F{~1/~s:';,~~ ... ;fa.,;)íiacdé factores. de 

transcripción formada por-. P~Ot~!1:1~·s ?_e~Í~~~~Í~IT.~·~.~~ -:--~~1-~~-~?~·~~as~·.Por:_ p~es~ntar 
un dominio homólogo cons~..,;aci;) cle;,~rr,i;,ado R.'>.i ~JE> tl~ne ja capacidad de 

formar horno- y heterodlmeros (Ch.;;n· et ;,.t',1S9e):' E,:.··;,;ert;¡b~dÓ;.,; esta familia 

incluye a p50/p105, p52/p100, ReÍ A (p:BS).;~~R<i.i i/~:ReÍ s,' ~Ue se pueden unir a 
e. ···- '. -' - ,--, ··' 

sitios en el DNA de aproximadamente .1 O· pares de. bases,· que. en. conjunto se 

llaman sitios ...:B. El estudio comparativo de las. ~e;~U~nciá~-,.:.KB. preSe.ntes en la 

región promotora de una gran cantidad de genes ha permitido agruparlos en dos 

grandes familias: las secuencias que responden al estimulo por citocinas y las 

secuencias que responden a factores de crecimiento. 

SECUENCIAS tcB EN LOS PROMOTORES 

Citocinas hGGAmYYCC 

Factores do crecimiento nGGmnYVCC 

Donde: h:A.C,T. 

r: purinas (G o A) 

y: plrlmldlnas (T o C) 

n: cualquier nucleótido (A, G, T, C) 

Tabla 3. Secuencias conocidas como tcB, presentes en los promotores de genes que 
responden a NF·..:B. 

1 i;SlS L ~.J I 
F:ALLA DE ORJG~N 

_¡ 

31 



INTRODUCCION 

La mutación sistemática de cada nucleótido en las secuencias te.B ha 

revelado que basta con un.cambi.o de G por C en la posición dos de cualquiera de 

las dos familias para .;,iterar la estabilidad. entre los complejos NF-KB y las 

secuencias .KB; El resultada· es una d.iSminÚcióO e'1 la eficiencia transcripcional. 

cómo y~.--:~e .me:nciC?nó, ~.st~s _p~Ote!~as:_·-éc:>~parten un dominio llamado 

"homólogo a Rel" (RH), que .está .compuesto por dos sitios semejantes a 

inmunoglobÚlinas que tiene varias funciones: la dimerización de dos subunidades, 

la unión al DNA a través de un dominio básico, el control de su destino nuclear por 

medio de una secuencia de localización nuclear (NLS) y más importante para su 

regulación, el sitio para la unión con los ínhibidores de NF-KB, denominados IKBS 

(Karin, 1999). Sin embargo, basados en las secuencias del extremo carboxilo, la 

familia de NF-1<B puede ser dividida en dos clases; los miembros de la primera· 

clase son p105, p100 y "Relish" de Drosophila que presentan un extremo carboxilo 

más largo. que además contiene múltiples copias de repeticiones de_ anki~i~as. 
cuya función es la inhibición de estas moléculas. Los homodimeros fo~nl~d-~S:por 
los miembros de esta clase generalmente no son activadores de. la .. tr~nscñp~ión: 

sin embargo. ésto cambia cuando forman dimeros con miembros d0 _la, segU~da 

clase de factores de transcñpción NF-..::B en cuyo caso -son ·'actfvadores · 

transcripcionales muy eficientes. La segunda clase incluye a c-Rel. Rel B. Rel A 

(p65), Dorsal y Dif. Estas protelnas contienen un dominio de activación en el 

carboxilo terminal. cuya secuencia no. está conservada entre especies a pesar.de 

que pueden activar la transcripción entre.especies (Gilmore, 1999) (Fig. 4). 

Todas las proteinas Rel .. de.vertebrados. pueden formar homodlmeros o 

heterodimeros, excepto _Rel B, cjlJé sólo· forma heterodfmeros. Esta diversidad de 

combinaciones contñbuye,a~la.regulación de una variedad de genes. A pesar de 

que pueden ser redund.ant0~-~ ·<::a"d~~dimero tiene especificidad para variantes de 

los sitios de unión KB~·~-_,N~~~·¡¡.:nerlÍB, ~uando se habla de NF-tcB. se refiere al 

heterodimero form.ado·~~/1'~~s.;bu~idades p50 y Rel A (p65), porque éste es uno 

de los dímeras· más ·c~~u~~~ y el más abundante en las células analizadas hasta 

el momento. ~i~ ~-e.~_b~~~o. es importante resaltar que algunas respuestas 

transcripcionales pueden ser dependientes pe otros heterodimeros. 
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Los IKBS forman una familia_ pequeñ~ ~e proteinas qt.ie_, comparten un 

dominio de 6 o más repeticiones de ankirina; el ª?<tremo amino que .f~r:if::iona como 

dominio regulatorio y el extremo carbc;>xilo. q~e contiei:-ie un dominio PEST que está 

involucrado en la regulación negativa del inhibldor (Flg.4). 

En ausencia de estrmulos exterrÍos. 1.a may~r,r~ '':·: d~ · 10s'j.:éc:>Íllptejos 

transcripcionales de NF-KB ~stá~' p~~S~~t~s-:·. 0n_: -_url:-·:~e~t-~~~--:'..::¡~~-~l,i~~-.: "en el 

citoplasma, al encontrarse asoctad_os al ·inhi_bi~or_ he~~ E~_~á'\~~t~r-~c~~-~-n ._-~antiene 
oculto al péptido de localización nuclear (NLS) presente ~n·'0í'.·c:i.,;,:,:,inio homólogo 

REL (RHD), evitando asl la translocación al núcleo del factor d'éi NF~1d3. 

Reglón homóloga a REL 
,,., 

619 

557 

447 

""" t 1 pl05/p50 t ~11 hcBa 2: 

~, 1.cepl 
~l...Sy~ 

~500 ..... "&~ 
C>=-::::x::>OC>O 446 BCL3 ~ 

L__ __ ~· 

Repeticiones de AnkirITTa 

Figura 4. Protefnas NF·i.,;B e li..:B. Todas las protelnas NF·kB presentan un dominio 
homólogo llamado REL. (RHD), el cual regula la dlmerización y la unión al DNA. En este 
dominio también se localtza la sei'\al de localización nuclear (NLS), la cual os reconocida por 
las protefnas lkB. Todas las protefnas 1 ... e contienen 6·7 repeticiones de anklrlna, las cuales 
regulan su unión con el RHD. l...:Bo., h:Bll e l...:Bc contienen un domino regulatorio en el 
extremo amino en el cual se encuentran dos serinas conservadas (SS). La fosforilación en 
estos sitios marcan a los lkB para su degradación dependiente de ublquiünlzación. Los 
extremos cart>oxilos de p105 y p100 son similares en secuencia, estructura y función a los 
lkBs, estas porciones previenen la entrada de estas protelnas al nUcleo y son eliminadas por 
degradación dependiente de ubiquitlnlzación. GRR: reglón rica en glicina; L.Z: cierre de 
leucina. La flecha sei'\ala los residuos del extremo carboxilo de p50 y p52 (después del 
procesamiento de p105 y p100 r-espectivamento) (Tomado de Karin et al., 2002). 
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Para que NF-...::B pueda llegar a su sitio de acción en el núcleo, el complejo 

citoplásmico NF-..:B:hcB tiene que disociarse: de hecho, la activación del.~actor NF

i.:B dimérico consiste en favorecer la separación de sU inhibidor. se· sabe que la 

activación puede ser inducida por' el tratamiento con -é_ste.íes·".-~é--.~~~b?I.· ~on 
citocinas proinflamatorias como TNF-cx. e IL-1[3,con lipopollsacárÍdo.t)a'i::te'riano y 

ciertos virus. La disrupción del complejo se logra·'a través da:·~n~'.~~ÍS~:~óITtÚn que 

se basa en la fosforilación y deg.rada~ión .de los lt..:Bs.--Si _bi0~ --~n ·. t~~:ú::;~:'J6'~· atsos 

indicados anteriormente. la activación de 'NF~KB requi·e;ió :.·~~·-:x~:. ~-~~p"ación- y 

activación de receptores de membrana~ NF-KB .ta;.,·bié"r{ pJ~·.j~; ·~~t·i~arse por 

procesos inespecificos como un incre~~nto ·en estrés oxidauV~.··si~ .Cili0 se· sepa 

que media ésta activación. Ciertos hcB, como el h.:Ba.. tienen péptidos sei'lal de 

localización nuclear y secuencias de exportación nuclear (NE5)'. de manera que la. 

señal de activación de NF-..:B al núcleo pueda ser abatida por h~Ba recién 

sintetizado que puede entrar al núcleo y capturar a los dímeros de NF-KB que se 

encuentran unidos al DNA. La consecuencia de esto es la remoción del factor de 

transcripción del núcleo, regresando al citoplamasma en forma de complejo NF

KB/h<B gracias a su secuencia de exportación nuclear (Fig. 5) JArenzana-

5eisdedos et al .• 1997; 5achdev et al., 1998). 

En pocos minutos. activadores potentes de NF-KB como·TNF-tt o IL-1[3, 

ocasionan la casi completa degradación de los IKBS (espeéialmente dé l><Bc;.). Este 

proceso es mediado por el proteasoma 265 y depende de 1a:rosf;;ri1áclóri de -dos 

residuos de serina conservadas en e1 extremo amino.def"=s;,.·:c1ic8~:'~ .;r.·i.csc cs32 

y 536 en l><Btt humano). La importancia de la fosfon1.idór1:d~_~s~¿;. ci;,s ~~siduos 
de serina queda de manifiesto cuando son sust~iUidO.S. po~ ·9:1.·!~lri~~~\Ú~ .9u.·e .resulta 

en una mutación dominante negativa que prfavieile la"' 0ctivación. de· NF~..:B. Una 

vez fosforilados, los ~KBs aún unidos a ~F~KB. ~~·fr~~:~~~:~;º~~gu~da. ~edificación 
post-transduccional: la poliublquitinización (Alkal~~ ét.aí:; 1995; DiDonato et al., 

1995; 1996) (Fig. 5). 

La poliubiquitinización ocurre a través de una cascada de reacciones 

enzimáticas. La primera. dependiente de ATP, es llevada a cabo por la enzima de 
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activación de ubiquitina-E1 y tiene como resultado la formación de un tioester-E1-

ubiquitinado. La segunda reacción ~s catalizada por enzimas qUe conjugan 

ubiquitina o un aceptar intermedio: ubiquitina-E2, la cual recibe a la u,l:>i.quitina 

activada de E1. Cabe mencionar que existe solo una enzima E1: ·mientras que 

existen varias E2 responsables de la ubiquitinización de diversos sustratos. El 

último paso en la cascada de ubiquilinización es 1a. transferencfá_ d0.''u.b_iquitina 

activada del sustrato intermedio E2 al sustrato finál~ 10 cual ··e~":~·~~liZ.~do. por 

protelnas ligasas de ubiquitina-E3. El grupo de protelrias E3 es.aún má_s grande y 

heterogéneo que el grupo de las E2 y la mayorla de s~s mlem~~¡,¡5• n,; ha_n sido 

bien caracterizados (Hershko et al., 1998). 

Varan y colaboradores (1998) encontraron un compon'~~te'C!ét.,complejo de 

activación E3 que es responsable del reconocimle;;to del ti'.cÍ3/fosforilado. Esta 

protetna. llamada E3RS1' 8 • forma parte ·de la familia:·F~box.:wo-repeat•. familia 

que participa en la degradación de protelnas. -

Como ya se ha mencionado. el paso_ qu_e determina ·que el complejo NF

...:B/h.:B se rompa es la fosforilación de dos residuos especificas de s_erina en h:.B. 

Sin embargo. existen varias excepciones a esta vfa. una de ellas es la activación 

de NF-..::B en respuesta a radiaciones de luz UV. en la que se observa degradación 

de li<B sin que éste se encuentre fosforilado (Bender et al •• 1998; Li et al., 1998); 

una segunda excepción es la anoxia. en este caso se estimula la fosforilación de 

h<Ba en el residuo de tirosina 42 (lmbert et al., 1996). Se ha sugerido que el h<Ba 

fosforilado en tirosina se une al dominio SH2 de la cinasa P13K, separándolo del 

dlmero NF-><B (Beraud et al.. 1999). Sin embargo, este residuo de tiro_sina no está 

conservado en otros li<B. asi que la "universalidad" de esta vla ·está en duda. 

También, se ha reportado una vla de activación independiente de la fosforilaclón 

de los IKBs. en cuyo caso estos son degradados por calpalna (Pianetti et al •• 

2001). 

El control de la fosforilaclón de h<B en respuesta a estimulas activadores de 

NF-i<B recae en la clnasa de lt.:B, llamada IKK. La actividad de esta enzima es 

especifica de residuos de serina y responde a un gran número de activadores de 
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NF-...:B. incluyendo a TNF-a.. el cual estimula su actividad mostrando una cinética 

que correlaciona con la degradación de h.:Ba (DiDonato et al.. 1997). 

IKK es un complejo formado por al menos tres protefnas fuertemente 

asociadas. Dos de estos polipéptidos. IKKa (también conocida como IKK1) e IKKP 

(IKK2) funcionan como las unidades catalizadoras de la cinasa (DiDonato et al.. 

1997), mientras que el tercer polipéptido, IKKy (también llamado NEMO o IKKAP1) 

funciona como unidad regulatoria (Mercurio et al., 1999) (Fig. 5). 

IKKa también ha sido aislada como una protelna que interactúa con la 

cinasa de la cinasa de MAPK (MAP3K), llamada NIK (clnasa inductora de NFKB) 

(Réginer et al •• 1997). En experimentos de sobre-expresión, se ha observado que 

NIK actúa como un potente activador tanto de IKK como de NF-i<B, lo que ha 

llevado a proponer que el sustrato primario de NIK es IKKa (Karin et al., 1998). 

Las estructuras primarias de IKKa e IKKP son muy similar (52% de 

identidad). contiene dominios de cinasas en su porción amino terminal, cierres de 

leucina (LZ) y motivos helice-asa-helice (HLH) en el carboxilo terminal. Hasta la 

fecha. a IKKy no se le ha reconocido un dominio catalttico, pero está compuesta 

principalmente de tres regiones con <:1--helices. incluyendo un cierre de leucina. La 

forma predominante de IKK es un heterodlmero IKKa:IKKP asociado a un dlmero 

o !rimero de IKKy (Rothwarf et al., 1998). Una cuarta protelna conocida como 

IKAP, que no se ha detectado como un .constituyente del complejo IKK, podrla 

estar involucrada en la activación del complejo IKK aunque su importancia 

fisiólogica y funcional todavla no es. clara·. (Cohen et al.. 1998). Estudios en 

levaduras sugieren que IKAP es una protelna nuclear. por lo que es diflcil que 

continuamente forme parte del complejo citoplásmico IKK. 

Las actividades de cinasa de IKKcx e IKKp y su capacidad de ser activadas 

dependen de la dimerización a través de sus dominios LZ y HLH; mutaciones en 

cualquiera de estos disminuye la actividad de cinasa sobre li<B (Zandl et al 1997; 

Delhase et al., 1999). La actividad de la cinasa también depende de la presencia 

de la subunidad IKKy; su importancia en la vla queda de manifiesto en el hecho de 

que ni el complejo de IKKcx/IKKp ni NF-KB pueden ser activados en células 
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deficientes de IKKy, estudios recientes han dado pruebas de la_ imJ?ortancia de 

IKKy en la_ activación de NF-...:B y además sugieren que: su extremo_ carboxilo es 

necesario para el reclutamiento de activadores que se encuentran ria ?irriba, como 

lo podrían ser cinasas de IKK como. NIK (Li et al.;··1999). , 

La activación de IKK depende de la fosforil~·ciÓ,.; de lastre:- subúnidades de 

IKK. IKKa. e IKK(l se fosforilan e~clu~iva1:i:~,t~~i~-~.~·i"'re~i-d_~b~.·-d~"~~eí-(~á~-.~,,:¡-¡é~.lrBs que 

IKKy se fosforila tanto en residuos d~ ser(~~ -~orriO de_~reoii_i_n·~-~ oCis d~ los residuos 

de serina de IKKP que pueden ser tiisto~i1ados s~ localizan e·~ el asa de activación. 

en un segmento del dominio de. cin_asa···q~e es semejánte al que se encuentra 

presente en otros tipos de cinasas. Generalmente, el asa de activación no 

fosfoñlada se encuentra doblada sobre el dominio de cinasa e interfiere con la 

entrada de ATP y del sustrato al sitio catalitico. La fosforilación mueve el asa de 

activación y la retira del sitio catalitico. permitiendo la entrada y la unión de los 

sustratos (Delhase et al., 1999; Johnson et al.. 1996). Estudios recientes muestran 

diferencias entre las subunidades catalíticas. esto es. los activadores pueden 

activar solo a la subunidad IKKp y no IKKn o viceversa. 

La fosforitación también puede resultar en una regulación negativa de la 

actividad de IKK. Además de su asa de activación, IKKp puede ser fosforilado en 

residuos de serina localizados entre el motivo HLH y el carboxito terminal. La 

fosforilación de estos residuos de serina depende de la actividad de 

autofosforilación de la enzima y posiblemente ocurre de manera subsecuente a la 

fosforilación en el asa de activación. Cuando se fosforilan al menos 9 de los 

residuos de serina presentes en el carboxilo terminal. la er1zima alcanza un estado 

de actividad muy bajo; una vez en este, estado.il.KK se vuelve sensible a la 

inactivación por acción de las_ fosfatasas. especialmente cuando la señal de 

activación ha desaparecido. Las·: .sitio~~··· -d~-.... ~ut,~)fosforilación se encuentran 

localizados muy cerca del .domlnÍo HLH,·por ·10 'que, se ha sugerido que la 

inactivación se alcanza por un Ca~~to én la c60formaci6n del sitio catalltico de la 

enzima (Karin. 1999). 
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Figura 5. Via clásica do activación do NF-i.:B. De Izquierda a derecha. activación 
dopenr1iente do receptores de citocinas (TNF-t.t e IL-1 fl). activación por lipopolisacéridos 
(LPS) o por anligcnos virales, o por oslimulos inespecllicos como estrés oxidaUvo. 
radicales libres (ROS) o luz ultravioleta (UV). 

Recientemente. se han realizado estudios para saber si la vía de activación 

de NF-...::B mencionada anteriormente es la via .. universal" de activación; sin 

embargo. los resultados muestran que éste factor de transcripción puede ser 

activado por al menos una vía más. Trabajos realizados por Romashkova y 

colaboradores (1999) sugieren que el PDGF es capaz de activar NF-i<B a través 

de la activación del encogen Ras. que a su vez activa a la vfa de Pl3K/Akt.que 

involucra la activación consecutiva de Akt y de IKK y la translocación de NF-i<B a 

través de un mecanismo independiente de la degradación de li<B. Paralelamente. 

Nidal-Ozes y colaboradores (1999) reportan que en células 293. el TNF-a induce 

la activación de NF-i<B a través de la fosforilación de IKK en la treonlna 23; esta 

fosforilación es llevada a cabo por Akt. el cual fue previamente activado por acción 

de la Pl,K fosforilada por asociación con el receptor 1 de TNF (TNFR1 ). De Igual 
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manera. Nidai (1999) demuestra que la activación de NF-><B dependiente de TNF

a. requiere de la activación de Akt. 

También se ha observado que los receptores de quimiocinas en monocitos, 

neutrofilos y linfocitos activan una via. dependiente de las proteinas G, que llevan a 

la activación de factores de tr~n_sc~.ipción. ·sin embargo, se ha encontrado que 

otros tipos celulares, no hematopoyétic~s. pueden pre~entar estos receptores, lo 

que súgiere que las qulmiocinas pueden regular el crecimiento y la diferenciación 

de otros tipos celulares a través de la activación de factores de transcripción. 

Además de las quimiocinas, otros agonistas de receptores acoplados a proteinas 

G (GCPRs. del inglés G coupled protein receptors). incluidas las proteasas. 

neuropéptidos y mediadores de lipidos pueden regular la actividad transcripcional 

en una gran variedad de células. En particular. se ha observado que estos 

receptores pueden llevar a la activación o inhibición de NF-KB. dependiendo de 

cuál de las diferentes protelnas G está involucrada en la señalización (Ye. 2001 ). 

Cuando la protelna G que se activa es de la clase s. (Gs). la activación del 

receptor causa elevación de AMP ciclico y la activación de la proteina cinasa A 

(PKA). Estos eventos llevan a la fosforilación de CREB (del inglés cAMP response 

element binding protein). el reclutamiento de CREB resulta en una disminución en 

la disponibilidad de otros factores de transcripción. afectando negativamente la 

activación de NF-1':8. De hecho los agonistas de receptores J3-adrenérgicos. que 

están asociados a éste tipo de proteína G. aumentan la producción de l¡.,;:Bcx.. por lo 

que inhiben la activación de NF-><B (Fig. 6) (Sheppard et al.. 1999; Farmer et al .• 

2000). 
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Figura. 6. Elocto de receptores acoplados a proteínas G sobro NF-.,.B. 

Los miembros de la familia Gq agrupan a un gran número GPCRs. que 

activan a la PLC-Jl. Cuando esta vla se enciende. NF-KB es_ activado~ -sin 

embargo. en varios experimentos. se ha mostrado qut::t. inhibido~es ·de· Ja PKC 

pueden bloquear la activación de NF-i<B. lo que sugiere que la PKC que participa 

en esta vía puede estar involucrada en .la a:Cti.j·~:6ió_n·.··:d-el~f~~lor~'de:·t;8n~c~iP~i6n 
mediada por GPCRs (Rahman et al., 20Cl1 )_ l:);.t{~ch(), ..:;, l':':.~6;i\l"-.,iÓn~e NF~i<B 
mediada por proteinas Gq participan. las cinasa~ de. l;,,B . (IKKJ y,. p~e°de ser 

bloqueada por represores de h<Bcx (Xie et al .. 2000,). '1rihlbidC>r;i;S', d;;; la P13 K,· asl 

como dominantes negativas de PbK y su efector Akt (PKB) bÍC>quean·parcialmente 

la activación de NF-KB mediada p6r_ Gq; .. lo q~-~ ·s·~gi~-r~ -~¡·-~so d~· dos ~fa~ para la 

activación del factor de transcrtpción: ·un,;, ·'depe'1diente d.;. PbK y otra de PLC-

11 (Fig. 6) (Ye. 2001 ). 

