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RESUMEN

La adhesion de los leucocitos al endotelio y su subsecuente transmigracion al espacio
subendoltelial son los eventos iniciales observados durante la aterogénesis, los cuales son
mediados por las células endoteliales activadas. La activacion de dichas células puede ser
inducida por un aumento en las concentraciones circulantes de moléculas proinflamatorias
como TNF-a (TNF) e IL-1 o bien, de colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad
(LDL.-colesterol). En mujeres postmenopaisicas que se encuentran bajo terapia de reemplazo
hormonal se ha observado menor incidencia de enfermedades cardiovasculares, lo cual se ha
atril_:)uido a los efectos que los estrogenos pueden tener sobre la activacion del endotelio, ya
que algunos estudios han mostrado que el 17@-estradiol (E2) es capaz de disminuir las

c n‘centi’aciones circulantes de LDL-colesterol y la expresion de moléculas de adhesion en la

superﬁCIe apical de las células endotcliales. Sin embargo, no se sabe exactamente cual es el
papel de los estrogenos durante la aterogénesis. El objetivo de este trabajo fue determinar si el
E2

Se reallzaron ensayos de adhesion de células U-937 en células endoteliales de vena de cordén

lene un efecto regulatorio sobre la adhesion y quimioatraccion de linfocitos al endotelio.

umblllcal (HUVECSs) estimuladas con TNF en presencia o ausencia de E2 y también se
cuantificd la concentracién de las quimiocinas IL-8 y MCP-1 en los sobrenadantes del cultivo.
Se determiné la presencia de los receptores de estrégenos a- y B mediante las técnicas de
“Western blot” y “RT-PCR”, respectivamente; en tanto que la evaluacion de la transcripcion
de ambas quimiocinas se realizé mediante “RT-PCR”. Los resultados mostraron una
disminucion del 35% en la adhesion de monocitos U-937 a HUVECSs estimuladas con TNF
en presencia de dosis fisioldgicas (0.3 y 1 ng/ml) de E2, asi como una disminucion del 54% y
del 65% en la secrecion de 1L.-8 y de MCP-1. El E2 no tuvo efecto inhibitorio sobre la
transcripcion de ambas quimiocinas en tanto que, el tamoxifen (modulador de la activacion del
receptor de estrogenos) revirtio el efecto del E2. Por lo tanto, se puede concluir que en nuestro
modelo, el E2 inhibio la adhesion de los leucocitos a las células endoteliales, al inhibir la

secrecion pero no la transcripcion de las moléculas quimioatrayentes.
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ABSTRACT

Inflammation, and especially mononuclear cell adhesion to endothelium, is an important
physiopathological component of atherosclerosis. Since coronary heart disease in women of
reproductive age and/or with estrogen replacement therapy is reduced, our aim was to
determine if 17B-estradiol (E2) had a regulatory effect on the adhesion of lymphocytes to the
endothelium. We performed U-937 cells adhesion assays in TNF-a-stimulated HUVECSs, and
we also quantitated IL-8 and MCP-1 in culture supernatants, in the presence or not of 1783-
estradiol. The presence of a- and B-estrogen receptors was determined by Western blot and
RT-PCR, respectively, whereas the transcription of both chemokines was evaluated by RT-
PCR. The results showed a 35% decrease in the adhesion of U-937 monocyte cells to TNF-a-
stimulated HUVECs, and a 54% and 65% inhibition of TNF-a-induced IL-8 and MCP-1
secretion by physiological and physiologically high doses of E2. The hormone did not affect
the transcription of both chemokine genes. Tamoxifen reverted the inhibitory effect induced
by E2. In conclusion, E2 modifies the adhesion of leukocytes to endothetial cells by inhibiting

the secretion, but not the gene transcription, of proinflammatory chemokines.
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INTRODUCCION

La aterosclerosis es la ailteracién mas frecuente que conduce al desarrollo de enfermedades
isquémicas como el infarto al miocardio y enfermedad coronaria, las cuales son la causa mas
frecuente 'de muerte en las sociedades occidentales. Esta alteraciéon se caracteriza por la
formacion de una placa fibro-grasa topograficamente aislada, en la intima de las arterias de
mediano y grueso calibre, la cual esta determinada por multiples factores, especialmente
genéticos, hemodinamicos y metabodlicos. En humanos, los sitios de mayor predisposicion para
la formacion de la placa son las ramificaciones aorticas, los arcos adrticos, la aorta
descendente, las coronarias, los primeros seis centimetros de las carétidas internas, el poligono

de Willis y las arterias de las extremidades inferiores.