Se ha reportado que miembros de las· receptores acoplados a proteinas G 

de la familia G 1, regulan la .activación de varios factores de transcripción entre los 

que se encuentra NF-i<B. Sin embargo, se sabe ~e estas protelnas G inhibien las 
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adenilato ciclasas y no activan efectores como la_PLC-p_. P~!" lo_que no se sabe el 

mecanismo por el que estas protelnas G 'púeda~ aCtivar a NF-...:B (Hsu et al.. 

1999). 

Después de la activación. IBs. subunidades, Gi\., se separan de la Ga. e 

independientemente estimulan a_ la. ··pL·c;::-p, .Y- .. P~-~~e~ __ -uni~s0 _a _la subunidad 

reguladora de la P13 K activa.ndo· a ésta· cinasa de·: UpÍdos•_(Hawes et al , 1g96). 

Recientemente. se ha ob.servado ~ue en disti~Íós liP·o~::~-~l~\~~r~S, las subunidades 

Gpy son capaces de activar a NF-KB. Se ha suQ~rido ~úe esta·: activación ocurre a 

través de la subunidad regulatoria p101 de la P13 K .• que tiene un sitio de unión para 

Gpy (Krugmann et al., 1999). Varios estudios han sugerido que· 1a cinasa Akt juega 

un papel en la estimulación de NF-i<B a través de .GPCRs, aunque aún no se 

conoce completamente la vla de activación (Murga et al., 1998; Ye, 2001) (Fig 6). 

5. PARTICIPACIÓN DE LAS CITOCINAS EN LA METASTÁSIS 

La comunicación entre las células cancerosas y el endotelio involucra 

moléculas producidas por ambos tipos celulares y par otras células que se 

encuentran en el lecha vascular. Estos estimulas tienen el potencial- para 

promover la adhesión y la extravasación de células cancerosas y por lo tanto, 

promover la metástasis. 

Las citacinas son factores que regulan el crecimiento y. la proliferación 

celular. y pueden ser producidas tanto por las células del sistema inmune -Como 

por las células tumorales. La diferencia entre los dos tipas es que la producción de 

citocinas por células tumorales es un proceso constitutivo o sujeto a una 

regulación aberrante (Ardestani et al., 1999). 

Actualmente se estudia la participación y regulación de las citocinas en la 

progresión de varios tipos de tumores (Tabla 3); la regulación autócrina de las 

células tumorales involucra la producción endógena de la citocina que actúa en los 

receptores especificas de las células productoras estimulando la proliferación 

celular. Las citocinas producidas por las células tumorales pueden tener efectos 

parácrinos sobre las células que se encuentran alrededor del tumor, de igual 
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manera las células endoteliales. queratinocitos, fibroblastos, monocitos. linfocitos y 

granulocitos pueden producir factores activadores o inhibidores de la proliferación 

celular. Estos factores parácrinos pueden favorecer el crecimiento del tumor, la 

angiogénesis, la adhesión o motilidad, promover la diseminación, inhibir el 

crecimiento del tumor o causar diferenciación. De hecho, algunas citocinas tienen 

una doble regulación, de ser un inhibidor parácrino puede pasar a ser un 

estimulador autócrino para inducir la proliferación del tumor (Lázár-Molnár, 2000). 

Dada su participación en procesos metastáticos algunas citocinas han sido 

estudiadas más a fonfo y se ha podido caracterizar algunos de sus efectos tanto 

parácrinos como autocrinos. 

El TGF-b es expresado consitutitvamente en la mayorla de las células de 

melanoma en cultivo y puede ser utilizado como marcador biológico de la 

progresión de melanomas. Se sabe que induce anglogénesis y es . capaz de 

potenciar la acción angiogénica del FGFb (Shih et al., 1993). Sin embargo, se ha 

identificado como una molécula inmunosupresora en glioblastomas. 

adenocarcinomas protáticos. carcinomas colorectales de pecho. endometriales y 

tiroidales (Derynck et al., 1987). 

Los subtipos de IL-1 han mostrado tener un efecto antiproliferativo sobre 

algunos melanomas y sobre ciertos tipos de leucemia (Ardestani et al.. 1999). Se 

ha mostrado que algunos tipos de cáncer de mama. carcinoma pancreático y 

melanomas secretan IL-1a. y que la interacción con su receptor en fibroblastos que 

rodean al tumor es capaz de activar al factor de transcripción NF-KB. Estos 

análisis han mostrado tambien. una posible correlación entre el aumento en la 

expresión de la citosina y la metástasis a nódulos linfáticos (Bhat-Nakshatri et al., 

1998; Chiviri et al., 1996). 

El crecimiento de melanomas en estadios tempranos son inhibidos por IL-6 

secretada por fibroblastos. sin embargo. melanomas metastásicamente 

competentes y melanomas en estados avanzados son resistentes al efecto 

antiproliferativo de la IL-6 (Sun et al.. 1996). Los elevados niveles de IL'6 en el 

suero correlacionan con pregresión tumoral. resistencia a la terapia 

quimioendocrtna y con un rango de sobrevivencia bajo por la metástasis extensiva 
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en pacientes que sufren de carcinoma renal m_etas~ásico. cánce:_r de mama y 

cáncer de pulmón (Yanawa et al .• 1995). 

Se ha observado que la IL-10, favorece la proliferación de l~s células 

tumorales de una manera autócrina (Feng et al.. 1997). 

La IL-18 ·y el PDGF. ·entre <:;iras citocinas pued.;,n: activar al factor de 

transcripción NF-KB lo qu-.. p~rmite l.;- expresión de. alguri.;;~ moléculas de 

adhesión que pueden tener un efecto pro-metastásico (Matsúmoto et al .• 1997; 

Olashaw et la .• 1992). 

La IL-2 funciona cOmo agente inmunoestimulánte ·al irÍteractuar con 

receptores especlficos de las células NK. linfocitos By T (Callguri et al •• 1990). 

El FGFb tiene propiedades angiogénicas y mitógenicas. paralelamente 

activa enzimas que degradan matriz extracelular brindando una capacidad 

invasiva a las células tumorales (Shi et al.. 1993). 

TGF-.a. 

TGF-11 

IL-1 a/J\ 

IL-2 

IL-6 

IL-10 

IL-18 

POGFAyB 

FGFb 

CITOCINAS PRODUCIDAS POR TUMORES 

Melanomas, hepatomas Shih et al 1993; Leo et al.. 1995 

Melanomas Rodeck et al.. 1994 

Melanomas, mama Ardestanl et al., 1999; Nosaki et al •• 2000 

Molanomas Caliguri et oL. 1990 

Molanomas, miclomas Sun ot al., 1992; Leavy et al., 1991 

Carcinoma ronal, mama, Yanagawa et al., 1995: 

Pulmón Dcrynck. et al., 1987 

Molanomas 

Melanomas 

Melanomas 

Melanomas 

Feng et al., 1997 

Vidal-Vanaclocha et al., 2000 

Albino et al., 1991 

DoUo ctal, 1988; Shih et al., 1993 

Tabla 4_ Citocinas que participan en el proceso metastásico 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los tipos celulares que participan en la defensa contra agentes exte:rnos se 

encuentran circulando en la sangre: sin embargo, durB,nte un_~· reacción 

inflamatoria éstas células tienen que moverse rápidamente de la sa,ngre al tejido 

lesionado. Este movimiento es conocido como extravasación, el cu~I reqi.Jiere-1.a 

formación y el rompimiento de contactos célula-célula entre los ieucocitOS y las 

células endoteliales de los vasos. Estos contactos están mediados por m~léculas 

de adhesión presentes en ambos tipos celulares. 

La activación endotelial involucra un cambio en la fisiologfa·_ de las células 

endoteliales que se refleja en cambios en la expresión génica dependiente del 

factor de transcripción NF-~B y asociado a un aumento en la capacidad adhesiva 

que correlaciona con la expresión de selectina-E. ICAM-1 y VCAM-1 

Se ha propuesto que para que las células tumorales puedan producir 

metástasis es necesaria la activación endotelial. Esto sugiere que es necesaria ta 

presencia de un estimulo que lleve a la activación del factor de transcripción NF

~B en las células endoteliales para inducir la expresión de moléculas de adhesión 

que permitan la adhesión y extravasación de las células tumorales. 

HIPÓTESIS 

La activación de NF-..:B es esencial para el cambio en el fenotipo_endotelial 

inducido por citocinas proinflamatorias, proponemos que ésta activación es 

Importante para la Interacción con células tumorales que muestren un fenotipo 

metastásico. 

rrrr.: r;:¡s e· · · ~ 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar si los productos secretados-por las ·células tumorales son capaces 

de activar a las células endotellales de fÓrma dep·e.ndiente de NF-"B. 

OBJETIVOS.PARTICULARES 
. >.<:·,-,:-;.~~:::;f .. :; .. >> 

1. Evaluar si tos pr~du.cÍ~~é:~i~-6~~-~·~,~¡;~·- ~-6-r Í~s· cél·-~las tumorales inducen la 

activación de las células endoteliales, reflejada en un. aumento en la 

capacidad de adherir células U937. 

2. Evaluar si la activación· endotelial inducida por los productos· se.cretados· 

por las células tumorales correlaciona con la activación del factor de 

transcripción NF-1<:8. 

3. Determinar la importancia de NF-KB en la adhesión inducida por. los 

productos secretados por las células tumorales. ; -.. :·, -: --..: __ 

4. Comparar los elementos de la via de activación de NF-"B por:TNF:..X y 

los productos secretados por las células tumorales. 

5. Determinar la participación de las moléculas de adhesión endotelial 

selectina-E e ICAM-1 en la adhesión inducida por los productos 

secretados por las células tumorales. 

6. Analizar de los productos secretados por las célula tumorales: 

6a) presencia de citacinas proinflamatorias 

6b) presencia de activadores de NF-"B pertenecientes 

a la familia de TNF-a.. 

7. Analizar el efecto de la aspirina sobre la activación de NF-.:B y sobre la 

adhesión inducida por los productos secretados por células tumorales. 
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MATERIALES Y METODOS 

Obtención de células 

Las células endoteliales fueron o_btenidas a partir de cordones umbilicales 

humanos provenientes de part6S eutócicos y cesáreas de acuerdo al 

procedimiento descrito por.Jaffe en· 1973 (Jaffe, 1973). Brevemente. la vena fue 

sometida a disgregación enzimática con una solución de tripsina 0.1 º/o (Sigma. St 

Louis MO, USA) preparada en una solución de verseno (NaCI 136 mM. KCI 

5.36x10"3 , EDTA 5.26x104
• Tris 28 mM; pH 7.7), durante 15 min a una 

temperatura de 37°C. La solución disgregante fue colectada en tubos estériles y 

centrifugada a 1000 rpm durante 10 min. El botón celular obtenido de 3-12 

cordones fue sembrado de acuerdo a las condiciones de cultivo celular. La pureza 

de los cultivos fue evaluada por medio de la expresión del factor asociado al factor 

VIII de coagulación (factor Van Willebrand), siendo mayor al 99%. 

Las células promieloclticas humanas de la linea U937, los fibroblastos 

murinos L929 y las células HeLa fueron adquiridas de la compañia American Type 

Culture Collection (ATCC). 

La linea celular EUHE se aisló de una lesión metastásica en el cuello de 

una paciente con mal de Hodgkin en el Laboratorio de Biologla Molecular del 

Servicio de Hematologla del Hospital General de México, S.S.A, por el grupo del 

Dr. Enrique Miranda. La linea EUHE expresa antlgeno CD15. marcador de 

!infamas de Hodgkin, y adicionalmente: los anÜgenos CD19. CD20 y CD23 

(Miranda et al., 1999). La linea . ée1.;far Eu~i.bia' fu;; C:,l,ienida de lesiones 

metastásicas en ratones desn~Cios.N.10 .qu~'fu~.r·O"~. i.n"Y~~t.~d~s c?n la llnea celular 

original EUHE. 

Las lineas Calo e INBL fÚeron:ii~Íad.;¿·e;;t~bleéidas a' partir de dos tumores 

cervico-uterinos que fu.e.ro.rÍ ~et~~adO~ ~qui-~r9!~~·.;;·~ri·t~ ·:~.~·· paci~ntes diagnosticadas 

con carcinoma cervi8f.~·pide~ór.de -¡;~mP~~-e~i6-;d0" :c.élula-~· no queratinizadas de un 

tumor metastásico (ÍNBL) y de un .no ~rneta~tásico (Calo) (Caceras-Cortes, et al .• 

2001). 
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Condiciones de cultivo celular 

Células endoteliales humanas. Las células endoteliales fueron mantenidas 

en medio de cultivo M199 suplementad,o con glutamina 200 mM (ambos de 

GIBCO BRL, Rockville, MD). 0,1 mg/nÍI de factor de crecimiento endotelial 

(Biomedical Technologies lnc. Stoughton, MA), 0.1. mg/ml de heparina (Sigma, St. 

Louis, MO), mezcla de antibióticos (¡::Íenicmíia .100 · uimt; · streptomicina 100 ~1g/ml) y 

antimicótico (anfotericina 0.25 µg/ml) {GIBCO, Rockville MD, USA) y 10% de suero 

fetal bovino (SFB) (GIBCO , Rockville MD, USA). En algunos casos, las cajas se 

cubrieron con gelatina al 0.2º/o para posteriormente sembrar las células. Una vez 

sembradas. las células fueron mantenidas a 37°C con una humedad relativa del 

100°/o y 5°/ó C02. Para los ensayos experimentales las células fueron utilizadas 

entre los pasajes 1 y 2, sembrándose a una densidad de 2x104 células por cm2
• 

Los cultivos fueron tratados con TNF-a {R&D., Minneapolis MN, USA) a diferentes 

tiempos y concentraciones y las células se emplearon para las extracciones de 

protelna y RNA total. 

Células U937. Las células de' la linea promielocltica U937 fueron 

mantenidas en medio RPMl-1640 (GIBCO, RockvÚte MD, USA) suptelTlentado ;:en 

10% de suero fetal bovino (SFB)(GIBCO, Rockville MD, USA) 'y antirnh:ótic6 al 1 % 

(GIBCO, Rockville MD, USA); fueron mantenidas a 37°C con humedad relativa del 
, - < ' ' 

100°/o y 5°/o C02 . Para prevenir su activación pe:)~. e~~~l~xi~~s:·:~~!c:>.:_s~---~e~Ple~ 
material plástico para el cultivo de estas células. :;:~::.:· ~·>:. :\· .-.-_·. ~:"· ·'_ · · .. · :: ~.: · > ·. 

Cétutas EUHE y Eusebia. Ambas · llr;éas : c;.iuta~s\ ~~~d~~;~~h;.~idas ·. á 
placas y fueron cultivadas en medio RPMl-1640 (sir{ rojo fenot):' s-Ú.ptementacÍc» con 

10% de SFB (GIBCO, Rockville MD, USA). •·;; ;;·;._ :/:;:,:. 

Células CaLo, lnBI y HeLa. Las tres irnea;,. celut.:.re;i c'r;.;:,,;n :;_dh .. rid.;s. a 

placa y fueron cultivadas en medio. RPMf.:1640.': ;i;';:Jpterne~tado con 5% SFB 

(GIBCO, USA) y 5% suero de ternera Ón ~Ít~ci; Méxi'do): · 

Células L929. La linea d;. fibrobÍást'os mUrinos L929 fue mantenida en 

medio MEM suplementado con 5% SFB (GIBCO, USA) y 5% suero de ternera (In 

vitre, México). 
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Medio condicionado de las células tumorales .. 

Las células de los diferentes linÍ~mas se'sembraron en frascos de cultivo de 

150 cm2 . CuandO laS células· alc~nzaron 100º/o d~.C~nflue~cia. la monocapa se 

lavó 10 veces con 10 mi de PBS suplementado con CaCl2 (3 mM) y MgCl2 (5 mM) 

para remov~r.· los c~'mpO:~~nt~s ··d~l···suero. Posteriormente; tos ·frasco~ .fueron 

incubados con 2s·m1.de medio .sin suero .. De~pués de 48 h de incubació!'• elmedio 

fue colectado. cárltrifÚgadO y liofilizado. El polvo resultante fue· resus°pendido en 

1/10 del volumen original y dializado dos veces consecutivas con una membrana 

de ultrafiltración de PM-1.0 contra una solución de PBS, pH7. El contenido en 

proteinas fue determinado con el reactivo comercial de Bradford (BioRad. 

Hercules. CA). Muestras de diferentes preparaciones de medio condicionado se 

analizaron en geles de potiacrilamida teñidos con nitrato de plata. Todas las 

preparaciones utilizadas dieron el mismo patrón de bandeo. 

Medio condicionado de macrófagos activados. 

Una densidad de 5 x 105 células U93.7 se sembraron en cajas de Petri de 

100 mm de diámetro y se estimularon con PMA (0.1 ·µM) (Sigma) en RPMI 

suplementado con 10o/o de suero fetal.bovino POr-_12-h_.-Después de la incubación 

las células se lavaron 3 veces con , PBS~· y 'se les agregó medio RPMI 

suplementado con 10% SFB. De esta mane.~'!·~e mantuvo el cultivo por 48 h, 

siendo éste el tiempo necesario para :'·Pei:0_iÍi~:- ~~ di_~~~0!1ciación de las células a 

macrófagos. Posteriormente, las cél~las'í~e'ró,:, ~·stimuladas con LPS de E. coli 

(0.1 µg/ml) (Sigma, Rockville MD, USA) pC>r:2o,,mln'y ,;.,.;;;.das 3 veces con 1 o mi de 

PBS para reducir el LPS residual. De~p.Íés c~e' les a~~egó medio .fresco y fueron 

incubadas por 3 h. una vez transcurrido:: ~~t~ ._.tiempo el medio fue colectado. 

centrifugado y filtrado, utilizando memtn·¡a'~as 'cie 0,22 ~m. 

Anticuerpos. 

Para la citometrla se utiliZó -un anticuerpo biotinilado contra selectina-E 

(Pharmigen, San Diego, CA) a una dilución de 1:1600. Para su detección se utilizó 

streptavidina acoplada a ficoerÍtrina (Pharmigen, San Diego, CA) a una dilución de 
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1 :3000. Para ICAM-1 se utilizó un anticerpo acoplado a. fluorescelna (Sigma, St. 

Louis, MO) a una dilución de 1 :50. Todas las diluciones se realizaron en PBS-BSA 

5o/o. 

El anicuerpo neutralizante para selectina-E (BD, San Jase, CA) se utilizó a 

una concentración de 2 µg/ml. 

Los anticuerpos contra h;:Ba.. Akt_ y el _secund~rio. una ini:1:1':1"~globulina 

acoplada a peroxidasa (Pierce. Rockford. IL), para el western fu~ron Utiliza·~os a 

una dilución de 1:1000. Las incubaciones Se realizaron en TBSfTWee~.· ·' 
Los anticuerpos para el análisls de ELISA de TNF-a. (Pharmigen: San Di.;go 

CA, USA) y de de IL-1p (R&D, Minneapolis MN, USA) se utilizarc:ln a·.':'rla dilución 

de 2 µg/ml para el de captura y a 1 µg/µI para la detección. 

Ensayo de adhesión. 

El ensayo de adhesión se hizo siguiendo los principios técnicos publicados 

con algunas modificaciones (McEvoy, 1996). Las HUVECs. se sembraron en 

placas de 48 pozos (con una superficie de 1 cm2 /pozo) y se dejaron crecer hasta 

alcanzar 100°/o de confluencia y formar una monocapa continua. Posteriormente, 

se estimularon con TNF-a, IL-1 p (R & D Systems, Minneapolis MN) o con los 

medios condicionados por 3 h. Paralelamente, células U937 fueron marcadas con 

timldina tritiada (NEN, Boston MA) (2 x 105 células/mi con 1 µCi/ml) por 48 h, una 

vez transcurrido el tiempo se lavaron con PBS suplementado con CaCl2 (0.9 mM) 

y MgCl2 (0.4 mM) para retirar la timidina tritiada no incorporada. Se agregó 250 µI 

de una suspensión de células ug37 (equivalentes a 2 x 105 células) se agregó a 

cada uno de los pozos que contenla las HUVECs pretratadas con: i) las citocinas, 

ii) los medios condicionados o 111) medio como control. Ambos tipos celulares se 

ca-incubaron por 3 h a 37°C. Después de esta · incubación, las células no 

adheridas se removieron con 2 lavados con PBS .. supÍementado con CaCl2 (0.9 

mM) y MgCl2 (0.4 mM). Las células que se mantuvi .. ron adheridas se lisaron con 

500 µI de NaOH 0.2 M y se Incubaron toda ·1a noche a 37ºC con 100% de 

humedad. Los lisados se mezclaron con 3 mi de liquido de centelleo y la 

radiactividad incorporada se cuantificó en un contador de emisiones J3 (modelo 

{- TESIS CON · 
FALL!\ DE OFlGEN 

49 



MATERIALES Y METODOS 

LS6000SC, Beckman, . Palo Alto, CA.). Los resultados se expresaron como el 

porcentaje de células adheridas en relación al total"de células agregadas al pozo. 

Los anticuerpos neutralizantes y los inhibidores fueron agregados 1 h antes que el 

tratamiento con citocinas o medio condicionado. 

Cltomotría de flujo. 

Las células endoteliales fueron crecidas a 80o/o de confluencia y tratadas 

por 4 h o los tiempos indicados con los medios condicionados. TNF-a. o medio 

como control. La monocapa fue lavada con PBS suplementado con CaCl2 (0.9 

mM) y MgCl2 (0.4 mM) para remover los componentes del suero. Las células 

fueron incubadas con anti-selectina-E o anti-ICAM-1 por 30 min a 4°C. 

Posteriormente. el anticuerpo fue removido y para el caso de selectina-E las 

células fueron lavadas e incubadas con streptavidina por otros 30 min a 4°C. Una 

vez terminado el tiempo de incubación. las células se despegaron utilizando EDTA 

4 mM y sé resuspendieron en 500 ~ti de PBS. El análisis se realizó utilizando el 

citofluorómetro modelo FACScalibur (Beckton Dickinson, San Jase, CA). Los datos 

son presentados como histogramas de la intensidad de fluorescencia a 560 nm. el 

valor promedio de la intensidad de fluorescencia relativa (FI} es presentado en 

cada histograma. 

RT-PCR. 