Origen de la aterosclerosis

Se ha propuesto que el inicio de la aterosclerosis es resultado de alguna forma de daiio directo
sobre el endotelio arterial (1). El dafio puede conducir rapidamente al desarrollo de una
respuesta inflamatoria cronica que se caracteriza por la acumulacion de leucocitos en el
espacio subendotelilal. Los factores que producen la lesién pueden ser mecanicos, como el
aumento en la tensién intramural, el estrés por friccion ligera u oscilatoria y el flujo
turbulento; o bien, por factores quimicos o biologicos, como el aumento en las
concentraciones plasmaticas de colesterol, la acumulaciéon de toxinas o la agresidon por
agentes virales o bacterianos. La persistencia del daflo sobre el endotelio conduce a la
activacion endotelial cronica que favorece la proliferacion y activacion de las células
musculares vasculares y gradualmente conduce a la denudacién endotelial. La pérdida del
endotelio facilita la ruptura y erosién vasculares, las hemorragias, las ulceraciones y la
formacion de trombos que finalmente conducen a la isquemia. Sin embargo, se sabe que
diferentes agentes pueden estar involucrados en la aparicién de la aterosclerosis y se considera
que esta precedida y acompariada por la inflamacion, aunque no se conocen con exactitud los

mecanismos por los cuales se origina y progresa (2).
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Un primer aspecto visible de la aterosclerosis es la formacion de la estria grasa, la cual esta
constituida por agregados de células espumosas en el espacio subendotelial. Estas células
derivan en su mayoria de los leucocitos tanto mononucleares como polimorfonucleares que
han sido reclutados y, de células de musculo liso vascular, las cuales gradualmente almacenan
colesterol en el citoplasma en vesiculas lipidicas (3). Estas vesiculas son el producto de la
endocitosis de LDL oxidadas que interactian de manera especifica con los receptores
“scavenger” tipo 1 y tipo 1l expresados en macrofagos y en las células musculares; dichas
vesiculas estan recubiertas por clatrina, participan en el transporte citosolico y se fusionan con
lisosomas. Sin embargo, los receptores ‘scavenger” no estan sujetos a una regulacion
negativa, por lo que es probable que se generen mecanismos que interfieran con la
degradacion del colesterol, ya que no existe recirculacion de receptores y por ende, regulacion
del metabolismo del colesterol (4, 5). La estria grasa puede aparecer en la primera década de la
vida y permanecer por muchos afios sin causar problemas de salud, lo cual depende de la
predisposicion genética y de la exposicion a factores de riesgo. El desarrollo de la estria grasa
es muy lento hasta los 30 afios en promedio, época en la que si existe predisposicion, el
proceso se acelera rapidamente, especialmente en los varones; entonces se observan
incrementos en la acumulacién de lipidos, en la migracion y proliferacion de musculo liso y en
el deposito de proteinas de matriz extracelular, lo que transforma a la lesion en una placa de

ateroma (6).

La lesion fundamental de la aterosclerosis es el ateroma o placa fibro-grasa. Esta es la lesion
que causa el estrechamiento de la luz de la arteria, conduce a calcificaciones de la pared
arterial, debilitamiento de la actividad muscular y predispone la formacion de trombos. El
ateroma se distingue como una estructura redondeada de color blanquecino cuya cubierta
fibrosa limita a un tejido conectivo ligeramente denso, constituido por células derivadas en su
mayoria de musculo liso, pocos linfocitos T y macrofagos inmersos en una matriz de proteinas
como fibrina, colageno y mucopolisacaridos. En la parte central del ateroma se localiza el
centro "necrotico", constituido por desechos celulares, gotas de lipidos, cristales de colesterol,
depositos de calcio y algunas células espumosas. Frecuentemente se observan pequeiios vasos
sanguineos proliferando (neovascularizacion) alrededor de la placa ateromatosa y en

direccion a la adventicia vascular, lo que se puede correlacionar con un crecimiento acelerado
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del ateroma (7)- El origen y ¢l crecimiento de la placa dependen en gran medida del estado
funcional del endotelio, por lo que es importante conocer los mecanismos celulares de

respuesta de este tejido ante los diversos factores que pueden alterarlo o dafarlo.

Captura / Sujecion Rodamiento : Adhesion firme H Transmigracion

:.‘y> células endoteliales|

[ -selectina J———

P-selectina

1
— T Integrina, ICAM,.VCAM

PECAM

Figura 1.- Pasos sccuenciales de la adhesion de los lcucocitos a las células endoteliales. La sujecién o adhesion
suave estd mediada por L-. P-, y E-selectinas : la adhesién firme se realiza mediante las moléculas de adhesion
ICAM —1, ICAM-2 y VCAM . La transmigracion sc realiza al estableccerse un gradiente quimiotictico y se ve
facilitada con la expresiéon de PECAM ( CD31 ) entre las uniones intercelulares endoteliales.