El RNA total de las HUVECs o de las células tumorales fue aislado 

utilizando el reactivo Tripure® (Roche, Germany). A partir 1 µg del RNA total se 

sintetizó el cDNA utilizando la transcriptasa reversa MuLV y un cebador poli-dT 

(Perkin Elmer, Branchlarg, NJ). Con la ayuda del programa Oligo (Molecular 

Biology lnsights, Cascade CO, USA) se diseilaron y sintetizaron oligonucleótidos 

sentido y antisentido para el cDNA de cada una de las moléculas que se analizó; 

excepto por los oligonucleótidos contra selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 cuya 

secuencia se obtuvo del trabajo de Meagher y colaboradores (1994). Los pares de 

oligonucleótidos se diseñaron para tener valor de Tm que no difirieran en más de 

un grado centigrado. Todas las reacciones se realizaron utilizando 40 ciclos y el 
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protocolo para las mezclas de reacción y los reactivos del estuche comercial Basic 

RNA-PCR (Perkin Elmer)(Tabla 5). Durante la fase de alineación se utilizó la Tm 

especifica del par de oligonucleótidos. 

1 

SENTIDO ANTISENTIDO 

5-CTC·TGA·CAG-AAG- S..ACT-TGA-GTC-CAC· 
AAG..CCA·AG TGA·AGC-CA 

5'-GTG-GGG-CGC-CCC- S'·AAA-TCG· TGC-GTG-
AGG-CAC-CA ACA-TTA·AGG-AG 
5'-TGG-CAT-TGC·TTG- s·-ccc-CCT-TGA-TAG-
TTT-CTT·AAA· ATG-GAA·TAG 
5°-TGG-GCT ·GT A·CTT- 5'-CAG-GCA-CT A·AGA-
TGT·ATA-TTC TGA-GTG-TAG 
5'-AGG-CGG-AAC-CAC- 5'-CGG-CAC-TTG-GTC-
ACT-CAG-AGA TCA-AAA·AAG 
5'-CTG-CCC-ATC-AGC- S'-TCC-CGA-TTG-GAA-
ATG·AAA-ATT CAG-AAG·GTG 
5'-GCC-TCT-ATT-TGA- 5"-CCT-TCG-TAT·GAT· 
AGA·TAT-GAC GAA-GAT-TCA 
5'-GCT-TCG-TGT-CCT- S'-GAA-ACC-GAA..-CAC-
GTA-TGG ACA-AGC 
5'·ATG-ACA-TGC-TTG- 5'-GTG-TCT-CCT·TCT· 
AGC-CAG-G TTG-ACA·CT 

5'-CGG-CTG-TGA-TTT- 5'-AGG-GGT-TTT-CTG-
CTG·AGA-G GTT-GTT·T 
5'-CGG-GGG-AA T ·GGA- 5'-GGG-CGT-CAG·GGA-

Tm 
(ºC) 

GO 

55 

52.9 

52.5 

58.8 

53.5 

58 

55 

56 

50.!l 

63.3 

Tamano 
Del 

oroducto 
254 

546 

561 

INTERNO 

5"-GAT-GGT-CTC-TAC
ACA·TTC-AC (Meagher et 
al. 1994\ 
5'-GGG-CAT-GGG-TCA
GAA·GGA-TTC·AT 
5·.ccC-CTA-GTG-AGA
GAA-AGA-GGT 

581 5'·GAG·GAA-CTC·TAA-

~---~~~~g;~:~C-ATT-
497 

265 

419 

259 

522 

629 

ACT-GTG-GAC 
5'-GCC-GCA·ATT-TGA
GGA·TTC-TGA 
5'-ATG-GCT-GTA-ACT -
ATC-TCT-GTG 
5'-ATC-GGG-GAA· TCA
GTG·ACT 
5'-TTG-GAG-T AA-CTT • 
GGA·TAA-TT(Meagher 
al. 1994l 
5'-CCG-CAG·TGA-GTC
AAA-TTA-G 

et 

Fractalclna CGA-GTC-TOT CAG-GAG·TGA 
5'-CGG-GCG-TGA-CTG
GTT ·CCT ·CAG 

Tabla 5. Secuencias do ohgonucicótidos ulihzados para la amplitlcaclOn y el southem du las 
dislitntas molóculas estudiadas. 

Marcaje del oligonucloótidos para análisis tipo usouthorn'" 

El marcaje de los oligonucleótidos se realizó utilizando T4 cinasa (Roche), 

la reacción de marcaje contenfa: 1 00 ng de DNA en 1 µI, 1 µI del amortiguador 

correspondiente de la enzima concentrado 10x, 0.5-1 µ.I de y-P32-ATP. 1µ1 de la 

enzima y 6 µI de agua. La reacción se Incubó 30 min a 37°C y posteriormente se 

inactivo Ja enzima a 65°C por 15 min. El ollgonucleótido marcado fue filtrado en 

una membrana de nitrocelulosa de 0.22 µm en solución de hibridación para 

elimina! al 32P no incorporado (Challberg et al •• 1980). 
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Ensayo de hibridación tipo ºSouthern" 

10 i.tl de la reacción de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1°/o. El 

gel fue_ transferido por capilaridad a una membrana de nylon (Osmonics. 

Westboroug MA, USA). La pre-hibridación se realizó con una solución constituida 

por: 1 x de solución de Denharst (1 OOx: 1 O g Ficoll 400, 1 O g polivinilpirrolidona, 1 O 

g albúmina), 6x de SSC (SSC 20x: NaCI 3M; Citrato de Na 0.3 M, pH 7), 0.05% de 

pirofosfato de sodio, 0.5% de SOS, 100 µg/ml de DNA de esperma de salmón por 

5 h a 37ºC. La hibridación se llevó a cabo toda la noche a 37°C en una solución 

que contenla: 6x de SSC, 1 x de Denharst, 20 mg/ml de tRNA (Roche, lndianápolis 

IN, USA), 0.05% de pirofosfato de sodio más el oligonucleótido Interno marcado 

radiactivamente (Tabla 5) (Suggs et al., 1981 ). Posteriormente, se realizaron 4 

lavados de 15 min cada uno, con 6x SSC, 0.05% de pirofosfato de sodio. La 

membrana se expuso en una pantalla intensificadora de fluor y se visualizó con la 

ayuda de un analizador de imágenes Phosphoimager. la intensidad de la señal fue 

evaluada por el programa lmage Quant (Molecular Dynamics, San Francisco CA, 

USA). 

Extractos nucleares 

Las HUVECs fueron lavadas con PBS fria y despegadas en 1 mi de PBS 

utilizando una espátula de plástico. posteriormente. se centrifugaron en 

refrigeración por 5 min a 3000 rpm. La pastilla celular fue congelada utilizando un 

baño de hielo seco y etanol por 1 min. se resuspendió en 100 µI de una solución 

hipotónica amortiguadora "A" [10mM HEPES (pH 8.0), 1.5 mM MgCl2 • 10mM KCI, 

1mM DTT]. El lisado se centrifugó a 3500 rpm por 10 min. La. pastilla, formada 

mayoritariamente por los núcleos celulares, fue resuspendlda en 30 µI de una 

solución amortiguadora de alta fuerza iónica "C" (10 mM HEPES (pH 7.9), 0.4 M 

NaCI, 1.5 mM MgCl2 • 25% glicerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF) y 

fue incubado a 4°C por 30 min con agitación constante para extraer las proteínas 

unidas al DNA. La muestra fue centrifugada en refrigeración (4ºC) por 20 min a 

1400 rpm. Se recuperó el sobrenadante y se mezcló en una proporción de 1 :1 

(v/v) con el amortiguador D (20 mM HEPES (pH 7.9), 50 mM KCI, 25º/o glicerol, 0.2 
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mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF]. La concentración de protefna en los 

extractos nucleares fue determinada con el reactivo de Bradford (Biorad. Hercules 

CA) (Dignam et al., 1983). 

Ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA) 

Un oligonucleótido de 21 pares bases de doble cadena, conteniendo 10 

bases con una secuencia consenso para el sitio de unión de NF-KB: s·-AGT-TGA

GGG-GAC-TTT-CCC-AGG (subrayada aparece la secuencia consenso) (Santa 

Cruz, Santa Cruz CA, USA) fue marcado con [y-32P)ATP (NEN, Boston MA~ USA) 

usando cinasa T4 (Boehringer Mannheim. Germany). Las reacciones de unión 

entre el oligonucleótido y las proteinas nucleares se realizaron en un volumen total 

de 20 µ1 que contenfan: 10 µg de la protefna nuclear, solución amortiguadora de 

unión (20 mM HEPES (pH 7.9), 50 mM KCI, 25% glicerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM 

DTT, 0.5 mM PMSF, 1 µg/µ1 polydl-dC, 10 mg/ml BSA, 1 M DTT] y el 

oligonucléotido marcado (0.5 ng). La reacción se incubó 20 min a temperatura 

ambiente, posteriormente los complejos de DNA-protefna y el oligonucléotido libre 

se separaron en un gel de poliacrilamida al 4º/o bajo condiciones no 

desnaturalizantes. Los geles fueron secados y se visualizaron con autoradiografia 

con la ayuda de un analizador de imágenes Phosphoimager, la intensidad de la 

señal fue evaluada por el programa lmage Quant (Molecular Dynamics, San 

Francisco CA, USA) (Fried, 1989). 

lnmunoblots 

Las células se lavaron dos veces con PBS fria y se lisaron con. 500 µ1 de 

una solución de 50 mM Tris pH 8.0, 120 mM NaCI, 0.5°/o NP-40, 100 mM NaF, 5 

~1g/ml aprotinina, 1 mM PMSF, 10 µg/ml leupeptina. La protefna se cuantificó 

usando el reactivo de Bradford (Biorad'. He.rcules CA, USA). En un gel 

desnaturalizante de poliacrilamida al '10% se cargaron 30 µg de prote!na para su 

migración electroforética. el gel ·se -electrotransfirió a una membrana de 

nitrocelulosa (Osmonics, Westboroug, MA). La membrana se bloqueó con leche 

descremada (Camation) al 5% en una solución amortiguadora de TBS/Tween por 
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h (TBS: NaCI 8 g, KCI 0.2 g, Tris 3.0 g; pH 8 suplementado con Tween al 0.1 %). 

El anticuerpo primario se incUbó en TBSfTween con albumina al 1°/o. po-r 2 h. Las 

membranas se lavaron y se trataron con el anticuerpo secundario "dilu_ído en 

TBS!Tween con 1 °/o _de albumina por 2 h. Las ban~as de las protei~as ·_se 

visualizaron con un estuche comercial de quimioluminiscencia (~ierce) y pellculas 

de autoradiografla (Kodak, Rochester NY, USA)(Laemmu;· 1970; Burnette, 1981 ). 

Bioensayode citotoxicidad para TNF--a. 

El ensayo se realizó como previamente se describió por Kramer (1986). 

Brevemente. en una placa de 96 pozos se sembraron 9 x 103 celulas en 100 f.Ll por 

pozo. Al dia siguiente se le agregó medio completo suplementado con 1 µg/ml de 

actinomicina D y 100 ,.19/ml de proteína del medio condicionado en diluciones 

seriadas. Después de 12 h. las células remanentes se tiñeron con una solución de 

cristal violeta al 0.1 °/o por 15 min. Después de varios lavados can agua corriente, 

la tinción fue disuelta en ácido acético al 10% (200µ1) y se determinó la densidad 

óptica (DO) a 595 nm utilizando un lector de ELISA (Biotek, Winooski VT, USA). 

Como curva patrón en cada uno de los experimentos se realizó una curva 

standard de TNF-u recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis MN, USA). 

Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje de viabilidad con respecto 

al control. 

ELISA 

50 µI del anticuerpo de captura (2 µg/ml en 0.1 M de Na2 HP04 pH 9.0) se 

agregaron a los pozos y se Incubó toda la noche. Al dla ~iguiente: se .reáliz.;¡·ron 3 

lavados con PBS-Tween (0.05% v/v), posteriormente. los pozos: fu;;ro.:, tratados 

con 300 µI de solución de bloqueo (PBS C::on 10% de s.:,;,;() fét.;,I b()_;ino) por 2.h a 

temperatura ambiente y de nuevo fueron-.:,a~Bdos:-3,-~v~~~~. co-n Pes-TWeen. Se 

agregaron 100 µI por pozo de las muest...;s o de la.;·.;c,¡,:..;¡~nes patrón con TNF-a 

recombinante humano (Pharmigen, San Diego CA. USA) e IL-1 Jl (R&D, 

Minneapolis MN, USA) y se incubaron por 2 h a temperatura ambiente. Los pozos 

se lavaron 3 veces con PBS-Tween y se trataron secuencialmente con 100 µI del 
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anticuerpo biotinilado (1¡tg/¡il en TBS-Tween) y 100 µI de una solución de 

streptavidina acoplada a fosfatasa alcalina (1:1000 en PBS-Tween) en cada caso 

seguidos de 3 lavados con PBS-Tween. Finalmente, se agregaron 100 ¡ll de p

nitrofenil-fosfato (1 mg/ml en 10 mM de dietanolamida pH 9.5 con 0.5 mM de 

MgCI,) por cada pozo. La placa fue incubada por 30 min, y se midió la densidad 

óptica a 405 nm usando un lector de ELISA (Biotek, Winooski VT, USA). 
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RESULTADOS 

Evaluación de los medios condicionados. 

Los medios condicionados de las células EUHE y Eusebla utilizados en los 

experimentos se obtuvieron de diferentes lotes; para establecer que el contenido 

proteico los medios era similar. se migraron electroforéticamente en geles de 

poliacrilamida y se tiñeron con nitrato de plata. Todos los lotes utilizados tuvieron 

el mismo patrón de bandeo. En la figura 7A. se muestra un gel con 2 lotes de cada 

uno de los medios que se utilizaron donde se observa que el patrón de las bandas 

es similar. 

La polimixina-B es un potente antibiótico aislado de Bacillus po/ymyxa cuyo 

efecto radica en su capacidad de unirse a la porción lipido-A del lipopolisacarido 

(LPS). Esta interacción está mediada por fuerzas iónicas entre los grupos amino 

de la polimixina B y los grupos fosfato y carboxilo de la región lipido-A-Kdo. Bajo 

ese principio. la polimixina se ha usado para remover endotoxina (LPS} de 

soluciones (lssekutz, 1983). El LPS puede activar a las células endoteliales e 

iniciar una respuesta semejante a la que se obtiene durante la reacción 

inflamatoria (Cines et al., 1gg8). En la Figura 78 se muestra que el LPS es capaz 

de incrementar el porcentaje de adhesión alcanzando un punto máximo de 55º/o 

con 10 ng/ml de LPS. Sin embargo, el pretratamiento con polimixina B abate el 

incremento de esta adhesión. La producción de los medios condicionados por las 

células tumorales requiere varios pasos en los que se vuelven susceptibles de 

contaminación con LPS. Basándonos en los resultados de la figura 78. los medios 

condicionados fueron pretratados con polimixina B (15 µg/ml) para descartar 

cualquier respuesta dependiente de LPS y sólo observar la respuesta dependiente 

de los componentes de los medios condicionados. La adición de 15 µg/ml de 

polimixina B no tuvo ningún efecto sobre la adhesión inducida por el medio 

condicionado por las células tumorales. 
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RESULTADOS 

Efecto del pre-tratamiento de células endoteliales con productos solubles 

secretados por los linfomas EUHE y Eusebia sobre la adhesión de células U937 

Comparamos la adhesión de las células U937 a HUVECs pretratadas con 

TNF-a, con productos secretados por macrófagos activados con lipopolisacarido 

(LPS) o con los productos solubles derivados de los linfomas EUHE o Eusebia. 

B 

l••ss 1 ~l 1 1 •• _;.: 

·--·43 
~ riJ .. ,., .... 29 ~ 
-ll r2J Fffiíl 1 2 3 4 .... 

Eusob EUHE MP Ctrl 0.1 10 0.1 

r@J 
10 

Pollmlxlna B (10µglml) 

LPS (µgfml) 

Figura 7. A) Tinción con nitrato de plata del gel de poliacrilamida·SDS con dos lotes distintos 
de los productos socretados por las células EUHE (Lote 1 y 2) y Euseb1a (Loto 3 y 4). MP: 
Marcador de peso molecular. B) Adhesión de células U937 a células endotolialos protratadas 
con LPS o con LPS pretratado con polimlx1na B. El ensayo so realizó como se reporta on 
materiales y métodos. "•p>0.05. "" .. >0.00005. 

El TNF-a. aumentó la adhesión de las células U937 de una manera dosis 

dependiente (Fig. 8). incluso. 10 pg/ml fueron suficientes para inducir el doble de 

adhesión con respecto al control (p<0.05). La adhesión inducida por el TNF-a. 

alcanza un valor máximo de 34% utilizando 1 ng/ml. lo cual no aumentó aún 

cuando la concentración de TNF-a. se incrementó 100 veces. Esto sugiere que los 

mecanismos de activación endotelial en lo que respecta a su capacidad de 

adhesión inducida porTNF-a.. han alcanzado su nivel de respuesta máximo. Como 

un control positivo de medios condicionados. se realizaron ensayos utilizando los 

productos secretados por células U937 diferenciadas en macrófagos activados 

con LPS. que se sabe secretan citocinas proinflamatorias capaces de activar al 

TESIS CON 
FA..LLA DE QRJ(!r::"' 

57 



RESULTADOS 

endotelio. El pretratamiento con este medio condicionadO. f'.1Um~nt6 la adhesión de 

una manera dosis dependiente. alcanzando un máxil..;;O de 4_0°/o Semejante; a lo 

obtenido con TNF-u (Fig. 88). 

Los productos solubles derivados de los dos -_linfomas· también.·fueron 

capaces de aumentar la adhesión de una manera d~Sis:.deP0i:i~:Ú~~i~· (FtQ. ac·). sin 

embargo. uno de ellos (EUHE) alcanzó un méximo cié" fü5%/siemda',esto 19% 

superior a la adhesión máxima inducida con T~F-a o cO'n el-ñiedio--cÓndiciOnado 

de los macrófagos. 

A 

ri o o o 
e 

~ =1 . -
.! : ~ 
~ ...... o 
; ·- .:::-; - o n n 

B 

,•• ~· -
MC fllll•Cr•I•••._ (,..,..,1) 

Figura 8. El pretralamlonto de HUVECs con productos secretados por los cólulas dol 
linfoma EUHE o Eusobla induce do manera dosis depondionto un aumento en la adhesión de 
células. A) Curva dosis-respuesta do TNF recombinanto humano, B) Curva dosis-respuesta de 
la adhesión inducida por modio condicionados por macrófagos U937 estimulados con LPS (MC 
Macro). C) Curva dosis respuesta obtenida con los modios condicionados de las células EUHE 
(izquierda) o Eusebia (derecha). En todos los casos so Incluye un control no estimulado (Ctrl). 
La adhesión fue evaluada como se describo en materiales y métodos Las barras Indican la 
desviación standard del promedio, las diferencias con respecto ni control fueron significativas 
con•= p<0.05 6 •• =p<0.01. 

La activación endotelial correlacióna con la activación del factor de 

transcripción NF-A.·B 

Utilizando ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA), se 

evaluó la activación de éste factor. Después de 20 min de tratamiento con TNF-a. 

1 , .. ~ .· 
1 
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(10 ng/ml) se indujo una translocación de NF-KB 6 veces mayor a la _del control. 

De manera similar, el medio condicionado por las células Eusebla (60 ~19/ml) 

indujo un aumento de 6 veces. sin embargo. los productos secretados por las 

células EUHE (60 ~19/ml) inducen una activación aún mayor, alcanzando 8 veces 

con respecto al control (Fi9. 9). 

TNF 10 ng/ml • 
EU HE 60 µg/ml • 
Euseb60 µg/ml _ 

Relación con respecto 

al control 
6 o 6 

Figura 9. Activación del factor do transcripción NF-... a en células endoteliales. Las células 
ondoteliales fueron tratadas con 60 µg do los productos secretados por células tumorales. 
con 10 ng/ml do TNF-u o con medio como control. Despuós de 20 min se hizo una 
extracción de protclnas nucleares. Se muestron la relación con respecto al control. 

Participación de NF-,..,-B en el aumento de la adhesión celular inducida por 

los productos secretados por células tumorales. 

Con el objetivo de evaluar la participación del factor de transcripción NF-><B 

en el aumento de la adhesión inducida por los productos secretados por las 

células tumorales, se utilizó al inhibidor BAY11-7085. el cual, interfiere con la 

activación de NF-"B al bloquear especlficamente la fosforilación de l><:Ba. 

Los resultados muestraron que con 15 µ9/ml del medio condicionado de las 

células EUHE se obtiene una translocación 3.6 veces por arriba del control 
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(células con medio de cultivo). sin embargo en presencia del inhibidor BAY11-

7085 (1 ¡1M) la translocación disminuye a solo 1.6 veces sobre el control (Fig. 10). 

Se observó un efecto similar en los cultivos de células endoteliales tratados con 

los productos secretados por las células Eusebia (15 pg/ml) donde hay un 

aumento en la translocación de NF-..:B de 1.6 que se reduce a 0.8 veces (Fig. 10). 

EUHE (15 
+ 

Eusebia 

Relación con respecto 

al control 

µg/ml) 

(15 µg/ml) -......... ···-~··· 

:~--~· ,_ · .... -_ · .. , • ·,t'·,,, __ ::< ... ~l 
3.8 1.6 1.8 0.9 

Figura 10. Efecto de Bay11-70B5 sobro la translocación de NF-a.:B. HUVECs fueron tratadas 
por 1 h con el BAY11-70B5 (1 µM) posteriormente so estimularon con los productos 
secretados por las células tumorales El EMSA se realizó do cómo se reporta en materiales y 
métodos. En la parto inferior so muestra la relación con respecto al control. 

Es importante notar que la concentración recomendada por el fabricante 

para inhibir- el 50% de la respuesta mediada por el TNF-a es de 10 pM. Sin 

embargo. para las células endoteliales esa concentración resulto ser tóxica, por lo 

que se analizó el efecto a 5 µM siendo ésta la dosis más alta a la que las células 

respondieron sin que llegara a ser tóxica. Por tanto y con el fin de asegurar,la 

detección de un psobile efecto de este inhibidor de la activación de NF-x:B sob~e el 

ensayo de EMSA también se redujo la dosis de los productos secretados' por las 

células tumorales. Por lo que el efecto del BAY 11-7085 se evaluó contra7.5 y 15 

pglml de la proteína secretada por las células tumorales, que de· acuerdo a la 

figura 8 aún produce un claro aumento en la adhesión4 

En presencia de 5 pM del inhibidor la adhesión en células tratadas con 

TNF-u se observó una reducción del 88º/o, mientras que en células tratadas con el 

medio condicionado de las células EUHE y Eusebia disminuyó en un 54º/o y un 
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44º/o respectivamente. Como control. en endotelio estimulado con los productos 

secretados por los macrófagos activados se obtuvo una reducción del 92º/o (Fig. 