El endotelio y 1a aterosclerosis

El endotelio estd constituido por una capa de c¢lulas unidas a una lamina basal y, ademas de
ser una barrecra selectiva entre la sangre y los tejidos, es un tejido multifuncional que regula la
fisiologia vascular y constituye la interfase entre los elementos sanguineos circulantes y el
resto de los tejidos y los 6rganos del cuerpo. Su situacion estratégica le permite hacer un
monitoreo sistémico y responder a estimulos locales para realizar cambios funcionales en
forma adaptativa y mantener la homeostasia. Sin embargo, en respuesta a la presencia de algun
estimulo patofisiolégico, como 1la hipercolesterolemia o la presencia de agentes
inmunoldgicos, se producen modificaciones en la estructura y funcién endoteliales que
conducen a alteraciones localizadas, agudas o crénicas, que afectan la relaciéon del endotelio

con los componentes moleculares y/o celulares de la circulacion. Las alteraciones observadas
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incluyen: aumento en la permeabilidad a lipoproteinas plasmaticas oxidadas, incremento en la
adhesion y reclutamiento de leucocitos, produccion desbalanceada de factores de crecimiento,
pro- y anti-trombdticos, asi como de factores reguladores del tono vascular (8). Estas son las
manifestaciones de la disfuncién endotelial, la cual juega un papel muy importante en la
aparicion, progreso y complicaciones de la aterosclerosis. Actualmente se sabe que las
plaquetas podrian participar en las etapas iniciales de la aterosclerosis ya que la disfuncion
endotelial o la presencia de alg(n factor en la circulacion pueden activar la secrecion de PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetas) que favorece la migraciéon y proliferacién de

cé€lulas musculares vasculares en la intima (7).

Adhesion de Leucocitos

Desde el punto de vista celular, la aterosclerosis se inicia con la adhesién de monocitos y
linfocitos circulantes sobre las células endoteliales y su subsecuente migracion y reclutamiento
en el espacio subendotelial (Figura 1). El proceso de captura de los leucocitos con el endotelio
activado consta de tres fases bien definidas. La primera, conocida como “‘sujeciéon”, se realiza
a través de la interaccion del CDI15 (antigeno de Lewis sialilado) de los leucocitos con la E- y
P-selectinas expresadas en la superficie de las células endoteliales ( Figura 2). Las selectinas
son moléculas de superficie que se caracterizan por tener una lectina dependiente de Ca™" en el
dominio amino terminal, un dominio de unién al FCE (factor de crecimiento epidérmico), un
dominio transmembranal y un dominio carboxi-terminal citosélico. La E-selectina es
expresada constitutivamente por las células endoteliales mientras que la P-selectina, localizada
en vesiculas cercanas a la membrana plasmatica, es rapidamente exocitada cuando la célula
endotelial se activa por el primer contacto de tos leucocitos con la E-selectina (9). La unién de
estas moléculas a su ligando es inicialmente de baja afinidad y conforme avanza el proceso de
activacion endotelial la afinidad de la unidn aumenta considerablemente debido a cambios
conformacionales de las integrinas as-) y a;-B2 en la superficie de los leucocitos. Los
ligandos de estas selectinas son oligosaciridos sialilados o fucosilados, tales como el antigeno
sialilado de Lewis-X, el cual es parte de una cadena oligosacaridica mas larga, presente de
manera abundante en las glicoproteinas y los glicolipidos de los leucocitos y de algunas

células endoteliales (Figura 3).
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Figura 2.- Interacciones adhesivas leucocito-endotelio. Las selectinas inducidas sobre el endotelio interactuan con
i laje suave. entonces el leucocito

sus ligandos de carbohidratos (sialil-Lewis*) del leuc permitiendo un
rueda sobre el endotelio a consecuencia de la fuerza de roce del flujo sanguinco.

(o
H '2HH 2 =¢|;
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.
H " £—l - 3! H \Gnl_GleNAc
g =) vy N
y:qH H Fucosa Gal
|C30 B(r—bs)l
CH,
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R1 = Gal(3/4/6), GalNA(6), GicNAc(4/6) o Acido siilico(8/9)
(Ausente en 2,6 Y 2,7 compuestos anhidros)