11 ). 
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Figura 11. Efecto del inhibidor BAY11-7085 sobre la adhesión Inducida por los productos 
secretados por células tumorales. Las células endotoliales luoron tratadas por 1 h con ol 
lnhibidor (5 µM) y posteriormente se adicionó el modio condicionado do las células EUHE (7.5 
µg/ml), o do Eusebia (7 .S µg/ml), TNF-u o los productos secretados por macrófagos activados 
por 3 h más. Por Ultimo se adicionaron las células U937 y se coincoubaron con las células 
endoteliales por 3 h mós. 

Paralelamente. se realizaron ensayos de retardo en la movilidad 

electroforética utilizando 5 µM del inhibidor. En la figura 12 se puede observar que 

la presencia del inhibidor disminuye a la mitad la translocación de NF-...::B inducida 

por TNF-a y una cuarta parte en la inducida por los productos secretados por la 

linea tumoral EUHE. 
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TNF (1 O ng/ml) 
BAY(SµM) 
EUHE (15 µg/ml) 

Relación con respecto 

al control 

+ 

4.3 

+ 
+ 

2.8 

+ 

2.1 

+ 
+ 

1.5 

Figura 12. Efecto del BAY 11-7085 sobre la translocación do NF-...:B inducida por los 
productos secretados por las cólulas EUHE. EMSA de células ondotohalos 20 min después 
de estimuladas con TNF-n (1 O ng/ml) o con los productos secretados por las células de la 
linea EUHE (15 i1g/ml). Los extractos y el ensayo so realizaron como so reporta en 
materiales y mótodos. Veces do aumento con respecto al control no tratadas. 

Los resultados presentados anteriormente muestran que 5 µM no es 

suficiente para interferir con ta translocación inducida por el TNF-a. Para evaluar si 

era posible abatir este efecto se utilizó la linea HMEC-1 (linea de células 

endoteliales de microvascutatura), que ha demostrado ser más- r0siste'1tes a los 

efectos tóxicos del inhibidor BAY 11-7085 que las células endoteliales primarias. 

Las células HMEC-1 fueron tratadas con 1 O µM de' BAY 11~7085 'y con 

TNF-u siguiendo el mismo protocolo que en Jos experimentos .-anteriores. Se 

puede observar que la presencia del inhibidor disminuye los nivele"s--basales de 

NF-1.:B presente en el núcleo. El TNF-u aumentó la translocaclón 2.4 .veces con 

respecto al control y, cuando las células fueron pretratadas con el inhibidor y 

estimuladas con el TNF-a. la translocación se redujo hasta los niveles del control. 

lo que nos sugiere un completo bloqueo de la translocación de NF-...:B inducida por 

TNF-u. confirmando que la inhibición parcial observada en los cultivos de 

endotelios primarios es debida a un problema de concentración y no a un defecto 

del inhibidor para bloquear la activación del factor de transcripción (Fig. 13). 
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RESULTADOS 

Relación con respecto 0.4 2.4 0.6 

al control 
Figura 13. Efecto del BAY 11-7065 sobre la translocación do NF-t.;B en células HMEC-1. 
EMSA de células HMEC-1 prctratadas con BAY 11-7085 (10 ~1M) y estimuladas con TNF-.a 
por 20 min. Los extractos nucleares y los geles de retardo se realizaron como se describe en 
materiales y métodos. En la parto inferior de la imagen so muestra las veces de aumento con 
respecto al control. 

Especificidad de la estimulación de los productos secretados por las células 

tumorales y el inhibidor BA Y 11-7085 sobre NF-1<.-B 

Para evaluar la especificidad de los complejos DNA/protefna formados por 

efecto de tos productos secretados por las células tumorales se realizaron 

ensayos de retardo utilizando anticuerpos contra las subunidades p65, p50 y como 

competidor el mismo oligonucleótido frfo. Los datos muestran que en presencia de 

los anticuerpos los complejos formados se desestabilizan indicando la presencia 

de las dos subunidades en los complejos inducidos por los medios condicionados 

por células tumorales (Fig. 14A}. De igual manera, al usar el oligonúcleótido frío se 

observa la desaparición del complejo, confirmando que el complejo que se forma 

en los EMSA es NF-.:B. 

Para analizar la especificidad del efecto de los productos secretados por las 

células tumorales sobre NF-.:B se evaluó el contenido nuclear del factor de 

transcripción Sp-1. La figura 14B muestra .. que ni el TNF-a. ni los medios 

condicionados de las células tumorales en presencia o ausencia del inhibidor BAY 

11-7085 inducen cambios nucleares de éste factor de transcripción. Lo que 

T:::S:.3 \... _J s3 
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confirma que el efecto de los productos solubles· secretados por las células 

tumorales al Igual que el de TNF-or. es mediado por NF-i<B. 

A 

EUHE 
a-p65 
a-p50 

B 

TNF-a. 
EUHE 
BAY11-7085 

NF::¡~ ~- l w(it~ + L .n __ .M,.¡ So-1-
i.JlQ&ill ~~ 

Figura 14. Especificidad del efecto do los productos secretados por células tumorales sobre NF
..:B. A) Anélisis de los complejos do NF-a.:B usando ol oligonucloólldo para NF-i..B con extractos 
nucleares de HUVECs tratadas con 60 µg de los productos secretados por las células EUHE y 
preincubados con anticuerpos contra las subunidades pSO o p65 del factor o compitiendo con el 
mismo oligonucloótido fria. B) Ensayo de retardo utilizando un oligonucleótido para el factor do 
transcripción Sp-1 con extractos nucleares de HUVECs tratadas con 60 ~19 dol medio 
condicionado de las células EUHE o 10 ng/ml de TNF-u. 

Patticipación de /,..-Ba en la activación del factor de transcripción NF-,,.-B 

mediada por los productos secretados por células tumorales. 

Con el objetivo de determinar si los productos secretados por las células 

tumorales utilizan la misma vla de activación de NF-i<B que el TNF-or. se analizó la 

degradación de li<Ba. en extractos de protelna total. Mientras que el tratamiento 

con TNF-a. por 20 min indujo degradación significativa de li<Ba., los factores· 

solubles derivados de células tumorales no afectaron el contenido de ésta 

isoforma (Fig. 15) y sugiere que el mecanismo de activación de NF-i<B es distinto 

del deTNF-or.. 
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Linea 1 2 3 4 5 

IKB- __.- ..... - .. 
TNF-a. 

°t;UHE 
Eusobia 
Bay11-7085 

6 7 

Figura 15. lnmunoblot de l..:Bu en colulas ondoteliales tratadas con los productos secretados 
por las células tumoratos. Las células HUVECs fueron estimuladas con TNF-u. (10 ng/ml) o con 
los productos secretados por las cólulas tumorales EUHE o Eusobla (60 mg/ml) por 20 mln, 
posterionnente se realizó una extracción total do proteína. Se corrieron 30 µg de protelna en un 
gol de poliacrilamida al 12"/o y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, posteriormente 
la membrana se incubo con anticuerpo anti-li.;811 y so reveló por quimioluminiscencla. 

Participación de Akt en la activación del factor de transcripción NF-1..-B 

mediada por los productos secretados por células tumorales. 

Recientes estudios han demostrado que para la activación de NF-KB por 

estimules tan diversos como TNF-a o el PDGF es necesaria la activación de la 

Pl,K, que a su vez activa a AkVPKB al fosforilarla (Romashkova et.al., 1999; Nidal

Ozes et al 1999). Para evaluar la participación de_ elementos de ésta via . en la 
_. . - ·''-

activación de NF-KB se realizaron inmu.noblots :.utiliza:~do.;' ~n -'~nt.icuerpo ,que 

reconoce la forma fosforilada de Akt. La fi9ura'15-~¡j'.;¡~ir.ó;qi'.i~ i~','.;!;,--¡,;I TNF~cr. 
como el medio condicionado de las célulás EUHE. ·~Umentan: ·,·a :.foSf~~ilación d.e 

Akt; sin embargo. los niveles obtenidos con lo~ Prod~c~o_s:-~.se·creia.dos .. po~- laS 

células tumorales son mayores que los obt~nid~s con TN~-cx.;-. E_stos resultados 

sugieren que el medio condicionado de las células EUHE activa m.ás esta via que 

el TNF-a. Para ambos estimulas el uso del inhibidor disminuye los niveles de Akt 

fosforilado a los niveles basales. 
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TNF-ca. + + 
EUHE 
BAY11-7085 --- -.Akl-P 

Figura 16. lnmunoblot do Akt fosfonlado de HUVECs tratadas con el medio condicionado de las 
células EUHE. Células HUVECs fueron tratadas con TNF-u (10 ng/ml) o con los productos 
secretados por las células del linfoma EUHE (67.5 •19/ml) por 20 min, posteriormente se realizó 
una extracción de protelna total. 30 µg do protelna so corrieron en un gel de poliacnlamida al 
12º/o y se transfirlo a una membrana do nitrocelulosa. Posteriormente la membrana so Incubó 
con un anticuerpo anti-Akt fosforilado y se revelo por quim1oluminiscencia. 

Efecto de /os productos solubles secretados por /as células tumorales en la 

expresión de la se/ectina-E 

Se ha reportado que el aumento en la adhesión de células U937 inducida 

por la activación endotelial mediada por TNF-u requiere de un aumento en ta 

expresión de al menos tres moléculas de adhesión endoteliales: selectina-E, 

ICAM-1 y VCAM-1, todas dependientes del factor de transcripción NF-><B (Estrada

Bernal. 1998). De estas moléculas. la selectina-E es la primera en ser transcrita y 

sintetizada. por lo que los niveles membranales de protefna se eleva en las células 

endoteliales durante las primeras horas después del tratamiento. Uno de los 

marcadores más comunes para la activación de sitios NF-KB en respuesta a 

citocinas proinflamatorias. es el promotor del gen de selectina-E (Stoelcker et al.. 

1996; Vidal-Vanaclocha et al., 2000). Por esta razón, se evaluó la expresión de 

selectina-E en la superficie de las células endoteliales después de haber sido 

tratadas con los factores solubles derivados de las células tumorales, TNF-or. o con 

los productos derivados de macrófagos activados con LPS. La intensidad de la 

fluorescencia basal detectada con el análisis de citometria de flujo no cambió en 

las células control con o sin anticuerpo anti-selectina-E marcado con ficoeritrina. 

Después de 4 h de estimulación con TNF-a., la intensidad de fluorescencia 

aumentó más de 100 veces en el 90% de la población celular, un fenotipo similar 

se observó con el tratamiento con el medio derivado de macrófagos. Sin embargo. 

sólo el 10% de la población endotelial tratada con los productos solubles derivados 
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de las células tumorales mostró un aumento equivalente en la intensidad de 

fluorescencia {Fig. 17). Este pequeño aumento en la expresión de selectina-E es 

contrastante con el aumento en la adhesión inducida por los productos secretados 

por las células tumorales (Fig. 8). 
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Figura 17. Niveles de expresión de selcctina-E en la superficie de células endotollales. 
HUVECs fueron tratadas con TNF-u (10 ng/ml), modio condiconado de macrófagos activados 
(Macro+LPS 160 µg/ml) y los productos secretados por células tumorales (120µg/ml). Las 
cólulas HUVECs fueron tratadas con 4 h por los diferentes activadoros. Posteriormente, se 
realizaron Incubaciones con el anticuerpo primario biotinilado y con stroptavidina derivatizada 
con ficocritrina (PE). 

Dado que la diferencia en la expresión de selectina-E en membrana entre el 

TNF-a. y los medios condicionados podría resultar de diferencias en la cinética de 

expresión de este antigeno de superficie. se realizó un seguimiento de la 
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presencia de selectina-E hasta 8 horas. que es el tiempo máximo en. el que se 

realiza el ensayo de adhesión. La intensidad promedio de fluorescencia relativa 

(IF) aumentó de 6 en células control a 750 en células tratadas con TNF-cr. por 3 h, 

éste parámetro alcanzó un máximo de 893 después de 4 h para después decaer a 

748 h a las 8 h (Fig. 18). Sin embargo, a pesar de que la expresión de selectina-E 

es modesta con el tratamiento de los productos secretados por las células 

tumorales. la intensidad de fluorescencia aumentó 5 veces a las 4 h alcanzando 

un valor máximo de 21 y cayendo a 4 a las 8 h (Fig. 18). 
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Figura 18. Cinética de expresión de selectlna-E. HUVEC fueron tratadas con TNF""<t. (10 ng/ml) 
o con los productos secretados por las células Eusebla por 3. 4 y 8 h. 
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Efecto del inhibidor BAY 11-7085 en la expresión de selectina-E. 

Los datos obtenidos anteriormente muestran que nuestros resultados 

siguen la cinética que previamente se habla reportado. esto es. el punto máximo 

en la expresión de selectina-E se encuentra a las 4 h de tratamiento con T~F:-ª• 

se quiso evaluar el efecto del lnhibidor BAY 11-7085 sobre la expresión de 

selectina-E en la superficie de la membrana celular. 

Los resultados muestran que en las células tratadas _con el inhibidor antes 

de estimular con TNF-a (10ng/ml), el aumento en la expresión que induce.;,, TNF

a. se previene por completo: en el caso del medio condicionado ·1por célulBs 

Eusebia (120 ~19/ml), el pequeño aumento observado también fue .. bloqueado por la 

presencia del inhibidor (Fig. 19). 
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Figura 19. Efecto del inhibidor BAY11-7085 sobre la expresión de selectina-E. Células 
endotellales HUVEC fueron pretratadas por 1 h con el lnhibidor y después fueron estimuladas 
por 4 h mas con TNF-u. (10ng/ml) o los productos secretados por las células Eusebia (120 
µg/ml). 
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Participación de la selectina-E en la adhesión de células U937 activados 

con Jos ·productos secretados por las células tumorales. 

SI bien los productos secretados por células tumorales solo inducen un 

pequeño aumento en la expresión de selectina-E en comparación ~on la respuesta 

al TNF-a, no podla descartarse. que. este pequeño aumento en la expresión de 

selectina-E inducido por los s:>ro~uctos·secretados por las células tumorales fuera 

suficiente para participar significativamente en la adhesión de las células U937. 

Por tanto se evaluó.el efecto de-ariticuerpos neutralizantes contra selectina-E en 

un ensayo de adhesión. El uso de· los anticuerpos neutralizantes redujo la 

adhesión dependiente de TNF-a en un 36%; en contraste, cuando las células 

endoteliales fueron estimuladas con el medio condicionado de EUHE, los 

anticuerpos no tuvieron efecto y no interfirieron con la adhesión de las células 

U937 (Fig. 20). Los resultados muestran que esta molécula no participa en la 

adhesión inducida por los productos secretados por las células tumorales. 

Figura 20. Erecto de anticuerpos neutralizantes contra selectina-E en la adhesión inducida por 
TNF-u o los productos secretados por las células tumorales. HUVECs fueron Incubadas 1 h con 
el anticuerpo neutralizante contra selecllna·E. postoriormento se estimulo con TNF-u o los 
medios condicionados de las células tumorales y se continuo con el protocolo del ensayo de 
adhesión. 
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Efecto de Jos productos secretados por las células· tumorales sobre los 

niveles de RNAm de moléculas de adhesión de células endoteliales: 

Se sabe que las moléculas de adhesión: selectina-E, 'ICAM-1, y VCAM-1 se 

expresan durante la reacción inflamatoria gracias a .1a~·,_,~pCi6'n de citocinas 

proinflamatorias como el TNF-a y la IL-11} (Rosales ,et al .• ,,59s's). sin embargo, 

existen otras moléculas de adhesión que no partic~pa~ di'r~cta_m~~.~~-9¡,:1a:re'acción 
inflamatoria y cuya expresión también pueden· sef.·_i~fl~e;~~i~_d:~_--P_ci'f_~~ii_o:6¡~~s,- tal es 

el caso de la fractalcina y la molécula especméa d;;;:céj;_¡¡~~ '.;;nd;;t;.liaÍe,s(ESM-1) 

ambas expresadas sólo en células endoteliales '.;,cú~ad,as'' cséch,~rd': et .;l., 2001; 

Fong et al., 1998). 
:__ _: - . .· ... ~ ".:. . ': ~ ·.:. <; ;~ ·. . - • . ' 

Para evaluar cuál o cuáles moléculas de adhésión pudieran participar en la 

adhesión inducida por los factores secretad6s/'pC,~ células: tumorales EUHE o 
-~ . . . . . . 

Eusebia se realizaron reacciones de transcripción revers~ Y. PCR que permitieron 

evaluar si la expresión del RNA mensajero de algunas' moléculas de adhesión es 

influenciada por los productas·secretados por.las célUlas tumorales. 

Comparados con el control, los niveles de ESM-1, VCAM-1, fractalcina y 

selectina-E no variaron en presencia de los medios condicionados por las células 

tumorales (Fig. 21 A, B, C). La única molécula que presentó un ligero aumento fue 

ICAM-1 cuyo mensajero se incrementó al doble con respecto al control. Sin 

embargo, cuando las células fueron estimuladas con el TNF-a. o con el medio 

condicionado de macrófagos activados. se observó un incremento en los niveles 

de todas las moléculas exceptuando a ESM-1 que mantuvo un nivel ccin~tan~.e en 

todos los tratamientos (Fig. 21 A, B, C). Estos resultados permiten confirmar el 

efecto de las citocinas proinOamatorias sobre la expresión de rliotéculas de 

adhesión. Los resultados obtenidos sugieren analizar más profundamente la 

posible participación de ICAM-1 en el incremento de adhesión mediada por los 

medios condicionados de las células tumorales. 
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Figura 21. Efecto do los productos secretados por las células de linfoma sobre la expresión de 
RNAm de moléculas de adhesión ondotolial. HUVECs fueron tratadas con los productos 
secretados por las células tumorales por 4 h. posteriormente se realizó una extracción de RNA 
total, del cual se tomaron 0.5 µg para las reacciones de RT-PCR y el southom. En la figura se 
muestra el producto de PCR. la hibridación con oligonucleólidos internos especlficos para 
cada producto do PCR y la gráfica resultado de la corrección por cargado. 
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Efecto de los productos solubles secretados por las. células tumorales en la 

expresión de la /CAM-1 

El análisis por RT-PCR mostró que sólo el RNA.inensa]ero de ICAM-1 tiene 

un pequ0ño incíem0nto por ef0cto:da·:r0s medios--condicionados de.las células 

tum6rales. >P~>í- .!º --~ue -~E'.1- e~~l~_~r~&~ .. 1_6~\-~i~eÍ~~:.'..:~e/.1'?~·M:-~-. ~~_·la mem~rana de 
HUVECs .e.;u.,.;~ladas c.;;;, TNF~; los ~rdci~~to.;~ecre~~do~ por ¡;.s EUHE y el 

medio de .mac~ófagos activada_s Con= _ _'L.PS ... con\~ .C:::O'~tí~t".:· L~- ~it-o~_etrra muestra que 

el TNF-a y el medio de macrófagos a~riienÍa • 1a: expresión de. é~ta molé.cu la de 

adhesión 100 veces con respecto al control, mientras que ermedÍo condicionado 

de las EUHE aumenta la expresión de ICAM-1 solo 10 veces:.:.;i.n embargo es 

importante notar que si hay un aumento en tos niveles de esta p~Oletn~ mientras 

que con selectina-E sólo se observó un efecto mlnimo (Fig. 22). 
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.. ":""_ .. ··' 

IF: 145 ,,40 E u He 

.. ~:. 

Figura 22. Efecto de los productos secretados por las células EUHE sobre la expresión de 
ICAM-1. Células endoteliales HUVECs fueron estimuladas por 4 h con TNF-a (10ng/ml), los 
productos secretados por las células EUHE (60 µg/ml) o con el medio condicionado de 
macrófagos activados con LPS (50% v/v). Posterlo1TT1ente se realizó el análisis por cltometria 
como se describió previamente. 

Se sabe que la expresión de ICAM-1 alcanza niveles máximos de expresión 

entre las 6 y 8 h después del estimulo (Simiantonaki et al., 2002). El experimento 
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anterior se realizó a las 4 h siguiendo el protocolo que se habla establecido para 

seleciina-E. Por la que·se·procedió a evaluar si dent.ro del-Íiempo en el que se 

realiza el ensayo de adhesión la cinética de expresión de ésta molécula es distinta 

entre los medios condicionados y el TNF-a., lo que puede reforzar la sugerencia de 

su particiPación erl el proceso. Con este objetivo, se realizó un análisis de 

citometrla :pará e1ialuar-lá expresión de ICAM-1 durante el tiempo. La figura 23 

muestra los niveles de ICAM-1 a las 3, 4 y 8 h después del estimulo con TNF-a o 

con los productos secretados por las células tumorales, se observa que desde las 

3 h la expresión de la proteina ya ha aumentado para ambos tratamientos, es 

importante notar que este aumento continúa a lo largo del tiempo. La existencia de 

un aumento en la expresión de la molécula desde las 3 h, sugiere su participación 

en la adhesión de las células U937 al HUVECs estimuladas con TNF-a o con los 

productos secretados por las células del linfoma. 
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Figura 23. Niveles do expresión do ICAM-1 en HUVECs ostimulad~s con TNF-u. o los productos 
secrntados por las células del linfoma EUHE. HUVEC fueron estimuladas po,- los tiempos 
indicados con TNF-...t (10ng/ml) o con los productos sccretndos por las células EUHE (60 µg/ml). 
Posteriormente so realizó ol análisis por citomotrla como so describió previamente. 

Efecto del inhibidorBAY 11-7085 en la expresión de ICAM-1. 

El aumento en los niveles de ICAM-1 sugiere que esta molécula podrla 

estar participando en la adhesión inducida por los medios condicionados de las 

células tumorales; si esta hipótesis es cierta. el inhibidor BAY 11-70S5 que 

bloqueó la translocación de NF-><B y la adhesión, deberla ser capaz de bloquear la 

expresión de esta molécula de adhesión. La figura 24 muestra que e.1 Ir.atamiento 

con el inhibidor previene .. la inducción de . ICAM-1 inducida por Jos productos 

secretados por las ·células tumorales. mantá:niéndola en los niveles basales. 
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Figura 24. Efecto del inhibidor BAY 11-7085 sobro la expresión de ICAM-1. Células 
ondotollalos HUVEC fueron protratadas por 1 h con ol inhlbldor y despuós fueron estimuladas 
por 6h más con los productos secretadas por las células EUHE (60 µg/ml). Posteriormente se 
realizó el análisis por citometrla como so describió anteriormente. 

Participación de tas citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1p en Ja 

activación de las células endoteliales mediada por los productos secretados por 

células tumorales. 

La activación endotelial inducida por los productos secretados por las dos 

lineas de células tumorales podria deberse a la presencia en el medio de una 

variedad de factores entre los cuales las citocinas proinflamatorias como el TNF-a. 

y la IL-1 p son los candidatos más fuertes. Para definir la posible participación.de 

estas moléculas se utilizaron anticuerpos neutralizantes contra eStas. citocinas. 

esto permitirla bloquear su actividad biológica en caso de estar presentes entre los 

productos solubles secretados por las células tumorales. 

Para mejorar la eficiencia en el bloqueo. se utilizaron las concentraciones 

mas bajas en las que el TNF-a.. la IL-1 p y los medios condicionados indujeron una 

respuesta. El anticuerpo contra TNF-a. interfiñó con la inducción en la adhesión 

reduciéndola un 75% con respecto a las células tratadas sólo con TNF-cx (0.1 

ng/ml) (Fig. 25A). Una comportamiento similar se obtuvo con el anticuerpo anti IL-
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1 p. en el que la adhesión se redujo un 68o/o con respecto a su contrC?I (0.1 ng/ml) 

(Fig. 25A). 

Como se esperaba. cuando los anticuerpos neutralizantes fueron 

agregados al medio condicionado de los macrófagos activados con LPS. hube;> una 

interferencia parcial de la adhesión; Jos resultados muestran que la adh0sión 

disminuye un 58% cuando el medio fue tratado con el anticuerpo anti-TNF-a, y 

redujo un 42o/o con el anticuerpo contra IL-1 J3. Con estos resultados se confirma .la 

presencia de éstas citocinas en los productos secretados por los macrófagos 

activados con LPS (Fig. 258). 

Ninguno de Jos dos anticuerpos pudo interferir con la adhesión inducida por 

los factores secretados por las células tumorales. aún cuando el tratamiento se 

redujo a 7.5 µg/ml. que fue la concentración más baja utilizada en la que se obtuvo 

una respuesta en la adhesión (Fig. 25C). 

Para evaluar la presencia del TNF-a en los productos secretados por las 

células tumorales. se realizaron ensayos que permiten evaluar al TNF-a. 

biológicamente activo. Se sabe que el TNF-a. es capaz de inducir muerte celular 

en varias lineas celulares. incluyendo a la linea de fibrobtastos de pulmón de 

ratón conocida como L929. La figura 26. muestra que ninguno de los dos medios 

condicionados evaluados (EUHE y Eusebia) tuvieron efectos citotóxicos. aun 

cuando se usaron concentraciones relativamente altas de protefna (100 ).Lg/ml}. 

Como referencia se realizó una curva de citotoxicidad con TNF-a recombinante. la 

cual mostró un efecto dosis dependiente después de 24 h. Bajo estas condiciones 

la viabilidad de las células tratadas con 0.5 ng/ml de TNF-u alcanzó el 50%. A las 

48 h. la viabilidad a esta concentración fue del 0°/o. El medio condicionado de los 

macrófagos activados con LPS presentó una toxicidad similar. manteniendo una 

respuesta dosis dependiente en la que con 32 µg/ml se alcanzó el 50% de la 

viabilidad. 
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Figura 25. Participación de TNF-u e IL-1 ll en la adhesión inducida por los productos secretados 
por las células tumorales. A) Efecto de anticuerpos neutrallzantes do TNF-a. e IL-1P en la 
adhesión inducida por estas citocinas. B) Efectos de los anticuerpos en la adhesión mediada por 
los productos secretados por macrófagos activados con LPS. C) Efecto de los anticuerpos sobro 
la adhesión regulada por los productos secretados por las células tumorales. 

TNF.Q. (ng/ml) EUHE (µg/ml) Eusabla (µglml) 

Flg. 26. Análisis de la presencia de TNF-u con actividad citotóxica en los productos secretadas 
por las células tumorales. Células de linea L929 fueron tratadas con TNF-a. o con los medios 
condicionados de las células EUHE o Eusebla, posteriormente se evaluó la viabilidad con cristal 
violeta. 
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Para confirmar la ausencia de TNF-a y de IL-1 P en los medios 

condicionados de .las. cél,ulas tumorales •. se realizaron ensayos de ELISA para 

analizar la presencia tanto de TNF-a como de· 1L-1 p en los productos secretados 

por las células tumorales. La tabla 6 muestra .que no se, detectó TNF-a en los 
,_ .. - . . . '·· . . - .:· 

medios condicionados de las·,células EUHE ni Eusébia y que sólo se encontraron 

pequeñas cantidades 'd~ · IL~1 p ; (0.5 y 3:9 pgÍ.;:,I). Considerando que en los 

experime~to~' ·se· ~ÍmZab~n ~P~~~i~~d~~-~~t~··,: So: µI del medio -condicionado para 

obtener una dosis de 60 µg/ml de protelna totál, la concentración estimada de IL-. 

1 p en este volúmen es de. 0.04 pg/ml, que se encuentra por abajo del mlnimo 

requerido (10 pg/ml) para obtener una respuesta fisiológica. 

~,~-il!'9triil~=r=:=·-=ºº:.::..-===.=--. 

".--é~'[~I- :!ªl e .... 
- o.2sl - - -1.709:--

ó.5\ 2.s«: ·pg1m1 
-~~lj~(~2µg) [ __ --~-~~º-~-~~- 3.88· 
:E_usebia(58µg)

1
. _().~5-j ·-----6.ss· 

--.--~ - ---·-·--_J.__--·-------

Tabla 6. Análisis do ELISA de los productos secretados por las células tumorales. 100 µ1 de los 
medios condicionados de las células tumorales EUHE o Eusebla fueron analizados por ELISA 

para evaluar la presencia de TNF--a o IL~1p. NO: no deto"f''•""'d"'º'-· --==-===--------
TE SIS CON ¡' 

¿Quién activa al endotelio? FALLA DE ORIGEN . 
que ni el TN -a, ni t:"1 Ji se Los resultados anteriores muestran 

encuentran presentes entre los productos secretados por las células tumorales. de 

ahl que la activación endotelial dependa de otro u otros factores. Una hipótesis al 

respecto es que otros miembros de la familia de TNF-a. puedan ser los 

responsables de Ja activación endotelial; recientemente se publicó una revisión 

donde se presentan los activadores de NF-KB conocidos hasta este momento 
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entre los que se encuentran algunos miembros de esta familia {Pahl, 1999). Con 

este antecedente. se diser.aron oligonucleótidos especificas para algunas de estas 

moléculas y se realizaron análisis de RT-PCR y acoplados a un ensayo de 

hibridación tipo "Southern" partiendo del RNA total de las células EUHE y Eusebia 

en condiciones de crecimiento (medio suplementado con 10o/o de SFB) y otra en 

las condiciones de colección de medio condicionado (48 h en ausencia de SFB, 

condición descrita como CM en la tabla 7). Esta aproximación mostró que no 

existen productos de PCR para CD40L, FAS-L, TRAIL, IL-18 ni para IL-6. Sólo se 

detectó una señal positiva para NGF en ambas lineas celulares. Para las células 

EUHE, bajo condiciones de crecimiento (10% SFB) se detectó un claro producto 

de amplificación (*), está amplificación aumentó cuando el RNAm fue aislado de 

células en condiciones de en ausencia de suero (**)(Tabla. 7). 

EUHE 
EUHECM 
Eusebla 
Eusebla CM 

FAS-L TRAIL NGF IL-18 CD40L IL-6 

Tabla 7. Presencia do RNAm do otros activadores de NF-..-B. Se reallzó una extracción de RNA 
total de células tumorales en condiciones de crecimiento (10 .. /o SFB) o en condiciones en las 
que se obtuvo el medio condicionado (48 h de deprivaclón de SFB). Se realizaron reacciones de 
TR-PCR con oligonucle6tidos especificos para cada uno de las moléculas y posteriormente un 
anélisis de southern con oligonucle6tido Interno marcado radiactivamonte. 

Para evaluar si el NGF presente en las productos secretados por las células 

tumorales era el resposable de la activación endotelial. se realizaron ensayas de 

adhesión celular y ensayos de retardo en la movilidad electrofóretica del DNA. 

Los resultados muestran que el NGF induce sólo un pequeño incremento 

en la adhesión. el cual na alcanza las niveles que se obtienen con la mezcla de 

productos secretados por las células tumorales (Flg. 27A). De igual manera, los 

geles de retardo muestran que la translocación de NF-1<B inducida por el NGF es 

muy pequeña comparada con el efecto de los medios condicionados de las células 

EUHE, apenas por arriba de los niveles basales (Fig. 278). 
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Figura 27. Efecto del NGF sobro las células HUVECs. A) Electo del NGF sobre el incremento 
en la capacidad de adhesión do celulas cndotelialcs humanas. B) Translocación de NF-t.:B 
Inducida por NGF. Cólulas HUVECs fueron tratadas con 100 ng/ml do NGF o con 60 µg/ml de 
el medio condicionado de las células EUHE por 20 min. Posteriormente. se realllz6 el EMSA 
como se reporta en materiales y métodos. En la parto inferior de la figura se muestran las 
veces de aumento con respecto al control. 

Los resultados anteriores sugieren que la adhesión inducida por los 

productos secretados por las células tumorales no depende de NGF; sin embargo. 

es posible que el NGF contribuya a la respuesta general; por lo cual se evaluó el 

efecto de anticuerpos neutratizantes contra NGF en la adhesión mediada por los 

medios condicionados por tas células tumorales. En la figura 28 se puede observar 

que en presencia del anticuerpo a dos concentraciones (1=2 µg/ml, 2- µg/ml) la 

adhesión inducida por los productos secretados por las células tumorales no se ve 

afectada. 
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Figura 28. Paritlcpaci6n del NGF en la adhesión Inducida por los productos secretados por 
las células tumorales. El modio condicionado do las células EUHE fue prelncubado con dos 
concentraciones (1ct2 µg/ml: 2=4 µg/ml) de anticuerpos neutralizantes para NGF por 1 ha 
temperatura ambiente. posteriormente fue utilizado en un ensayo adhesión siguiendo el 
protocolo ya establecido. 

Efecto del pretratamiento de células endoteliales con productos solubles 

secretados por otras lineas celulares sobre fa adhesión de células U937. 

Los resultados anteriores mostraron que los productos secretados p9r las 

células de los linfomas fueron capaces de activar al endotelio. sin e~bargo~ ·no Se 

sabe si este comportamiento pueda ser generalizado a otros tipos de tumores, en 

particular. tumores sólidos. Para evaluar lo mencionado ante'riormente~- se 

realizaron ensayos de adhesión utilizando los m~dios ~o~dÍci~~n.Bdo~ d~-Ír~~ .. -.¡·¡~-~~~ 
provenientes de tumores cérvico-uterino: CaLo, HeLa 0 _lnB~. 

La figura 29 muestra que los PfO.chictos secr;,tái::l(:is por 1;.s, ~é1ula
0

~ CaLo y 

las células lnBI alcanzan una adhesÍÓn .•.d .... !fo%;;mlentras••qÚe \'eL medio 

condicionado de las células ·H.;La l~d;_;c;,•'2óo/.'·ci.;~a·dl'l~Jiíóri:: :fos'.'pr;';ciuctos 

secretados por Calo e INBL i~duceri una:¡;¡dh~siÓn: s~rnejarÍte ... 1..;s niveles 

alcanzados con los productos se;6retad;;sp6r ~I ll~fo,:;:;a E~sebia o p;;r TNF-a, lo 

que sugiere un mecanismo gen'er~¡ Para 1"8 m~Y.orla ~de 1ás ·cé1U1as tumorales. 
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Figura 29. Efecto de productos secretados por células derivadas de tumores cervico·utorinos 
sobre la capacidad do adhosl6n de HUVECs. HUVECs fueron pretratadas con el medio 
condicionado de 3 diferentes lineas de cáncer cervico-utorino (Calo. lnBI y HeLa) por 3 h. 
posterionnonte fueron coincubadas con las células U937. •p:=-0.05, ••p<0.005. 

Efecto del Acido Aceli/ Salicllico en la adhesión de células U937 a 

endotelios tratados con TNF-a y con los productos secretados por los /infamas 

EUHE y Eusebia. 

Los datos presentados anteriormente demuestran que Jos productos 

secretados por células tumorales pueden aumentar la capacidad de adhesión del 

endotelio a través de la translocación y activación del factor de transcripción NF

,.;B. esto sugiere que este factor puede ser un blanco terapéutico para prev~r:iir.el 

desarrollo de metástasis. Sin embargo. los inhibidores de la activación de NF~><B. 

como el BA Y 11-7085, son moléculas que no pueden ser usadas in . vivo por su 

toxicidad extrema. 

Los trabajos de Yin y colaboradores (1998) mostraron que el ácido acelil 

salicilico. componente activo de la aspirina. inhiben la activación de la cinasa Jl de 

h.:B lo que tiene como consecuencia que el factor de transcripción NF-KB 

permanezca en el citoplasma y no haya expresión de los genes dependientes de 

la activación del factor. Por lo que se evaluó el efecto del ácido acetll salicilico en 
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la activación del factor de transcripción NF-~B en las HUVECs tratadas con los 

productos secretados por las células EUHE o con TNF-a.. Se observa que en 

presencia de la aspirina hay una reducción en la translocación de NF-...:B (Fig. 30). 

lo que correlaciona con Jo reportado en la literatura y demuestra que en las células 

endoteliales. la aspirina funciona como inhibidor de éste factor de transcripción .. 

EUHE 
TNF-a 
Aspirina -

( ~ ..... u .... 1~-~'3_ <Jo¡" ~~ ~ -~· -

'a'. ''" -~ ·. • 
Figura 30. Efecto del ácido acct1I sahc1hlco en la translocac16n de NF-...:B. HUVEC fueron 
tratadas con 4 mg/ml do aspmna por 1 h. postenormcnte so estimularon con 60 mg/ml de 
medio condicionado o con 10 nglml do TNF-u por 20 min. Por último, so roallizó el EMSA 
como so reporta on materiales y metodos 

Los resultados obtenidos anteriormente muestran que se requiere de NF-1..:B 

para el aumento en la capacidad de adhesión de las células endoteliales inducida 

por citocinas y por los productos secretados por las células de la linea EUHE. 

Recientemente se demostró que la aspirina y los salicilatos son capaces de inhibir 

la adhesión de linfocitos T a células endoteliales (Gerli et al., 1998; 2001 ). Por lo 

que se analizó si la aspirina era capaz de inhibir la adhesión endoteliat inducida 

por los productos secretados por las células tumorales. La figura 31 muestra que 

el tratamiento con 4 o 3 m9/ml de aspirina reduce la adhesión inducida por TNF-a. 

a los niveles basales. mientras que a concentraciones más bajas (2, 1 mg/ml) el 

efecto inhibitorio es parcial. Sin embargo en las HUVECs estimuladas con los 

medios condicionados de las células EUHE se observa un bloqueo de la adhesión 

en todas las concentraciones de aspirina evaluadas. 
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Figura 31. La aspirina inhibie la adhesión inducida por TNF-u y los productos secretados por 
las células tumorales EUHE. El ensayo se realizó como so menciona en materiales y 
métodos. 

Como se mencionó anteriormente la adhesión de linfocitos y de algunas 

células tumorales depende de la expresión de moléculas de adhesión las cuales 

requieren de la activación de NF-..::8 para su sintesis. Si por efecto del ácido acetil 

salicilico no hay activación de NF-KB y como consecuencia hay una reducción de 

la adhesión, se podrfa esperar que hubiera una reducción en los_ niveles de las 

moléculas de adhesión en la membrana de las células endoteliales. De ahi que se 

evaluaran los niveles de ICAM-1 en la membrana de HUVECs tratadas con 

aspirina y estimuladas con TNF-a o con los medios condicionados de las células 

EUHE o el medio de macrófagos activados con LPS como control positivo. Se 

observa que el tratamiento con aspirina abate la expresión de ICAM-1 a pesar del 

estimulo. en todos los casas se mantienen los niveles basales de expresión (Fig. 

32). 
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Figura 32. Efecto do la aspirina (Asp) en la expresión do ICAM-1 en la membrana do HUVECs. 
Células HUVEC fueron tratadas por 6 h con el medio condicionado do células EUHE (60 
µglml), con TNF-o {10 ng/ml) y con el medio de macrofagos activados con LPS (Macro+LPS) 
{500/ .. v/v), posteriormente. so realizó un análisis por citometrla de flujo como so Indica en 
materiales y métodos. IF: Intensidad relativa de fluorescencia. 

Es importante aclarar que la aspirina tiene diversos efectos sobre las 

células. entre los que se encuentra la inhibición de la vla del ácido araquidónico 

(A.A.) para la slntesis de prostaglandinas. leucotrienos y tromboxanos. a través del 

bloqueo de la actividad de la cicloxigenasa (COXI). Con este antecedente. se 

analizó la participación de estas vlas sobre la activación endotelial reflejada por un 

aumento en la adhesión. para lo cual se utilizaron 3 inhibidores que actúan a 

distintos niveles de la vfa del A.A.: la indometacina. la dexametasona y el bromuro 

de bromofenacilo (BPB). Las concentraciones que se utilizaron en los ensayos 

son concentraciones reportadas para inhibir la ~ctividad de las enzimas. La figura 

33 muestra que la vla del ácido araquidónico y sus metabolitos no participan en la 

adhesión inducida por TNF-a. y por lo tanto en el cambio de fenotipo endotelial. Lo 
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que sugiere que en la inhibición de la adhesión por la aspirina no esta participando 

la via de transducción que lleva a la producción de prostaglandinas y leucotrienos. 
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Figura 33. Participación do la vfa del ácido araquid6nico en la adhesión. Células HUVEC 
fueron tratadas con los inhibidorcs (dexametasona 100 nM (DEXA); indomctacina 200 µM 
(INDO] y bromuro do bromofcnac1lo (BPB 0.5 ~lM)) por 1 h. posteriormente so realizó en 
ensayo de adhesión como se reporta en materiales y métodos. 
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El endotelio no sólo provee de una barrera estructural entre la circulación y 

el tejido que la rodea. sino que también participa en la coagulación. en la adhesión 

y extravasación de linfocitos durante la reacción inflamatoria y en la secreción de 

mediadores que influyen en la hemodinámlca vascular (Hogg et al., 1995; Cines et 

al 1998). Actualmente, se sabe que el endotelio tiene que mantener un estad.o de 

reposo o quiescente para poder optimizar Ja regulación del flujo sangutneo: siendo 

éste el estado en el que las células endoteliales mantienen de manera activa, una 

supeñicie antitrombótica que facilita la circulación del plasma y sus compone:nte~ 

celulares a través de la vasculatura. 

El endotelio es un órgano que responde a una gran variedad de agonistas, 

de "retos" mlcroambientales y de estimulas que lo llevan a un proceso ·de 

activación. el cual. lleva a una pérdida de las propiedades anticoagulantes y a la 

adquisición de otras propiedades como las vasodilatadoras procoagulantes y las 

proadhesivas (Cines et al., 1998). En los sitios de inflamación, las células 

endoteliales son activadas por citocinas proinflamatorias. paso importante que 

permite entre otras cosas la adhesión y extravasación de leucocitos. 

Diversas caracteristicas del paradigma del reclutamiento de leucocitos son 

análogas en diversos aspectos a los últimos pasos de la cascada metastásica. En 

particular. en sitios secundarios de colonización donde se ha sugerido que las 

células metastásicas interactúan con el endotelio microvascular (Vidal-Vanaclocha 

et al., 2000; Cines et al 1998; Schadendorf et al., 1995). De este hecho. surge la 

hipótesis que propone que las células tumorales utilizan la misma via o una via 

semejante a la de los leucocitos para adherirse y extravasarse. 

Los productos solubles secretados por las células tumorales activan a 

las células endotelialcs. 

Un aspecto importate de la transformación y malignización de las células 

tumorales radica en su capacidad de producir una variedad de factores con 

diversas actividades biológicas. Si bien. muchos de estos factores han sido 

identificados. su función prescisa y su papel no resulta fácil de comprender dentro 
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. . . 
de Jos diferentes conteXtos microambientales en los que se desarrollan .las '?élulas 

tumorales. 

Recientemente se ha reportado la presencia de disti'1tos ~~ctores 
secretados por células tumorales que pueden afectar el fenotipo endotella'-. Se ha 

demostrado que las células tumorales B16 derivadas de·.~·ün .m018no·ni~ ·ITiurino 

sec-retan factores que inducen 1a expresión de citoéirlS~~ _.iri:cl"~Y~~dOJL~~-tl.: en 
células endoteliales hepáticas, ésta IL-1p tiene un efecto .;,utóc':rin_c:i-lndu~i.;,:;d() la 

expresión de la molécula de adhesión VCAM-1 que lleva a i:.nJncrem.;¡nt~-·en la 

adhesión de células tumorales (Vidal-Vanaclocha et al 2000). La iL-1a d~riv.:.da de 

un tumor de mama. pan creas y de melanomas h.umarl_os. _cO~tribuY,0 :' c:t·e-- una 

manera autócrina y parácrina a la inducción de genes que contrlbuYen 'ái _aU-~ento 
en la adhesión de células tumorales (Nozaki et al., 2000; Kajiet alc, 199Si Burrows 

et al., 1991 ). 

Sin embargo. nuestro conocimiento con respecto a laS·· ~-~pdnárites_ del 

medio condicionado derivado de los tumores metastásicÓ~· da'' maYor iíu;;ide!-ncia 

con efectos sobre las células endoteliales es aún muY 'n~it~d~"- :_:~rabajos 
realizados por Kamada y colaboradores (2000) d;.most;..,ro;.1 'q';..e 1;,;'s ;,,edios 

condicionados de varias células tumorales· ji:Jnto _·cO~ ~"01 ,\TN:~:~\ p~~u~ye~ la 

remodelación de las células endoteliales. De Igual ~anera, .Liu. y colaboradores 

(2001) observaron que las células de cáncer de colón humano secretan un factor 

que inhibe la apoptosis de células endoteliales. Estos.dos. trabajos se encuentran 

relacionados con los procesos angiogénicos que favorecen la formación de las 

masas tumorales. 