Figura 3.- Estructura del antigeno de sialilado de Lewis-X. Estc antigeno csth fi do por
fucosa, N-acetilglucosamina (GlcNAc), galactosa (Gal) y écido sislico.
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En la segunda fase conocida como “disparo”, los leucocitos son activados por moléculas
quimioatrayentes que son secretadas por la célula endotelial activada como consecuencia de la
“sujecion” (Figura 4). Finalmente, se inicia la tercera fase conocida como “retencién”, en la
que el leucocito se une firmemente a la superficie de la célula endotelial a través de las
adhesinas ICAM-1 (molécula de adhesién celular intercelutar —1), ICAM-2, VCAM-I1
(molécula de adhesion celular vascular —1) y MAdCAM-1 (molécula de adhesion celular de
adresina de la mucosa) que se expresan en la superficic de la célula endotcelial, ya sea de
manera constitutiva o inducida (8,10). Tanto ICAM como VCAM son adhesinas relacionadas
frecuentemente con el proceso aterogénico y se caracterizan por tener un dominio -
transmembranal, un dominio carboxi terminal citoplasmatico y dos o mas dominios
homdlogos extracelulares (5, 2 y 6 dominios para ICAM-1, ICAM-2 y VCAM-I1,
respectivamente) hacia el extremo amino terminal. Estas moléculas se expresan en la
superficie de las células endoteliales activadas y sus ligandos especificos se localizan en los
leucocitos. Las adhesinas ICAM-1 e ICAM-2 son reconocidas por la integrinas o,B2
(CD11/CD18), mientras que la VCAM-I1, lo es por la integrina as-B:1 (11). Aunque ICAM-1 y
VCAM-1 se relacionan estrechamente en estructura y funcion, estudios recientes muestran
que VCAM-1 juega un papel dominante en el inicio de la aterosclerosis (12). Se han
identificado varios factores capaces de inducir la expresion de moléculas de adhesion sobre el
endotelio y, como consecuencia, el reclutamiento de leucocitos. Entre dichos factores se
consideran la interleucina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), el interferon-
gamé (INF-y) ¥ las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox). Subsecuentemente a la
adhesion firme se realiza la transmigracion de los leucocitos al espacio subendotelial, que
depende de la activacion de PECAM (molécula de adhesion celular plaqueta-endotelio) y de la
formacién de un gradiente quimiotactico. PECAM cs otra adhesina que se encuentra entre las
uniones intercelulares, se expresa tanto en células endoteliales como en leucocitos y participa

en el proceso de transmigracion de los leucocitos al espacio subendotelial (12).
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Adhesion fime | Diapedesis | vransmigracion
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Figura 4.- Fases del proceso de captura y trasmigracion de los | itos. Un o en la secrecion de 1L-8
bl un gradi quimiotactico para los leucocitos que tienen en su superﬁcne receptores CXC que

reconocen a la IL-8. Las interacciones mas fuertes ocurren como i > de la ind ion de ICAM sobre las
células endoteliales y la activacion de su receptor LFA-] y Mac-1 en ¢l leucocito.

Moléculas quimiocatrayentes
El reciutamiento de células mononucleares en el subendotelio esta regulado por moléculas

quimioatrayentes o quimiocinas secretadas por las células endoteliales vasculares activadas
(13). Las quimiocinas son proteinas quimioatrayentes de 70 a 130 aminoacidos, que participan
en la activacion y favorecen la migracion unidireccional de poblaciones de leucocitos. Con
base en el nimero de residuos de cisteina, se reconocen por lo menos cuatro familias, pero
solo se han caracterizado extensamente: las familias a y 3 que contienen 4 cisteinas (tabla 1)
(14). La familia a (CXC) incluye moléculas como la interleucina-8 (IL-8), el péptido
activador de neutrofilos-2 (NAP-2) y el factor plaquetario-4 (PF-4), en las que un aminoacido
separa a las dos primeras cisteinas y participan en las reacciones de inflamacion aguda a través
de la activacion y atraccién de neuwrdfilos. En cambio, los miembros de la familia § (CC)
intervienen en la inflamacion crénica a través de la atraccién de linfocitos y monocitos y se
caracterizan por tener las dos primeras cisteinas adyacentes. Algunos de sus miembros son
RANTES (“regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted™), la proteina

12
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inflamatoria de macrofagos-1 (MIP-1) a y 8 y la proteina quimioatrayente de monocitos-1
(MCP-1). Las quimiocinas se expresan en muchos tipos celulares incluyendo leucocitos y
células endoteliales. Sus ligandos son receptores citoplasmaticos (CCR o CXCR) acoplados a
proteinas G (15) que se caracterizan por tener siete dominios transmembranales y se expresan
principalmente en leucocitos. La union entre las quimiocinas y sus receptores se incrementa
por la presencia de glucosaminoglucanos en la superficie de los leucocitos, induciendo la

polimerizacion de las moléculas quimioatrayentes y aumentando asi su concentracion local

(16).

El mecanismo de reclutamiento de leucocitos hacia el espacio subendotelial posee dos
componentes esenciales: la diapédesis y la migracion. En la diapédesis los leucocitos cruzan la
pared endotelial, en este paso se requieren moléculas tales como LFA-1 (leukocyte functional
antigen-1), Mac-1 (Receptor de complemento tipo 3) y PECAM (también conocida como
CD31). La interaccion de estas moléculas con los leucocitos en el espacio intercelular
endotelial facilitan el acceso de los leucocitos a través de las células endoteliales hacia los
tejidos subepiteliales, dicho acceso esta mediado por la accion enzimas proteoliticas (i.e.
metaloproteasas) secretadas por los leucocitos, sobre las estructuras de la membrana basal
(17).

En cuanto a la migracion de los leucocitos a través de los tejidos, se sabe que depende en gran
medida de la presencia de moleculas quimioatrayentes o quimiocinas (9). Los leucocitos son
extremadamente sensibles a variaciones en la concentracion de las quimiocinas, ya que
concentraciones tan bajas como 10-100 pg/ml son suficientes para activar su migracion
direccional (18-20). Un modelo propuesto de migracion celular implica la formacién de un
gradiente de concentracion de diversas moléculas quimioatrayentes. Este gradiente se genera
cn el sitio de infeccion en el que los macrofagos tisulares al activarse secretan de manera
inicial TNF, que a su vez activa a los mismos macrofagos y a las células endoteliales para que
posteriormente secreten IL-8, la cual se une a proteoglicanos de la matriz extracelular
formando dicho gradiente, a lo largo del cual los leucocitos polimorfonucleares pueden migrar

al foco de infeccion.
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Quimiocna Recepter Tipe Ceilular
que secreta Ia
m quimiecian
MCP-3.MCP-4 CCR1 Eosindfilo
MIP-la CCR3
RANTES
eotaxina-1
cc
f _ Basofilo
I _ Monocito
(l:c MCP-1.2,3.4.5 CCR-2 Linfocito T
c Células NK
MIP-la CCR-5 Monocitos
MIP-18 Linfocitos T
RANTES
TARC CCR-4 Linfocitos T
c : U MIP-38 CCR-7 Linfocitos T
e _ Fractalcina CXiCR1 Células T en
1P-10.MIG.1- CXCR3 reposo
TAC ? Células NK
PARC, DC-CKI ?
§ Linfotactina CXCR4
. A e SDF-1
CXC
e <|:x c IL-8, GCP-2 CXCR4
D
Acido glutamico IL-8, GCP-2 CCRI Neutrofilos
Leucina-arginina IL8, GCP-2 CXCR-2 Linfocitos T
GRO-a, 8
ENA-78, NAP-2
CXXXC
T eSS ———
|
—CXXXC
Q Fractalcina CX;CR1 Célulus NK
C

Tabla 1.- Quimioci ¥y sus receptores. Las quimioci son protei h wdeSlokd que se subdividen
con base en la posicion relativa de los id de cistet Las quimioci a los dos primeros residuos de
cisteina separados por un inoécid (CxC.), i que las quimioci B sus dos primeras cistefnas
adyacentes (CC). Las quimioci (C)hnfc tiene solo dos cistef en la pr fi d y la quimioci
ﬁ'actnlcma (CXXXC) tiene tres id o lu dos pri istef Los de Ims
son pe H demembr-n-queesun piad i uncuexpta-nenlnsuperfcledelos
linfoci Enh se han identificado cuatro receptores C C (CXCRI1 s R4), ocho receptores CC (CCR1 a

RB8) y un solo receptor CXXXC (CX5CR1).
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El papel que juega el TNF en la contencidon de los procesos infecciosos e inflamatorios es vital
ya que su funcién primordial es la de activar a cuantos polimorfonucleares existan en la zona
para dos propdsitos fundamentales: liberar moléculas quimioatrayentes que permitan la
destruccion del patogeno y ademads, formar una barrera de contencién conocida como
granuloma. Los efectos inductores del TNF también son reproducidos por los
lipopolisacaridos (LPS) ya que se ha establecido que las células endoteliales pueden responder
de manera directa a la presencia de la infeccion gracias a receptores como CDI3 y TR4
(21,22). Se sabe que las primeras células atraidas al sitio de inflamacion son neutrofilos y que
cerca de seis horas después de haberse iniciado la respuesta inflamatoria, se inicia la atraccion
de monocitos circulantes a través de la accion de MCP-1. La exposicion a bajas
concentraciones de moléculas quimioatrayentes induce la polarizacion del leucocito y la
subsiguiente formacion de seudopodos. A medida que la concentracion de la quimiocina
aumenta se favorece el movimiento direccional de la célula hasta que en concentraciones muy
altas y uniformes del quimioatrayente, la célula pierde su migracion direccional y entonces se
mueve al azar. La union del quimioatrayente con un receptor especifico acoplado a proteina G
induce la formacién de campos eléctricos que conducen a la despolarizacion rapida de la
membrana asociada con un incremento en la concentraciéon de Ca™™" intracelular y con la
activacion de la proteina cinasa-C (PKC), la fosfatidil inositol 3-cinasa (PI-3K) y la proteina
mitégeno-activada cinasa (MAPK), las cuales se han asociado con la polimerizacion de

filamentos de actina y la remodelacion de la membrana plasmatica (23,24).