Para el presente estudio se utilizó un linfoma primario derivado de una 

lesión metastásica (EUHE) y una línea derivada de células EUHE inyectadas en 

ratones desnudos {Eusebia). las cuales mantuvieron la capacidad de secretar 

factores que pueden activar al endotelio vascular. Es importante recalcar que se 

utilizaron diferentes lotes de los medios condicionados. pero que en todos los 

casos se evaluó que tuvieran el mismo patrón de bandeo. esto es el mismo 

contenido proteico, en geles de SDS-poliacrilamida. A pesar de que en este 

estudio se emplearon distintos lotes del medio condicionado la respuesta celular 
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obtenida siempre alcanzó el mismo niveL El medio condicionado derivado de éstas 

dos lineas difieren sólo en los niveles máximos de :adhesión siendo que los 

productos secretados por las células EUHE inducen un máximo de adhesión por 

arriba de los niveles saturantes de TNF-a. y del medio condicionado de 

macrófagos activados con LPS que se empleó como control positivo. por que se 

sabe secretan una combinación de citocinas proinflamatorias que pueden activar a 

las células endoteliales (Sajjadi et al., 1996). 

Dado el origen hematopoyético de las células tumorales (EUHE y Eusebia) 

y siendo que el TNF-a y la IL-1 p corresponen a los activadores endoteliales mejor 

caracterizados (Anrather et al., 1997; Etter et al., 1998; Modur et al., 1996; Pober 

et al., 1986), se evaluó la presencia de estas citocinas entre los productos 

secretados por las células tumorales. El bioensayo para TNF-oc. y el de ELISA 

mostraron que entre los productos secretados por las células tumorales no se 

encuentran presentes ni el TNF-a ni la IL-1 p. El hecho de que los anticuerpos 

neutralizantes dirigidos contra TNF-a. humano o IL-1 J3 humana no tuvieran efecto 

en el incremento en la adhesión inducida por los productos secretados por las 

células tumorales pero si interfirieran con la adhesión mediada por las citocinas 

recombinantes y el medio condicionado de los macrófagos activados. confirma la 

ausencia de estas dos citocinas en los medios condicionados de los linfomas 

utilizados. Por lo que podemos concluir que los factores secretados por las células 

tumorales. son distintos a TNF-a. y a IL-1f3; sin embargo. inducen un cambio 

fenotipico en las células endoteliales. 

Un acercamiento para el análisis de los posibles productos secretados por 

las células EUHE y Eusebia fue el uso de reacciones de RT-PCR. lo que permitió 

evaluar la presencia de RNAm de algunas citocinas y f .. ctores .. Con éste análisis 

sólo se amplificó el RNAm del NGF, factor que se.ha demostrado puede activar a 

NF-><B en células de Shwann, en células del gan.gl;ó· dorsal; en PC-12 y PCNA 

(Wood, 1995; Carter et al., 1996; Pahl, 1999). L..;s·ei.perimentos realizados con 

NGF muestran que la respuesta endotelial a e;;te factor (recombinante) es 

pequena comparada con la que se obtiene con el medio condicionado de las 

células tumorales. No obstante, no se puede descartar que el NGF pueda estar 
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contribuyendo parcialmente a la respuesta general dB los productos_ secretados 

por las células tumorales. o que 'su efecto sobre· ~,as. cétui8s ·:e;,·d~ÍÉ!fi.áles esté 

potenciado por otros factores cosecretados po~ los lfnf~rr:ias EUHE ,~ ÉuS~bia. 

Activación endoteliat por prod.uctos '~e~~~~~·do~ ~~r células de tú~ores 
cérvico-uterinos humanos 

Durante el desarrollo de este trabajo- -se Utilizaron los productos secretados 

por dos !infamas (EUHE y Eusebia). un punto importante fue evaluar si todas las 

células tumorales secretan factores capaces de activar al endotelio. Se ha 

reportado que los medios condicionados de lineas celulares derivadas de tumores 

de colon. fibrosarcoma y adenocarcinoma de colón son capaces de alterar la 

fisiologla de la célula endotelial (Kamada et al.. 2000; Liu et al .• 2001 ). pero no es 

claro si está alteración este relacionada con el proceso de activación endotelial 

que permite una mayor adhesión de células metastásicas. 

Con este propósito se realizaron ensayos de adhesión utilizando los 

productos secretados por células de 3 lineas de cáncer cérvica-uterino, que al 

provenir de tumores sólidos tienen un origen y comportamiento dis~into a ·-tos 

linfomas que son células en suspensión. 

Los datos mostraron que las 3 lineas secretan factores capaces de activar 

al endotelio. con diferencias de intensidad entre ellos. Esto nos sugiere que muy 

probablemente los linfomas y tumores cervico-uterinos. y tal vez la mayoria de los 

tumores. tienen la capacidad de secretar productos solubles capaces de alterar el 

fenotipo endotelial y aumentar su capacidad de adhesión in vitro. Si bien es dificil 

de demostrar actualmente. es importante evaluar la relevancia de estos 

fenómenos descritos in vitre. en un modelo de metástasis in vivo. 

¿Cuántas señales participan en la activación mediada por los 

productos secretados por células tumorales? 

Considerando que los productos secretados por las células tumorales son 

un conjunto de factores y citocinas es importante tomar en cuenta las diferentes 
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vías de señalización que pueden ser e.:ice.ndi~·as de manera simultanea que 

pueden modular ·positiva o negati~amente. 

Las citocinas y factores llevan a.cabo sus actividades biológicas a través de 

receptores especificas, cuyo patrón~ de .. expresión y afinidad por·. moléculas de 

sen~nzación son distintas:· ast cua-~da ~O~ reC-~Ptares se ad.ivan 1a respuesta 

celular seÍá 81 r.Bsultado será- un -~QúiúbriO ·en-tre .las Vtas-. enc0ridida5·. Un claro 

ejemplo de ·estO eS el TNF-a, que.enCi~-~de si~·U1tálie:8mente una vfa·apop~ótica a 

través de la cascada de caspasas Y. Una yfa anti-apoptótica a través; de la 

activación de NF-KB (Hirano et al.. 2001 ). 

De hecho, aún cuando un receptor puede activar las mismas vías de. 

transducción. cada célula puede responder a la estimulación de manera diferente. 

dependiendo de su activación previa por otros moduladores ya sea por diferencia 

en los niveles de expresión o por un estado de activación inducido por: otras 

moléculas que pudieran afectar la vla de una manera negativa o positiva. 

El balance de cada vla de transducción puede ser influido por una variedad 

de factores que determinan la duración y la intensidad de cada señal. En este 

sentido. los mecanismos de retroalimentación positiva y negativa P-l:lª~E:1" .:ser 

cruciales para determinar el balance y la respuesta. 

Asi. la diferencia entre los productos secretados por las células tumorales y 

el TNF-c:r. sobre la expresión de moléculas de adhesión. como la selectina-E. 

puede deberse a la combinación de vías encendidas que da com~ resultado una 

activación transcripcional diferencial del gen y del product~o génico. Sin embargo. 

la respuesta celular general es la misma. un incremento en la capacidad de 

adhesión. 

Participación de NF-icB en la activación Inducida por los productos 

secretados por las células tumorales. 

Los productos secretados por las células tumorales incrementan la 

translocación del factor de transcripción NF-tcB de una manera similar a como lo 

hace el TNF-cx.. Sin embargo. es importante notar que a pesar de que la magnitud 

de translocación es semejante. el porcentaje de células adheridas es distinto. lo 
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que sugiere la participación de otras vtas que ·son activadas por los medios 

condicionados en particular EUHE y que e~tas vlas no so:n aCtivada~ por el TNF-o.. 

En cualquier caso. esto quiere decir que ·"º:hay necé~ariamerile una· Co~relación 

lineal entre la translocación del factor NF-1<8 y la adhesión .celular .. : 

El incremento en la ·adhesiÓn. mediada por los m0dios. ~·~·n·diCionSdos de las 

células tumorales y por citocinas P~ói~ÍlarTI.Stol-ias~ -dePen~e . .'d·e-.1~á ~Ctiv_ac;iófi-·de NF

><B, lo que se demuestra con el uso del inhibldor BAY 11c7oa5· qü.;,·.bl;,qu.;a la vla 

de activación del factor de transcripción. La concentración de 5 µM fue suficiente 

para demostrar que en presencia del inhibidor la translocación de NF-KB al núcleo 

disminuye. lo que correlaciona con una disminución en .el incremento en !a 

adhesión inducida tanto por los productos secretados por las células tumorales 

como por el TNF-a. recombinante. El efecto parcial del BAY 11-7085 puede ser 

debido a que la concentración del lnhibidor es insuficiente para producir. un 

bloqueo total o a la participación de vlas que no son afectadas por· el BAY 11-

7085. como en las que se encuentran involucradas otras isoformas .. de l..:B.. A 

pesar de tener el mismo origen, las HMEC-1, una linea ~celular ya establecida 

resultó ser resistente al efecto tóxico del inhibidor y al evaluar el efecto se observó 

que con 10 µM de BAY 11-7085 se presenta un bloqueo completo de la activación 

de NF-..:B a pesar de la presencia de TNF-a. 

La dependencia del efecto de los productos secreta.dos. por las células 

tumorales sobre NF-...::B queda demostrada con el us~ d_~ ·an~icu~rpos contra las 

subunidades p50, p65 y con el ensayo de competencia con oligonucleótido fria; de 

igual manera se demuestra al evaluar la transloca,ción del tabt~r de transcripción 

SP-1, donde no se observa ningun efecto. 'AÍ iguai"que los productos secretados 

por las células tumorales. el efecto del inhibldor BAY 11c7085 es especifico sobre 

la translocación de NF-KB, ya que el tmtamiento con el lnhibidor tampoco afecta a 

SP-1. 
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Participación de elementos ·de la vía de activación de NF-tc.B 

Se Sabe que ·exiSte una· vla de activación de:. NF-KB clásica (Karin et al .• 

2002). que involucra la cinasa IKK y los inhibidores hcB. Sin embargo. por. lo 

menos se han repo~ado ~os ~ias alternas para llegar a la ac~i.va<?.ión ~~I c~m_pl_~j~ 

IKK. la primera a través de la cinasa NIK y la segunda utilizando la vla'de laPbK y 

su sustrato Akt (Nidal et al .• 1999; Romashkova et al.. 19S.9). . .. 

Con el objetivo de determinar si existfan diferenCia·s .. e;:;ti~·" ,·as '"V1a~·:·-de 
señalización activadas por los medios condicionados de las c~1~f~~,.t~~ora.les:y la 

vía dependiente de TNF-a. se realizaron inmunobtOt's·:_;!·~ti"i"i~a~fi-¡,··?a~licUerpos 
especificas para Akt en su forma fosforilada, lo qu~ - p,;~~i~~--:~-.;~~:.9~~--;_:_~~-- --~~nera 
indirecta la activación de la via de PbK. Los resultado$_. ITTuestrBri"'. qüe. e·n ·.las 

células endoteliales tratadas con los productos ~ecí~.t~:d6i''./~(;~.~' 1"a~·.: .. :cé·1~.Jlas 
tumorales la vla de PJ,K/Akt es más común que en la~ céÍÜt'a¡;; t~atada'~ con TNFca.. 
lo que implica que exiten diferencias en las vlas de seña1iia~í6;; ¡:;~;.;i~ ;;¡ complejc 
IKK. . . ' . : it~)';''\'' , 

Una vez que el complejo IKK es activado. se esperá la fosfÓrilación de los 

inhibidores asociados a NF-...:B. los h.;:Bs. Se sabe Q~"e;-~6/-:~f~:~~'ci",=:d·~-··T~-~ -;~iÍ6~i~aS 
proinftamatorias el inhibidor que preferencialmente ~e ~,~~,;~d~ ··e~:·Ú~·~P~s':C·6rt~·~ 
(5-30 min) es h.:Ba. (Karin et al 2002). Como en el ca;;'c>'~nt;.~iCJ~ ·;;;.. reali~aron 
inmunoensayos tipo .. western· utilizando anticuerpos.· ~~.~,Í~~-.:·_1:~~·ª~ 10~ d·~tos. 
comprobaron que la activación endotelial mediada_·.,-PO(~-J"N~~a.. '..induce_ la 

degradación de hcBa.. mientras que las células endóteliales -fraiadas con los_ 

productos secretados por las células tumoraleS no mOstraron· Ca~bios · en Jos 

niveles de h::Ba. a pesar del tratamiento. Estos resultados sugieren que los medios 

condicionados de las células tumorales utilizan un vla de activación de NF-KB 

independiente de h.:Ba.. Es probable que los medios condicionados de células 

tumorales recluten al NF-...:B que se encuentra asociado a otras problaciones de 

inhibidores como pueden ser hcBP o hcBc (también presentes en células 

endoteliales humanas) o que utilizan una vla en la que una cinasa (Pl3 K. MAP. o 

alguna otra) puede fosforilar a NF-KB causando un cambio conformacional que 
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modula su activación promoviendo su translocación al núcleo. (Schmitz et al .• 

2001). 

lndependientem.ente .del mecanisnlo por el cuál los productos secretados 

por las células tumorales reclUtali a NF-..:B nuestros resultados sugieren que las 

vías de sei'ializ8~ióii -q'ú·et~:··~tfoZan·--l~s productos secretados por las células 

tumOrales para la_á.Ct!V~~ión· ·d·-~j~-~,~.;,;B son distintas a los que utilizan las citocinas 
proinflamat~~á-~:-~~:-:.: ,_·~. "-~-

ParticlpaC:ióñ iYIL :oléculas de adhesión endotellal selectina-E e 

ICAM-1 en 1a' l.:.te~a'C:~1óri 0de las células U937 con el endotelio. 

Com~:,~~-~:~~~iOri~:-:anteriormente, NF-KB es esencial para la transcripción 

de moléculas de.; adhesión endotelial como selectina-E. ICAM-1 y VCAM-1. De 

estas tres.moléculas. la primera en ser expresada es la selectina-E que participa 

en la adhesión laxa y el •rolling" de leucocitos (Meagher et a)., 1gg4; Modur et al •• 

19g6; Pober et al., 1986). De hecho, recientemente se ha reportado que la 

selectina-E participa en la adhesión de varias células tumorales al endotelio 

(Krause et al .• 1gg9). Se ha observado que algunos tipos celulares de carcinoma 

escamoso. melanoma. cáncer de mama. carcinoma pancreático y cáncer 

colorectal utilizan a la selectina-E para adherirse al endotelio e iniciar un proceso 

metastásico (Allen et al 1gg5; Schadendorf et al 1995; TOzeren et al., 1995; lwai et 

al 1993; Matsumoto et al., 2002). 

Los resultados del análisis por RT-PCR y citometrla de flujo sugieren que a 

pesar de que la translocación de NF-x:B es similar para los medios condiciorlados 

y para el TNF-a. el esttmulo no es suficiente para promover una expresión 

semejante de selectina-E; el uso de anticuerpos neutralizantes demuestra .que la 

adhesión inducida por TNF-a requiere de la expresión de selectlna-E, mientras 

que en la inducida por los productos secretados por las células tumorales no es 

necesaria. El promotor de la selectlna-E contiene 3 sitios de unión para las 

subunidades p50/p65 de NF-t.::B, un sitio de unión para los factores de 

transcripción ATF-2 y un sitio para la unión de HMGI (del inglés High Motility 

Group) (Collins et al., 1995); Estos sitios deben de actuar cooperativamente para 
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inducir la transcripción del gen. Se sabe que para el caso de TNF-a. existe esta 

cooperación y por lo tanto una inducción completa del ge'1. sin embargo, dado que 

no conocemos que otras vias de señalización sean activadas· por tos productos 

secretados por las células tumorales es posible que. na, te'Og~~º~. ·el .-_efecto de 

cooperación de todos los sitios en el promotor, o que en uno de. los_ sitios se una 

un represor y como consecuencia no exista a·Xpr~sión~-_de la proteina.: án la 

membrana endotelial. Una posible explicación a la falla d·a·e~-pr0~ión·, dB-S0t~ctina-. 
E es la activación del factor HMGI que en este caso· actúa co~o · rep~esor de la 

transcripción. 

Estos resultados sugieren la participación de otras moléculas de adhesión, 

cuya expresión podría ser inducida por los medios condicionados y de otras que 

pudieran estar presentes en la membrana previo al estimulo y que por efecto del 

medio condicionado cambien su afinidad por el contrareceptor (Rosales et al .• 

1g95). Se sabe que moléculas de adhesión como ICAM-1, VCAM-1, fractalcina.y 

ESM-1 pueden ser inducidas por citocinas proinflamatorias (Fong et al., 1g95, 

Meagher et al., 1994), el análisis de RT-PCR de éstas moléculas confirmó éste 

efecto, sin embargo, mostró que los productos secretados por las células 

tumorales sólo son capaces de inducir al doble el RNAm de ICAM-1. Los 

resultados obtenidos en la citometría de flujo con anticuerpos anti-ICAM-1. 

confirman que los productos secretados por las células tumorales son capacéS de 

aumentar la expresión de la proteina en la superficie de la membrSr;a'.~d~· las 

células endoteliales. Cuando las células endoteliales son tratadas con el Ín~Íbidor 
BAY 11-7085 y los productos secretados por las células tumorales :5.,¡ ·obieiVa que 

hay una disminución en la expresión de la molécula de adhesiÓn que'.a1C:.;',:;,;-a los 
< --· ···---:- '-- :··,_.'··"'."·' 

niveles basales. Estos resultados confirman que es neceSaria I~ translo~ación de 

NF-KB al núcleo para la inducción de la expresión de esta molécula -de adhesión. 

As!, hemos identificado a la expresión de ICAM-1 y la falta de expresión de 

selectina-E como marcadores moleculares del estado de activación endotelial 

provocado por los factores secretados por la célula tumoral EUHE y Eusebia. Sin 

embargo. aún faltan ensayos que evalúen la participación directa de esta molécula 

en la adhesión inducida por los medios condicionados. 

íE:SIS l.~J 
FALLA DE CiliGEN 

96 



DISCUSION 

Los resultados presentados mu0stran que los productos secretados por las 

células tumorales no. indUce~ I~ :. e~PresiÓn selectina-E. pero si aumentan los 

niveles de ICAM-1. Esto Implica·· que los m.edios condicionados de las células 

tumorales carecen de una señal ~".>estimuladora que se encuentra presente en la 

vla activada por TNF-u ·o que acÜvan un mecanismo de represión que evita la 

expresión de selectina-E. Demostrando que selectina-E no participa en la 

adhesión inducida por los productos secretados por las células tumorales. 

Estos datos también implican que la adhesión de células U937 sigue un 

proceso diferencial al de la adhesión de leucocitos. Asi. si bien la adhesión es 

similar es muy probable que las moléculas de adhesión implicadas sean diferentes 

a las que participan en la reacción inflamatoria. Considerando la hipótesis inicial 

que propone que el proceso que llevan la adhesión de las células metastásicas a 

las células endoteliales es similar a lo que ocurre en la inflamación, es importante 

resaltar que ni el TNF-a ni la IL-1Jl, se encuentran entre los productos secretados 

por las células tumorales. Este hallazgo implica diferencias entre ambos procesos 

incluso desde el factor (o factores) responsables de activar al endotelio vascular. 

Queda fraccionar al medio condicionado por los linfomas EUHE y Eusebia para 

Identificar al factor (o factores) responsables de la activación endotelial. 

Efecto de la aspirina sobre la activación- de células -endoteliales 

mediada por los productos secretados por 1~S.'.:~~1.:.l~s tumorales. 

Drogas anti-inflamatorias no esteroldeas (NSAIDs del inglés, non-steroideal 

anti-inflammatory drugs) como la aspirin~.--· .n~'v"an- a cabo su efecto anti

inflammatorio en parte por inhibición d~ _la ac~iVi~·ad 'de la enzima ciclooxigenasa. 

Estudios más recientes han demostrad.;: que·'1a ·.;spirina (el ácido acelil salicllico) 

también puede inhibir la vla de NF-i<B · .;soclada a· la patogénesis de la respuesta 

inflamatoria. Este bloqueo se lleva .ª cab~ ·a través de la inhibición de la cinasa 

IKKP cuya función es fosforilar a l;,,B propiciando su degradación y Ja liberación de 

NF-><B para ser translocado al núcleo'" (Yin et al., 1998; Kopp et al., 1994 ). 

Paralelamente. estudios hechos por Gerli (1998. 2001) mostraron que el pre-
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tratamiento con aspirina de linfocitos T. reduce la adhesión de éstos a células 

endoteliales activadas. 

Sin embargo. desde 1973 existen reportes del efecto anti-metastásico del 

ácido acetil salicilico (Powles el al .• 1973; Livolsi, 1973). Se ha observado que 

pacientes con artritis reumatoide que reciben aspirina de manera crónica tienen 

poco riesgo de adquirir cáncer colorectal. apoyando la evidencia epidemiológica 

de que el uso de NSAIDs, en particular de la aspirina, puede proteger del 

desarrollo de cáncer (Gridley el al., 1993). Recientemente se ha observado que la 

aspirina al inhibir la actividad de ciclooxigenasas puede regular la angiogénesis 

inducida por células de carcinoma de colón (Tsujii el al., 1998). De igual manera, 

se sabe que la aspirina puede inhibir la secreción de MMP-2. aumentar la 

producción de cadherina-E e inhibir la invasión de células tumorales (Jiang et al .• 

2001). 

Con estos antecedentes y los resultados obtenidos en este trabajo se 

evaluó si la aspirina era capaz de inhibir la adhesión inducida por TNF-a. y por los 

productos secretados por las células tumorales. Los resultados muestran que el 

pretratamiento de las células endoteliales con aspirina disminuye su capacidad de 

adhesión aún en presencia de los activadores. Esta inhibición Correlaciona con 

una menor translocación de NF-KB al núcleo y un decremento en los niveles de la 

molécula de adhesión ICAM-1 en la membrana de la célula endolelial. 

Si bien. estos estudios fueron realizados in vitro, cabe resalta·r que tienen el 

antecedente de los pacientes de artritis reumatolde, por lo que es posible 

considerar a la aspirina o a fármacos con actividad neutralizante de la activación 

de NF-KB como un complemento en las terapias para el tratamiento de cáncer. 

Inhibición de la adhesión, la posibilidad de una terapia. 

Las céluÍas. tumorSles mimetizan la adhesión de leucocitos a endotelios 

durante la reacción inflamatoria. Experimentos recientes han demostrado que las 

seleclinas pueden jugar un papel importante en particular en la metástasis de 

carcinoma de colón (Nakamori el al., 1993; Sawada et al., 19g4; 1 g93; Goetz el al 

1995). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que no 
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sólo la selectina puede estar involucrada en la adhesión de células tumorales. De 

hecho. existen reportes en los que las moléculas de adhesión involucradas son 

distintas a las selectinas, como por ejemplo ICAM-1 y VCAM-1 (Langlely et al., 

2001; Maeda et al., 2002). 

Recientemente, ha tomado fuerza la idea de establecer una terapia anti

adhesión para el tratamiento del cáncer. Considerando que el .orige'n···cié · 1~ 
metástasis es un proceso con un componente pro-adhesivo y uno -~nt!-0.dh'0sh10, 
esto es, 1) la separación de células tumorales individuales de grupos petj~eños de 

células tumorales o del tumor primario como consecuencia de una redui::ción en la 

tendencia de las células tumorales de mantenerse unidas y 2) el aumento.en la 

.. adhesividad" de las células tumorales metastásicos que les permiten mantenerse 

unidas en la sangre para interactuar con las células endoteliales y extravasarce. 

La mayor parte del reconocimiento intercelular que media los fenómenos de 

adhesión requiere de grupos de carbohidratos expuestos sobre las moléculas de 

adhesion. Por tanto, se establecen 2 puntos en los que la inhibición de la adhesión 

celular puede ser un blanco terapéutico: los mecanismos de pérdida de adhesión 

entre las células metastásicas pueden ser interferidos o eliminados con la 

aplicación de inhibidores del procesamiento de la N-glicosilación como la 

castanospermina. la N-metilnojirimicina y particularmente la swainsonina y sus 

análogos. Se ha reportado que la swainsonina reduce la actividad de la a.

manosidasa alterando el proceso de N-glicosilación e inhibe fuertemente la 

capacidad metastásica de las células tumorales de ratón MDAY-02. (Dennis, 

1 gS6). Esta actividad anti-metastásica de la swainsonina puede incluir su hablidad 

para restablecer la inhibición por contacto durante el crecimiento y Ja 

normalización del funcionamiento de algunas integrinas (Dennis et al., 1gg3). De 

hecho. existe un estudio en fase 1 utilizando a la swainsonina en pacientes con 

cáncer avanzado que ha mostrado resultados promisorios (Goss et al., 1994 ). 

Se han alcanzado avances importantes en la caracterización estructural y 

funcional de carbohidratos asociados a moléculas de adhesión que juegan un 

papel importante en la diseminación metastásica del cáncer. El concepto de una 

terapia combinada para el tratamiento de la metástasis ha surgido basada en la 
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aplicación de agregantes pará las células tumorales e inhibidores de adhesión 

como las glicc:>ami~as· sintéticas antimetastásicas y la tradicional terapia de 

radiación. o ·quimioterapia. La idea es sinergizar la apoptosis que inducen estas 

terapias para evitar la resistencia a drogas dependiente de adhesión que puedan 

presentar. las ~·célula$ tumorales. Análogos sintéticos de glicoaminos son las 

nuevas- drog0S-ár1ti-metastásicas que se encuentran en fase 1 de prueba clinica~ 

Sin -embargci~ la ·evidencia experimental indica que la terapia anti-metastásica 

basada en el' principio de la adhesión y los reactivos para el diagnósitco de la 

metástasis se encuentran todavta en proceso de desarrollo. 

Una de las nuevas ideas es el desarrollo de una terapia basada en· la 

modificiación de la adhesión, esto es, la aplicación combinada de inhibidores de la 

N-gticosilación con el objetivo de restaurar la función normal de los receptores de 

adhesión (como las integrinas) y las glicoaminas sintéticas con. énfasis en la 

inhibición de la agregación y adhesión tumoral basa~a en interacciones hamo y 

heterotlpicas carbohidrato-lectina. Sin embargo. con los resultados obtenidas· en 

este trabajo. es posible considerar la inhibición localizada de factores de 

transcripción como NF-KB para evitar la expresión ·de~ moléculas de adhesión 

endotelial que favorezcan la adhesión y la dlsemina.ción del tumor. La terapia anti

adhesión para la metástasis de cáncer tendrfa como blanco dos pasos críticos en 

la cascada metastásica y puede limitar la habilidad de las células para encontrar 

una .. puerta de escape .. para entrar a un tejido durante la diseminación del tumor. 

TESIS co¡q 
FALLA DE CiUGEN 

100 



CONCLUSIONES 

CONCLUSIONES 

1} Los productos s0cretadaS·~ por: las-: céi'ulas · tUmarB.leS· Son capaces de 

activar al end¡,teli_o refl~jad.6-~ ~~~·-- ~~~ -~·~~~~l~._---:~n~·-~-~- .~~~-p~~i-~~~.~-.~~~; .. _ac:J_~~~ión. 
~lJ -· 

2) Este cambio en- e-1 · fe,.'.iOuPO · ~rldÓÍeli81 · d81ier1da d0. 18 · aCtiVB.cióri ·:«:101·· f actOr· 
de transcripción NF-tcB~. .. -__ . :,~\- ;-.~\.- :: . -.· ·: 

·._,_;. 

3) El bloqueo de NF-i<B pcir il1hibldcir~~ es~,;~nÍcos éorrÍ~ el BAY 11 -7085 y 
la aspirina abaten la respues;a· de adh~,;iÓn: .la e~presión. de 1CAM~1 indu~Ída por 

los productos secretádos por las-~éiuÍ.as::Í~m~rSl~s~~-, 
' .' ·. - . .. . ; 

4) La molécula de ~dhesión endot~Úal Selectina-l r:io ~~,'..i~ipa •en la 

adhesión inducida por las ~ro_dÍJct~~: se6ietadas:· po~, ·81 ':fr~!:~~~ ;'.EU~É: Sin 

embargo, es posible que ICAM~1 pueda estar participando en.ésta ·adhesión al ser 

Inducida por los productos s·ecretadoS pOr las células tufno:raiéS~:. 

. ~.--"<·- - __ .. . -,' - ---,- - >-~>-~.;~~--. '. 
5) Las citocinBs ~r0inflan1atoi-ias TNF-a. e IL-1J}_no Se 0~-cu"~rltran p~eSentes 

en los productos secretados por las células del informa EUHE y Eusebia, por lo 

que la activación· endotelial se debe a la presenéia dE> ot"ro. (s) factor (es) que 

puedan cambiar el fenotipo -endotelial de una manera dependiente.del factor de 

transcripción NF-teB. 
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PERSPECTIVAS 

Este trabajo nos abrió un panorma a cerca los mecanismos de adhesión 

entre las células tumorales y las células endoteliales, en donde existen varias 

preguntas por contestar: 

1) El proceso de adhesión requiere de moleculas de adhesión presentes 

tanto en las células endoteliales como en las células tumorales. ¿Cuáles son 

éstas moléculas? ¿En que momento de la adhesión participan? Por lo tanto, es 

importante evaluar utilizando diversas metodologías la expresión y participación de 

estas moléculas durante el proceso de adhesión tumoral. 

2) Las células tumorales secretan factores que son capaces ~de activar al 

endotelio vascular. Es importante identificar que factores a parte de la IL-1(3 y el 

TNF-a. que son capaces de activar al endotelio afectando su caPacidad de 

adhesión. 

3) El factor de transcripción NF-KB es importante- para: inu.cho~ -pioceSos 

celulares. entre tos que se encuentra el proceso metastáslco~' Por 1.0· que evaluar 

su inhibición con bloqueadores fisiológicos es Importante._ 

4) Los experimentos mostrados en este trabajo fueron realizadoS in vitro, de 

ahí que sea importante evaluar si se presentan los mismoS efectos ·analizando el 

proceso en un modelo in vivo. 
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Ah!>lrucl 

!'l:F-KU :u:tivation is an c.:uJy C\Clll Junng cy1ok.lnc·nl<:d¡¡;UcJ enLlmhehal acllvation rcla1ed lo mcrc:.ai.cJ •nlhci.ion uf lcu,;u
cytes. V.'e repon that soluble proJucts secrc1cd by two human lymphoma" act1vo:ue NF-KB, and increai.c the ub1l11y of 
endothelial cells to adhere U937 cclls 1n v11ro. Anal y.sis of the tumor·dcdved proJucts re,·ealed 1he abscnce of 1u1nor necrosis 
f;.iclor-a and 1n1erleuk1n- I p. Jn1erfcrcnce uf NF-KB ;.icuvauon pre,·en1cd thc incrca!>e m U937 ccll adhc,ion. !>ugge,,1111¡; i1 

potcnt1al role for cndothellal NF-otB .1c11valion in thc C!>tahlishmcnt ofphysu:;il intcracuon!> be1ween the VallCUlar e11dathd1u1n 
anJ 1umor cclb <O 2002 l'ublid1ed by El=vicr Sc1cnce ltcland Ltd. 

1, lntroduclion 

Tumoz- cclls secrete a varicly of cylokim:s amJ 
growth factors with autocz-inc and paracrinc accion 
th"1t intlucncc thc surrounding cells and thcir intcrnc
tton wich invading tumor cells. Thc ccll-ccll incerac
tton betwccn mctastatic and cndothclial cclls has bccn 
postulatcd as an imponant cvcnt prcvious to cissuc 
invas.ion. involving paracrinc signaling, mcchanical 
contact and transicnt inccrccllular adhcsion [ 1 ). Jt 

• Connpond.in¡; a .. lhor. Tel.; +52·5-622.-560'). (u: +52·5-6:!:2· 
561 l. 

E-l'f'Wd aJ.t, .. u .. 11: :i.esua<Joa@1ru.1ol.unoun.n1>1. (A. Es1raJ..i. 
Uen14J), ucntcll@1fi.,ml un•Hn.m .. (A. Zcntclla-Dchc~). 

h;¡s bec:n shown chal melanom;¡ dc:rivcd intc:rlcukmg-
1~ (IL-113) aclh,.atc!I. NF-Kll in cndothelial cell .. , 
incrcascs thc adhcsiun of mclanoma cclls duc to thc: 
up-rcgulacing of E-sclcccin, lCAl\t-1 and VCAM-1 
[2]. Othcr studics rcvcal a positivc corrcl;¡tion 
bctwccn incrcascd cxprcssion of lL-1 a. and lymph 
nodc mct:istasis (3]. lL-la dcrivcd from brease canccr 
cclls promotcs NF-KB activacion and cxprcssion of 
NF·KB-dcpcndcnt genes in nonnal skin fibroblasts 
[4]. Bl6M and l\.1cch A tumor cclls havc also bccn 
shown co secrete products. not yct idcntificd, capablc 
of inducing phcnotypic changcs in cndolhclial cclls 
(S.6). Although thc intrnccllular targcts for ali chcsc 
produces havc not bccn complcccly dcfincd. in addi-

03W-3MJS/02/S • '-Ce rrom rnaucr CI 2002 PublishcJ by Elsc,,,1cr Scicnce hclant.I LtJ. 
Pll SOJ04·3H3S(0::!)00634-I 
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tion lo NF-Kl3, AP-1 nnJ thc STAT fomily ha"'c bccn 
proposed us likdy inlraccllular n1cdiutors for these 
cffccts l7]. 

Thc NF-KU family of eukaryot1c tran,.cnpt1(•n 
f::u:tors function as homo- and hctcro-duncrs (::-;], 
that includcs p50/p105, p5::!/pl00. RdA (p65). c-Rcl 
and RelB. Dimcrs bind to a ~et uf rck1h:d 1 O ba<.c p•ur 
(bp) DNA-binding :.1:4ucnCc!>, collcctivel:,· callcU KB 
sitcs that rcgulatc the expression of a widc vanel) of 
genes. In thc cytoplasm of most cclls. Rcll:"F- .... B 
transcription complcxcs are prcscnt in an inai;ll\'C 
stale bound to inhibi1ory protcins .;;ulkctivcly knov.n 
ns IKBs [8). Through thc action of a multitud!!: of 
cxtraccUular signals h<lls are dcgradcd. libcrn11ng 
Nf'-KB. ln particular, cndothclial (;cll activat1on by 
pro-inOammatory cytokinc~ !ouch as tumor necrosis 
factor-a (TNF-a) rcquircs NF-KB activation for the 
cxprcssion oflL-Ip, IL-b. lL-8. TNF-a. the 1ndw.::1bk 
NO synthasc. and cdl-aJhcsiun molccule:. tCA,.ls) 
such as E-sclec1in, lCA!\t-1 and VCA!\1-1 L9.10]. 
TI1c combincd cxpression of 1hcsc pruducb and aJhc· 
sion molecules conlribulc lo a nunnal tntlanun:.itory 
n:sponsc. 

ll has been posiulatcd thM tu1nur ccll in1eract1on,. 
with lhc micro-vascular cndothehu1n i!> analogou!> to 
tcucocytc adhc:.ion and cxtravaM1tion durmg the 
inllammatory re!>ponsc, processes depcndcnt on ='F· 
Kll activation [l.11 ]. t-lcncc. tumor ccll!> w1th m\·a~1\c 
potcntial would benclit from increo1sing the adhc!--1\C 
capacity of cnduthdial cclh 1uwari.h tumor 1;clb m 
mu.:h thc same WilY a!-. TNF-u or IL-1 p, pronH)IC 
leukocy1c adhesion. 

\Ve :.how that soluble facturs dcrivcd frum '"º 
human mcta!otatic human lymphoma ccll linc; 
promo1c cndothclial NF-tc.B activation linked 10 adhc
sion of U937 cells. 

z. i\ldhods 

2./. Ct!ll culture 

Primary human endothclial cclls (HUVECs) werc 
isolated from umbilical cords by protcolycic dis!>ocia
tion as prcviousty describcd [121 and cuhurcd in 
mcdium 199 supplcmenlcd with 10% FllS (GIBCO/ 
BRL, Rock vi lle, MD), glutaminc (2 mr..t), hcparin ( 1 
mglml) (Sigma, Saint Luis, MO), and cndolhclial 

mitogcn (0.01 µ.glml) (lliumclfo:al Tcchnologii:s 
lnc.. Stoughton. l\tA). Eul le ce lis wcrc obta1m:d 
from a me1astatic lesion in the ncck of a 15 ycar-old 
femak paticnt with llodgkin's disca!>e, cclls prc:.c:ntc.J 
HoJgkin's ccll·n\otpholo¡;y and c:ic:prc!>!i.CJ CDl5. ;¡ 

markcr of Hodgkin's lymphoma. in ad.Jition 10 
C019. CD20 and CD23 {13]. Thc Euscbia ccll linc 
was JcrivcJ frun1 a 1netast;11ic lc!oion proJuccd in NIH 
Swiss nudc micc 1hat had bccn injectcd with thc Eul-lc 
i;:cll line. This second ccll linc was positivc for 1he 
!>ame markcrs as thc parental EuHc cdl line. Both 
Eutlc and Eusebia cclls were cuhurcd in RP?i..-11 lai;:k
mg phrnol red, supplcmenled with 10% 1"-US. Cdls 
from thc human lymphoma U937, purchased from the 
ATCC (Mana.ssas, VA), wcrc cutmred in regular 
RPMI supplemcn1cd with lOo/a FllS. Ali cclls line 
cultures werc incubatcd al 37ºC in a humidificJ atmo· 
i.phcrc with 5% CO;:. 

::!.2. Prcparario11 of c:onditio11cd n1cdia fron1 11utwr 
cdls 

Cclls fron1 thc two diffcrcnt lymphom~1s werc 
culturcd until thcy rcachcd 100% connuencc. The 
ccll layer was Wibhcd ten times with PBS-DME!\1 
( 1: 1 v/v) to rcmovc serun1 componcnts. Thcn, the 
Hasks wcrc incubated with 25 mi of serum free 
RPMI. Af1cr 48 h thc culture medium containing 1hc 
soluble produces dcrivcd from thc tumor cclls was 
collcc1cd, and lyophilizcd ilftcr ccn1rifugation. Thc 
rcsulting powdcr was dissolved in 1/10 of thc original 
volumc and dialyzcd wi1h a P?i..-1-10 ullr.t·tiltratiun 
mcmbranc (Milliporc. llcdíord, f\.tA). Protcin conccn
tration was assayed with a commcrcial Bradford 
rcagcnt (liioRad, Herculcs, CA). 

2.3. Prt!paration of c:onditioncd ltlt!dium fro11a LPS
actfratcd mac:rophagt!s 

U937 cells Wcrc diffcrentiatcd wilh an 8 h pulse of 
PMA (0. l µM), and stimulatcd with LPS (0. l µglml) 
48 h later, as describcd (14). After 30 min of LPS· 
stimulation thc cclls wcrc washed thrcc times with 
PBS co reduce thc residual LPS. conditioned mcdium 
was rccovcred 3 h later. 

2.4. Ccll adlit!sion assay 

The assay was pcñonncd as prcviously dcscribcd 
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(15). Stimulation of conllucnt c;;ulturcs of llUVECs 
was .:-arried out for 3 h. A su:.pension of U937 cclls 
(,1 x 10" ccllslmll was radiolabdcd with [Jl-1)-thymi
dine ( l µCi/ml) (NEN. Boston. MA) fur 48 h. 
i\liquots of thc labclcd ccll suspcn-.ion (250 X 103 

cclh./::!:50 µl) \\·ere addcd to cm;h wcll. Aflcr 3 h uf 
.:o-incuhation. ali thc non-adhcrc::nt cclls wcrc 
removed by ;1.,piration fullowcd by 1 .. 1i.·u Wa!.hc~ with 
PBS. Thc adhcrcnt cclb \'-ere immcdio11cly !<>Olubilizcd 
wuh 500 µl of 0.2 !\1 NaOH ;md m1x.cd "'ith 3 mi ol 
:.cinlillation lluid and countcd in a '3 countcr (licck
rnan}. Ncutralizing antibodics {Pharn1igcn. San 
Du~go. CA) and thc inhib1tor BAY 11-7085 (C;1lbio
chcrn. La Joya. CA) wcrc ;1dded to thc 1ncdium 1 h 
priür to stimulation. Rc:.ulls are tlu:: pcrccntagc of 
anachcd cclls rdativc 10 1hc lota! numbcr of U937 
.:clls addcd pcr wcll. 

::.5. F/vw cytom('lry 

llUVECs rccc1vcd thc diffcn:nt stimuli or control 
1neJium for 4 h at 37"'C. washed twicc with PDS and 
incubati::d for 30 min at .tºC with the biotinilatcd 
primary antibody against E-sdcctin (dilutcd 1:1600 
111 PllS-BSA 5%) CPharmigcn. San Diego, CA). 
Following a 30 min incubation with phycocrythryn
Jabclcd strcptavidinc ( 1 :3000 in PDS-DSA 5%) at 
-l"'C. llUVECs wcrc dc1achcd wilh 4 m!\-1 EDTA. 
rc:-ui.pcndcd in PBS. and analyzcd in a FACScalibur 
C)o"lomc1cr (Bcclon D1ckin:-on, San Jo!i.C, CA). Uis10-
gra1ns prcsent the rcla1ivc tluurcsccncc intcn!i.ity ,,.aJuc 
al 560 nm {Fl). 

:::!.6. Ell'r:troplwrnic mob1Uty .sliift u.s.s"ys (E.\ISA) 

NF-.dJ and translocation to thc nuclcus was tletcr
mmcd as prcviously dcscribcd [16]. Thc l':P]-labclcd 
doublc strandcd oligonucleotide usc"d (5'-AGTT
GAGGGGAcrrTCCCAGG-3') contains thc undcr
lined NF-1<.B conscni.us sequcncc (Santa Cruz. Santa 
Cruz. CA), anllbodics for NF-1<.U complex analysis 
wcre purchascd fro1n thc saine "'cndor. Protcin/DNA 
complc)l;CS werc resolved in S'7o non-denaturing poly
;:1crylamide gels. dricd anJ analyzed wilh a Stonn 850 
pho:-phoimager und thc ImagcQuant !>Oftwarc (f\.1ole
cular Dyn:unic!>, San José. CA). Ef\-1SA for thc SPI 
lranscription factor was pc:rformcd in a shnilar way 

~!>~"iia'~~~~~-;i:c:~:~t~e e~-: ~"!"~~~~~G~z~c-

:::!.7. ELISA 

.Assays '"·ere pcrfonncd follo"l.\.'IOg lhC vcnJor's 
protocol {H. .. ~D Sys1cms. ?-.tinncap .. 11is, ~lN). Fifty 
µl aliquots of thc capture anlibod)' (::? µg/ml} wcrc 
U!>CJ pcr wcll. w1th 100 µI uf thc sampk or thc :-tan
Jards. Onc µ.g/n1l of thc biotinilatcd capture anubo
dics wcrc uscd with strcp1av1Jinc-alkahnc 
phospha1asc dilutcJ 1: 1000. Finally. 100 µI of /•·nitn•
phcnyl-phosphatc (l mg/ml) wcrc ;:u.JJcJ lo cach wcll. 
incubatcd for 30 min. Thc O.O. al .i05 nm was 
mc~1sureJ with a platc rcaJcr (lliotcch lns1rumcnts 
Inc .• 1-lighlanJ Park. VT). 

::!.8. L9:::!9 TNF bioíl.s.say 

The a:.say was pcrformcJ as prcviously dcscrihcd 
[17). BricHy. L929 cclls wcre plalcd in 96·wcll platcs 
(1.2 X 10"' cclls/wcll). Aftcr 24 h thc cullurc mcdium 
was rcplaccd with meJium containing 1 µ.g/ml of 
actinomycin D with 100 µg of total pro1cin from thc 
differcnt conditioncd media, or scqucntial 2-fold dilu
tions. Af1cr 12 h of incuhalion at 37ºC. rcmaining 
cclls wcrc tixed and staincd with crystal ""iolct. The 
stain was dissolvcd in 10% acctic acid (200 µl) and 
thc O.D. at 595 nm was dctcnnincd using a platc 
rcadcr. A standard curve with rhTNF-a. was includcd 
in each assay. Rcsults are cxprcsscd as thc pcrcentagc 
of viahility rclative to thc control. 