Estrégenos y pared vascular

La deficiencia de estrogenos en las mujeres se asocia con alteraciones en la funcion del
endotelio, tales como aumento en la produccion de radicales libres y en la vasoconstriccion
inducida por angiotensina II (25). También es bien sabido que tanto las células endoteliales
como las células vasculares de musculo liso expresan receptores para estrogenos, por lo que
algunas de sus tunciones son reguladas por accidn estrogénica (26,27). Asi mismo se ha
demostrado una fuerte asociacion entre las alteraciones del endotelio con la inflamacion. Las
respuestas celulares que los estrogenos pueden inducir, implican mecanismos relacionados
tanto con la expresion genética (moleculares o gendmicos) como bioquimicos (no gendmicos);

los primeros inducen la activacion de genes especificos tales como los de MCP-1 o IL-8,
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mientras que los segundos modulan la accion de enzimas especificas, e.g. Erkl y Erk2 cinasas
(28), MAP cinasas (29) o proteinas que interactan con los receptores de estrogenos, como la
proteina de choque térmico de 90 kDa (HPS 90), que activa a la dxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) (30). Entre las acciones del E2 a través de mecanismos moleculares se
encuentran: 1) el aumento en la expresion del gen para la eNOS, la cual participa en la sintesis
de 6xido nitrico, €l cual favorece la relajacion de las células musculares vasculares (31); 2) la
inhibicién de la secrecion de endotelina-1 y, 3) la activacién de la prostaciclina sintetasa y la
ciclooxigenasa (32) que favorecen la sintesis de oxido nitrico (Figura 5).

Estré
sirogenos Célula endotelial

10;7])

Endotelina
L

Argini N . .
L-Arginina —e NO Angiotensina

A

Espacio subendo Cgfula muscular

Figura 5.- Repr ion esq itica de la regulacion de los estrogenos sobre los factores derivados
del endotelio. NO, 6xido nitrico; AA, acido araquiddénico; cGMP, guanosina monofosfato ciclico;
cAMP, adenosina monofosfato ciclico. La linca punteada indica que los estrdgenos pueden tener
efectos directos sobre la las célul ! favc iendo la relajacion.

El E2 regula las concentraciones circulantes de lipoproteinas asociadas a colesterol. Su
administracion por via oral disminuye la concentracion de colesterol asociado a lipoproteinas
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(HDL) hasta en un 15%, ademas eleva los niveles de triglicéridos en 20-25% en mujeres
posmenopausicas (33). Diferentes estudios en modelos animales y humanos muestran que una
disminucion de la relacion colesterol-LDL/colesterol-HDL, mejora la disponibilidad y el
metabolismo del colesterol, como lo demuestra un trabajo en el que se examinaron 113
corazones de varones con enfermedad coronaria que murieron repentinamente, mostrando una
correlacién directa entre la ruptura de placas sensibles y una relacion LDL/HDL elevada (34).
Las LDL son susceptibles de sufrir oxidacion y existe una asociacidn directa entre la
formacion de células espumosas en el espacio subendotelial y un aumento en la oxidacion de
LDL (LDLox); sin embargo, se ha observado también que los estrogenos pueden reducir el
nivel de oxidacion de este tipo de lipoproteinas (35). Ademas de ser un antioxidante de lipidos
circulantes, el E2 reduce la formacion intracelular de especies de oxigeno reactivas en las

células musculares del sistema vascular (36).

Efecto de los estrogenos sobre la inflamaciéon

Las citocinas IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, las moléculas de adhesion y el factor de necrosis
tumoral son algunas de las moléculas sintetizadas por el endotelio durante la inflamacién. Los
efectos de los estrogenos sobre la sintesis y expresion de dichas moléculas son contradictorios,
pues se ha observado que tienen tanto accion inhibitoria, estimulatoria o nula, lo cual puede
depender del modelo o del método utilizado para la determinacion del efecto. En modelos
ateroscleroticos (conejo y rata hipercolesterolémicos) se ha observado que el E2 inhibe la
expresion de IL-1 y de TL-6, mientras que favorece un incremento en las concentraciones
plasmaticas de estas citocinas en mujeres sanas (37). En cuanto al TNF, la mayoria de los
reportes indican que los estrogenos tienen un efecto inhibitorio, tanto en su expresion como en

sus concentraciones plasmaticas (38,39).