:::!.9. S1ati.s1ical unaly.sis 

Rcsults are thc average of thrce indcpcndcnt ex peri· 
mcnts pcrformed in triplicatcs; error bars indicntc 
standard dcviation of thc mean. Data wcrc ueatcd 
with Studcnl"s t-tcst to cstablish statistical signifi-

3. Rcsults 

3./. Enluv1cf!tnf!t1l of U937 cl!lls adJJ~.sion to HUVEC 
by pTe•treatme11t with soluble produc1s derived from 
huma11 lymphomas 

We comparcd thc adhesion of U937 cells to HUVEC 
that had bccn prctrcatcd with: (i) TNF·o. (Fig. lA); (ii) 

thc conditioncd media from LPS-activated macro
phagcs containing nativc TNF-o. and IL-1 P and othcr 
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F•&· 1. Pn>duc:l.I. i.e<:n::~ by lhe hum;an lymphoma.s EuHc and EuHbia lnc~ae cndothchaJ ccll Adhcaion. HUVEC whcce pretre¡uc.J ror 3 h w1lh 
-r:-.r- (A), conduioned media (CM} rrom LPS·activ;atcd macroph:a..:e1. (8) or condu.ioncd media of tumor cella (C). U937 cclb wcrc c
im:uboued with llUVECa for 3 h bcfwe cvalu:;mna ccll adhcalon. • - P < 00~. ··-P < 0.01. 

cytokincs (Fig. 1 B); or (iii) with thc soluble products 
dcrivcd frorn thc human lymphomas EuHc or Euscbia 
(Fig. IC). TNF-n and thc cundilioncd mcdium from 
LPS-acti .. ·atcd macrophagcs lcd to a <lose dcpcndcnt 
1n.:rcai.e in ccll adhcsion. rea<:::hing a maxünum valuc 
of 34 and 40%, rc!rtpcccjvely, dcspiec exccss stimulant 
addition (Figs. 1 A,B). The conditioncd media from the 
two lymphomas (EuHc and Eusebia) also induced a 
do~ Jepc:ndcnt incrcasc in cell adhcsion (Fig. IC). 
\\!hile the maximal cdl adhesion induced by lhc Eusc
bia conditioned medium was 30%, maximal adhcsion 
reachcd 50% with the conditioncd media from EuHe, 
19% abovc the maximal ccJI adhcsion levcl induccd by 
recombinant and nativc cytokincs. The incrcasc in cell 
adhcsion i.nduccd by thc threc diffcrent conditioncd 
media rcmaincd unchangcd whcn lhey wcrc tcstcd in 
lhc presencc of polymixin-B ( 10 µg/ml), indicating no 
contamination with LPS (data not shown). We 

concludc that thc conditioned media derived from thc 
lymphomas chan&e the rcsting cndothelial cell phcno-
1ype incrcasing thcir adhesion capacitics analogous to 
TNF-a. 

3.2. Endo1lrdial c~ll acti\.•a1io11 correlaus wilh NP-1<. l.J 
ac1ivalion 

Activation of thc NF-te.B transcription factor is 
esscntial for cndothclial cell activation by TNF-a und 
othcrpro-inftammatorycytokincs. NF-KB activation in 
HUVECs, was cvaluated by E.M:SA, 20 min aftcr 
stimulation the translocation incrcascd 6- and 8-fold 
when trcatcd with products dcrivcd from EuHc or 
Euscbia cclls, rcspcctively (Fig. 2A). A similar 6-fold 
incrcase wns obscrvcd wilh TNF-a.. Thc principal 
complcx induccd by TNF-a. or by lhc soluble factors 
dcrivcd from both tumorccll lincs hada similar mobi-
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F1¡: :?. ACtlYaDl.'n of NF-KB In cnJ..,thch"'l "elh nc.ucJ wuh M>lubl" proJuct• s.ecn:1eJ by lymphom;io cclh •. (A} Nuclc;ar cur.Kh "'ere rrc-p;ucJ 
:?O mm alter thc ;WJ111an of bO .,..S oft.oluble pruJucu ,...cre1cJ by 1umor cielhor 10 nJ!ml TNF-a. A l"PJ-l.at>clt.'J NF-0<U pro~"'"" UlolO'd fur thc: 
E/l.tSA. Numbrn below ea.ch lan&' 1nd1ca1" thc fol.J incrrl>M:'t; """Uh n.••pect to none-alimulatcJ controh. (U) Analy•is of lhc :-;¡:.,.u cumplc"'c" 
u .. m¡: thc NF-... U probc w1th •mdc.u cur.u:u, ttnm llUVEC,. Uc.ucJ ••••th 60 ...,_C ufthc M>lublc prud11ct!I; ...,crclcJ by Eulk prcmcuh.ued wnh 
.tnnbo.>Joc" a¡;:un .. 1 thc f'(>S. lhc p~O :--;¡:.,.u .. uhunu .. ur con1~IC"d ... un the unl:r.bckd "'"F-o<U prube. Thc 1m .. ¡¡c *' '""l''"""nl'>h•C of Unce 
mJ,,.rcnJenl ""rcnmcnb (C) E~tSA. an.oly"•~ u~1ng an Sl'I pt"Oh<> ""lth nuclear c•tr.>Ctfo hom llUVEC .. uca1.,.J v.1th 60 µg uf 'Mlluhl"' p1uJucu 
~c.:rc1.,.J by 1umur cclh or 10 n¡:Jml TNl·-n 

lity (arrow in Fig. 2A). Thc !>pccilicily ofthc DNA/NF
KB con1plcxcs was cunfirrncJ us1ng an unlabclcd 
oligonuclco1idc probc ::l.!> a con1pctitor and with anti
p65 or ami-p50 antibo<lics (Fig. 2B). \Vith both anti
hodics the putafr.,·c NF-><D complcx was dcstabilizcd 
ind1.:ating lhe prcscncc of both NF-><D subunits. To 
conlinn lhal this cffcct uf 1hc producl:; dcrivcd fron1 
1uniur cclls on NF-><IJ was spccific. wc cvaluatcd thc 
nudcar contcnt of the Sp-1 transcription factor. 
:-.icither TNF-a nor the products derivcd from EuHc 
proJuccd any change in the Sp-1 nuclear coment. 
:done or in thc prescnce of BA Y 11-7085. Hcncc. 
conditioncd media dcrived from both tumor ccll lincs 
contain factors that specifically activatc NF-KB. simi
lar to TNF-o. 

3.3. E-sdectin does 11ot participau 1n cell adlles1011 
induced by 1un1or-.íecr~1ed products 

'Tñc cxprcssion of E-sclectin on the ccll surface was 
cvaluatcd by fiow cytomctry. HUVECs tn:ated with 
TNF-a or with thc soluble products from LPS-acti
vatcd macrophagcs for 4 h showed a 10-fold incrcasc 
in Ouorcsccncc intensity abovc controls in 9047& of lhc 
cclls. In cont..rusl. only 10% of thc cndothelial ccll 
popula1ion tccated with conditioncd media from 
EuHc nnd Euscbia showed an cquivalcm increasc in 
fluorcsccncc intcnsity (Fig. 3A). \Vhilc ncutralizing 
un1ibodics aga.inst E-sclcc:lin ccduccd ndhcsion of 
U937 cclls to cndothclial cclls trcatcd with TNF-o 
by 36%. thcy had no effcct on thc ndhcsion to 
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1'1~ 3. E- .. elcc:un "'"'P•C'•"'º" m re•p<,n-.e loTNF·o .1nJ rro·1nU.1n11n.:uory cy10J.:mcll.<:<•mp;ucJ to lhc :11.olublc proJuc:u, JcnvcJ fr<Hn lumur cclh 
(A) Fluw cyturm•lry an.1ly•i• of E-.. clcc:unellpreu1un un !he s.urfa..:c oflive JIUVEC1 4 h folluwmc; •Umulouion w1th: TNF-n (10 n¡;lml). M.>lublc 
l"~><.luc:to. dcn,.cJ hum tumorc:cllt; (Eulle and faucbia: l:!O .,..c;lmll ur conJ11ioncJ media from LPS-ac:uvaled ,.....c;ruph¡o&c• ICM M..c10· lbO .,..¡:1 
mi). f'"1 . .:aYcragc uf !he ro:l•UYc th1ou:w:cn1;c mlcn .. ily. (lJ) Ccll adhc•ton ª"..ay 1n thc prcKncc of 2 µG/ml E-~lccun ncu1rah,un11, .. nubud1c" 
llU"'EC" ..... ,.., rceuca1 .. J w1th TNF-u (10 n¡;/ml) or with soluble proJucu <knved from lhe EuHe c:ell line (60 µg/ml1. 

endothclial cclls prctrcatcd with the soluble products 
denvcd from tumor cclls (Fig. 3B). \Ve conclude that 
E-sclcctin does not panicipatc in thc adhesion of 
U937 cclls to HUVEC !.timulatcd with the soluble 
fac1ors derived from tumor cclls. anJ is not exprcsscd 
dcspite thc activation NF-KB. 

3 . .J. /ncrc-asttd ce// adliesion i11ducttd by tumor cdl 
secreted products is depe11de11t on NF-KB 

To continn thc link bctwccn the activation of NF-

KB and thc incrcasc in ccll adhcsiun, BA Y 11-7085. a 
spccifü: inhibitor of IKK-mediatcd phosphorylalion oí 
JKBa.. was uscd (Fig. 4A). ln thc presencc of S µ...'\.t of 
lhc inhibitor. cclJ odhcsion dccrcascd by 54 und 44%. 
rcspcctively in l-IUVECs prctrcatcd with the !>Oluble 
produclS dcrivcd from thc Eul-lc and Euscbia cclls. 
Whcn testcd against TNF-a. or soluble fac1ors 
sccrctcd by LPS-aclivatcd macrophagcs, BA Y 11-
7085 lcd to an 88 and 92% respective dccrcasc in 
cell ndhcsion (Fig. 4A). Two doses of BA Y 11-
7085 (1 and S µ.M.) reducell thc translocation of NF-
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F1~. 4. lil<1ek.Jn¡t NF .... H ac:11vat1on 1nu:rkrcs ""llh ccll ...th.,s101t 1nJuced by ..ulubLe pruJuc:u, .,..c;re1cd by 11,¡mor i;clls. (A) Ccll adhc•1un as.ay 
..,.., pcrfonne'dH described m F1¡:. l. HUVEC wcrc prc>uc .. 1cJ wuh ( + )ur w1thoul (-)HAY 11-70115 for 1 h bc(orc adJmonofTNF..., {In¡:/ 
mi). M>lublc fac:1on ~n"c:J from lumur c:cll1 (Cullc and Eus.,b1:1 7 :S µg.lml) vr c:y1uk.1ncs o.ccn:rcd by LVS·H1mul;otcJ rnac:rophagcs (P.lacru. 40 
µglml) (8) kcduc:cd U;&lnlo.;auun uf Nr-.... u m lhc prc~cm;e uf UAY 11-7085 1 (Ü). or !'i (C) µ..VI. HUVECs. wuc ps-c-mcuba1cJ ""ilh the 
mhih11or for 1 h bcforc sllmulat.ion with 1hc ~luhle prO<.luc:u •frUYC'd ftom 1hc IUmor c:clls (l:S µg)orTNF·a (10 ngfml). Numbcn. ino.hc:au: the 
fulJ·u•crl<'.:l...e of lhe sagn•I oí lhc NF- ... U corn¡>k1. wath rc~pcct tu unuc.ucd cunuul• {!;oue 1 ). Th1• un;o¡¡e •• repre~nt;oU"e of th1ce 1ndcpcnJen1 

KB in response to lhc soluble pro<lucts dcrivcd from 
bolh tumor cell linc:;; (rigs. 4B.CJ. \\'hile for Eu"cbia, 
1 µ.!\t of BAY 11-7085 was cnou¡;h lO produce 
complete inhibitiun of NF-Kll translocaüon, for 
EuHc and TNF·o: 5 µ.?\-1 of the inhibitor wcre rcquircd 
to obtain a similar elfect. To pro\."C that the inhibitory 

cffect of BAY 11-7085 is specific lo NF-KB, we 
analyzed its cffect on the Sp-1 transcript1on factor 
(Fig. 2C). The inhibitor had no effect on Sp-1 nuclear 
contcnt in HUVECs stimulated eithcr with TNF-a or 
with the soluble products derived from the EuHe 
tumor ccll line. We conclude that NF·KB aclivation 
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A f ~líl íl ~ ~ n n ílíl~ílílíl ílílílílílíl 
5 s ~ ~ - ~sa:Q 3 ! :i s a ;: ~ ! 

B 

IL·11\ 

E u He 
Eus.ebla 

TNf'.u. (nglrnl) 

o.o. 
0.027 
0.056 
0.102 
0.205 
0.45 
0.782 
1.709 
2.544 
0.035 
0.005 

ng/ml 
0.003 
0.007 
0.015 
0.031 
0.062 
0.125 
0.25 
0.5 
0.0038 
0.00055 

Eu.._ h~alml) 

TNF-u. 

o.o 
D.019 
0.078 
0.18 
1.506 

N.O. 
N.O. 

Eu••ble Cpg/ml) 

pglm! 
9.76 
19.53 
39.06 
156.26 

Fic • .5. Lac:k. ar TNF-a or ILl·P •Jn<•na tite M.llublc: proJu"ls M:C:~led by tumor c:c:lh.. (A) L9Z9 murinc hbrobl:u.ts whcre uca1cJ with lhc 
lndica1cddo-.ca ofTNF-a. or .oluble f=tor ffom 1um°'" c:ells. Cell "uabdiry wn cvll.l~tcd as Jc:M:ribeJ in ma1criAls and melhod.L (0) ELISA Í04' 
-n.."F.a ar IL-1 p in the soluble proJu"u. o.ec:rcllL°d by u.unor c:c:lh .• NO: nol dctec~. 

is ncccssary for thc incrcas.c in ccll adhcsion induced 
by tumor ccll dcri\'cd soluble products. 

3.5. Solr.b/~ products dt:ril<·e,Jfrtnn Eu/-le cind E11sf:"btc1 
/_\urplwmas /Clck TNF-a nr IL-/¡J 

Endolhelial aclivation activity sccretcd by tumor 
cells were ret.:iined an ultnitilter n1embrane with a 
10 000 cut off valuc (Millipore) and past through n 
similar membrnne with .:i 50 000 cut off value. Preli· 
minary fractionation revealed that e.he .:ictivity wa.~ not 
retained in a Mono-S sepharosc column (data not 
shown). None of thc two conditioned media derivcd 
from tumor cells induced TNF-n .:issociateJ eytotoxi
city. evcn with and cxcess of 100 µg of protein (Fig. 
5A), nor was lhere any detectable TNF-a. in the two 
conditioned media using ELISA tests (Fig. 5B). IL-1 p. 
was detected in amounts below the minimum requircd 
to oblain any biological response. (0.5 pg/ml in EuHe 
3.nd 3.9 pg/ml in Eusebia). llence the chance in 

endothelial ccll phenotype n:sults from factors diffcr
ent lo TNF-a or IL- l J3. 

.i. IJisCUS!loion 

Activated endothelial cells p:uticipatc in neutro
phyle and P~tN adhcsion and cxtravasation from the 
blood strea.rn to the lissues during the intlammatory 
reaction { 18). Similar molecular mechanisms have 
becn postulated for ccll adhesion and extravasation 
of metastatic cclls { 19]. Herc we repon that soluble 
factors secreted by two human lymphoma cclls 11lter 
the endothclial phenotype in vitro promoting an 
apparcnt activatcd state. in which increased adhesion 
uf U937 cclls is linked to the activation of NF-Kll. 

Severa) studies indicate that tumor cells secrete 
soluble factors capable of inducing diffcrent phenoty
pic changes in human endothelial cells in vitro. B 16M 
tumor cells secrete products th:..t induce hepatic sinu
soidal endothelial cells to libcr.ate cytokincs like IL-1 
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that in an aut1..1'Crinc way promotc thc exprci.siun of 
VCAf\.1-l [5]. The conditioned media frmn l'\.1clh-A 
1un1or cclls con1;iin f:lctors that pron1u1c rcn1udcl111g 
uf cndothclial cclls in viiro [6]. In thcsc ca~cs lhc 
factor(s) rcsponsiblc for thcsc effccts rc1nains 
unknown. Although TNP-n and IL-1 ~ ;;1rc thc bc~t 
character-izcd cndothclial ccll •n:tiv;ttur~ (:!O). E.LISA 
tesis and cy1otoxiclly a.;,say for TNF-u paividcJ nu 
cvidcnce for thc:ir prc .. encc 01n1ong 1he soluble facturi. 
Jcrivcd frotn thc EuHc or Euscb1a lymphoma L·elb.. 
l-lcncc. the fac1ors rc:sponsiblc for thc endo1hchal 
phenotypic changes induccd by thc cund1tioncd 
media by thcsc ''"''º human lymphumas are diffcrcnt 
to thc~c twu cytokincs. thcy are bctwccn 10 000 and 
50 000 in size and do not bind to ~lono-S !>Cpharose. 
\Ve are currcntly c.'\ploring thc prcM::ncc of othcr 
proinfiammalory cytokincs. Bascd on thc rcportcd 
acth.·ators of NF-KB in cndothclial cclls rcccnlly 
rcvicwcd [21]. and on the known physicochcmical 
propcrtics of 1hc biological actívity of thc com..li1ioncd 
media. NGF 1s a likdy particípant. but not ncccssarily 
1hc only a.::li\e factor !>C..:rctcd by tumor cells. 

Thc soluble fa..:tur~ derivcd frorn lu111or cdls 
promotcd tran!>lu.::ation uf NF-KU con1plcxcs cuntain
mg both the p65 and p50 -.ubunits. that are hkel)" lo 
fonn hetcnxhmer:.. Tiüs ctfc.:ct b spcdfic lo NF-..:U. 
:.ince no change in the nuclc.arcumcnt ofthc transcnp-
1ion factur Sp-1 was ob~erved in response to thc ~olu
hle rroducu. dcnvcd fron1 1un1ur ce lis. nor to TNr'-u. 
E••en tn lhe pre:.cnce uf tlie 111h1b1tur HAY 1 J-7085 
Sp-1 nuclear content re1naincd unchangcJ. indicalllli:! 
a :..pc:c1flc ctfect for thi~ 1nl11b1tor. 

Nr"-KB plays a crucial rok in lhc acuvation of the 
endo1hclial cclls in rc!!>pon!!>e to pro-infia1nmatory 
cylukine!> promoting the cxprcs!!>ion of E-?>elcctin 
(5, 19j. wh1ch is 11cces~;:1ry fur cell adhesion of diffcr
ent tumor cclb to cm.lothehal cc:lls [22J. E..,cn though 
thc amounts of NF-..:B translcx;:ated to the nucJc:us are 
similar for TNF·a and for thc: soluble: products 
~ccrc1cd by tumor cc:lls, this was not enough to 
promote an ec.¡ui\lalc:nt expression of E-?>elcctin. proh· 
ably due to lhc: lack of a co-stimulant signa) induccd 
by pro-intlammamry cyiokinc?> or to thc activation of 
a ~ignaling pathway with a rcprc:ssion dTc:ct. In addi
t1on. lhc lack of intcrfercncc of anti-E-~clcclin neutra· 
hzing antibodies indicates that in this ccll-ccll 
intcraction othcrcell adhc:sion n1ulccules nrc: rcquirc:d. 
Takcn together, these discrepancic:s suggest thc acli-

valion uf diffcrent lransduc1ion Jlathways bc1wc:cn 
TNF-a and thc: soluble fac1ors ~ecrc1cd by 1un1ur 
cclls thal nc ... cnhcles'> ~harc NF·KB acti\laliun. 

Both ccll adhcsion and NF-Kll activalion rose 
during ?>.tin1ulation wilh the tun1ur Ueri..,cd foclurs 
;:u1J decreascd wilh the inh1hitor of IKBu ¡iho-.phury
lation BAY l 1-70S5. Thc la..:k uf cumplcle i111c:rter· 
cnce ofl3AY 11-7085 with ccll-;:1dhc~1u11"ugge!>tS1he 
p:articipation of a ?>ignothng palhway nc.ll affc:c1c:d by 
1his inlubitor. The foct that B.-"\ Y 11-7085 complete 
blockcd thc: adhesion in cclls trc:atcJ with TNF-n anJ 
the conditioned media of activated m:1crophagcs 
:..uggesls thal whilc ccll activation by proinllanunatory 
cylokincs depcnJs on l><.Ba degradation lumor ccll 
Ucrived factors requirc othcr IKll isoforms L8J. 

In this ~tudy, two lymphoma ccll line~ thott ?>c:crele 
products capablc of activating c:nJothehal cc:lls were 
used. Thc Eusebia cell linc, generated in nudc mice 
injcctcd with the original Jymphoma Eulle. rclaincd 
biological activi1y a.ble to changc thc cnduthclial 
phenmypc. Hcncc 1.hc production of suluhle fo..:tor?> 
c-apable of altering thc cndothclial phenotype wa!> 
relaincJ in thc !>ecundary tutnor. The ~olublc procJuc1s 
dcrivcd from these two cclls lines d1tfcrcJ only in thc 
1naxitnal lc ... cls ofcdl adhcsion c ... ukeJ. bu1 pre~nted 
the ""aine effects on thc: 1ranslocatiun of NF·Kll anJ thc 
intcJ"ferc:ncc with UA Y 1 1-7085. Our rc~ults sugge?>I 
1hat both cell lincs i.ecrcle the saine factorh) respun
:..iblc for thc phenotypic chance linked 10 l':F-odJ acta· 
..·:nion. \\.'e po?>tufolc that the pre~cnce t•f c:ndothchotl 
activators deri .. ·c:J fro1n tumor cells act un NF-><.B. 
promoting gene exprcssion po1ttems that lcad to a 
phcnotypc characlcrized by an increa!>cd ccll adhcsion 
capacity. Although tnany diffcrent ccll aJhesion 
molcculcs may be exprcsscJ in response to differcnt 
tumor dcrivcd products, NF-><.B activation may be a 
more common response. ln conscquence, tumor ccll 
adhc:sion linked to NF-><.B acliva1ion in enJothelial 
cclls could bccomc a target for thc inlcrfc:rencc of 
this cell-ccll intcrnclion. 
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