El TNF es producido por linfocitos T y B, mastocitos, células NK, osteoblastos, monocitos y
macrofagos y pertenece a una superfamilia de citocinas relacionadas con la respuesta inmune
innata y adaptativa. Estas citocinas tienen funciones de activacion endotelial, apoptosis de
linfocitos activados y células tumorales, inflamacion local, activacion y proliferacion de
linfocitos B y linfocitos T, citotoxicidad dependiente de Ca™, estimulacion de osteoclastos, y

reabsorcion de hueso, a través de numerosos y diferentes receptores especificos (9); sus
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reabsorcion de hueso, a través de numerosos y diferentes receptores especificos (9); sus
efectos benéficos sobre la respuesta inmune pueden revertirse dependiendo de la
concentracién sérica, ya que también un exceso de TNF circulante puede generar choque

séptico.
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Figura 6.- Estrégenos € inflamaciéon. Las células endoteliales responden a muchos estimulos que inician la
trascripcién de genes que codifican proteinas mediadoras de inflamacion. El estrégeno puede modular este
proceso al inhibir la activacién de factores de trascripcion nuclear como el NFxB.

La transcripcidon de moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1, asi como de moléculas
quimioatrayentes como MCP-1 e IL-8, esta regulada por cl factor de transcripcion nuclear NF-
xB (40). Este factor inactivo esta conformado por tres subunidades proteicas, de las cuales, la
subunidad IxB e¢s reguladora. La disociacion de IxB permite la activacién del factor, el cual se
desplaza al ntcleo ¢ interactia con secuencias regulatorias y de este modo, favorece la
expresion de gencs dependientes de él. La activacion de NF-xB puede ser inducida por

moléculas proinflamatorias como IL-1, IL-6 ¥y TNF. Aunque no se dispone de mucha
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muestra que existe una relacién directa entre la unién del E2 con su receptor y una

disminucién en la actividad de NF-xB (41) (Figura 6).

En cuanto a los efectos que pueden tener los estrégenos sobre la expresion de moléculas de
adhesién, existen hallazgos contradictorios, ya que en un estudio realizado por Caulin-Glaser y
colaboradores (42), se observé que en las células endoteliales tratadas con E2 durante 48 h se
inhibia la expresién de las moléculas de adhesion, en tanto que Cid y colaboradores (43), al
tratar las células endoteliales simultaneamente con E2 y TNF, observaron un incremento en la
ekprésién de moléculas de adhesion que se correlacioné con un aumento en la adherencia de

células mononucleares.

Existe muy poca informacién acerca de como los estrogenos pueden regular la sintesis y
expresion de quimiocinas. La citocina MCP-1 es una de las quimiocinas mas estudiadas y se
considera actualmente como un marcador serologico de inflamacion, el cual puede ser
modulada por E2. En las mujeres sanas bajo terapia de reemplazo hormonal se encontré que el
tratamiento combinado de progesterona con estrogenos equino-conjugados (CCE), durante dos
meses, disminuyod los niveles sanguineos de MCP-1 hasta en un 35% (44). En estudios in vitro
se ha encontrado que los estrogenos pueden modular de diferente manera la secrecion y
expresion de MCP-1 por tejidos especificos, pues en células MCF-7(45) y en macrofagos (46)
se observa una regulacion negativa. Sin embargo, en células endometriales humanas tratadas
con dosis fisiologicas de E2 se registré6 un aumento significativo del mensajero de MCP-1
(47). Por otro lado, aunque existen pocos estudios sobre la regulacion de los estrogenos en la
sintesis y expresion de IL-8, se ha observado, que de manera semejante a lo ocurre con MCP-
1, la respuesta depende del tejido utilizado. Se ha observado una modulacién negativa del E2
en células de melanoma metastasico humano (48) y en el plasma proveniente de varones con
cirugia coronaria tratados con E2 dos dias previos a la cirugia (49). Mientras que, en foliculos
preovulatorios humanos (50) y en células de endometrio ectépico humano (51) no se detectd

efecto alguno.
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JUSTIFICACION
La mujer en Ia etapa reproductiva presenta menor incidencia de enfermedades

cardiovasculares en relacién con hombres de la misma edad (52), la cual puede ser hasta 50%
menor (53); lo anterior se ha atribuido principalmente a la accion los estrogenos. Aunque
diferentes estudios epidemiolégicos muestran que las mujeres postmenopausicas bajo terapia
de reemplazo hormonal (HRT) tienen una mejor prevencion contra la aparicion y desarrollo de
enfermedadés cardiovasculares (33,54). En un estudio reciente de prevencion secundaria
(corazon Y reemplazo de estrégeno/progestina, HERS) no se encontré evidencia de que la

xesgo en mujeres con enfermedad coronaria establecida (55-58), por lo que

los mecamsmos de accnén de los estrégenos durante la HRT aun estan en debate. Sin embargo,

actualme = se sabe que un factor de riesgo para la aparicion y desarrollo de la aterosclerosis
es. una elevnda ‘concentracién plasmaitica de lipoproteinas de baja densidad y que los
estrogenos son capaces de disminuirla; ademas, favorecen la vasodilatacién, lo cual esta
rglaq:onado con un menor riesgo de enfermedad isquémica (32). Por otro lado, existen
estudios morfolégicos en humanos y en modelos animales que muestran que los estréogenos
pueden reducir el desarrollo de ateromas (59,60). Aunado a ello, se sabe que el origen de la
aterosclerosis esta relacionado con un incremento en la sintesis de moléculas proinflamatorias,
de adhesion y quimioatrayentes, que favorecen la adhesion y migracion de leucocitos al
espacio subendotelial. Sin embargo, existen discrepancias sobre cual es mecanismo exacto por
el que los estrogenos pueden modular ia sintesis y la expresion de dichas moléculas. Por lo
tanto, resulta de interés estudiar el papel de los estrogenos sobre la secrecion y expresion de

quimiocinas, como IL-8 y MCP-1, involucradas en los procesos de infiltracion y activacion

endotelial.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar el papel del 17B-estradiol en la regullacién de moléculas quimioatrayentes MCP-1

e IL-8 por parte de las células endoteliales.

Objetivos Particulares

I.

1.

Establecer cultivos primarios de células endoteliales a partir de cordén umbilical
humano (HUVECSs). dada su accesibilidad.

Determinar si la migracién de leucocitos en geles de agarosa, en respuesta a medios
condicionados (sobrenadantes) de HUVECSs estimuladas con Lipopolisacarido (LPS)
es moduladas por 17@3-estradiol.

Evaluar la migracion de monocitos (U937) mediante quimiotaxis, es respuesta a

sobrenadantes de HUVECSs estimuladas con TNF-a es reguladas por 1 7B-estradiol.

V. Determinar si la secreciéon y la expresion de IL-8 y MCP-1 . por HUVECs estimuladas -
con TNF-a son moduladas por 17B-estradiol. T ' : C R

V. Determinar la presencia de los receptores de estrogenos alfa (RE-a) y beta (RE-B) en
las HUVECSs y su posible relacion con la expresnon d - “de MC

HIPOTESIS

Si el 17B-estradiol reduce la formacion de la placa aterosclerdtica en los procesos iniciales,

como son la adhesion y la migracién de leucocitos al espacio subendotelial, entonces el 173~

estradiol inhibird la secreciéon y expresion de moléculas quimioatrayentes por las células

endoteliales.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de células endoteliales

Las células endoteliales juegan un papel muy importante en la fisiologia y patofisiologia
vasculares. Una fuente muy accesible de este tipo de células son las venas de los cordones
umbilicales (HUVECSs), cuya funcion es temporal y termina con el nacimiento. Entre las
ventajas de utilizar HUVECs estan: a) no muestran diferencias funcionales con las células
endoteliales de adultos; b) son de los pocos tejidos humanos accesibles, cuya funcion termina
con el nacimiento; c) no presentan procesos de aterosclerosis, lo cual permite contar con un
modelo cercano a un estado fisiolégico normal que puede ser manipulado para observar los
efectos de una sola sustancia y d) pueden ser subcultivadas para obtener una cantidad

relativamente alta células, provenientes de un solo individuo.

Las células endoteliales se obtuvieron de venas de cordones umbilicales humanos de sujetos
sanos mediante el método de Gimbrone, y colaboradores (61). Los cordones se colectaron en
medio M199 (Gibco BRL) preparado para el transporte [10% CPSR-3 (Sigma), S U/ml de
heparina, 1% de solucién de antibiotico (Sigma), 10 mM HEPES (Gibco BRL) y 2mM
glutamina (Sigma)] y se mantuvieron a 4° C hasta que fueron procesados. En la campana de
flujo laminar, los cordones se limpiaron con etanol al 75% y gasas estériles y se canalizaron
ambos extremos de la vena de cada cordon. La vena se lavo con 10 ml de solucion salina de
HEPES (HSS) [HEPES 1 M, 0.15 M de NaCl (Sigma), 4 mM de KCl (Sigma), 2.2 g/L de
glucosa (INC biochemicals, pH 7.5)] para eliminar residuos de sangre. Para la disgregacion de
las células endoteliales, la vena se incubo con 10 ml de HSS-0.2 % colagenasa tipo II (Gibco
BRL), durante 15 min a 37° C. Las células disgregadas se recuperaron en tubos de centrifuga
con 10 ml de medio de transporte y se centrifugaron a 900 rpm durante 5 min. El botén celular
se resuspendié con 3 ml de medio M199 suplementado [20 % SFB (Fetal Clon), 5 U/ml
heparina, 1% solucion de antibioticos, 10 mM HEPES, 2 mM glutamina y 40 ug/ml de factor
de crecimiento de células endoteliales (Sigma)]. Las células endoteliales de cada cordén se
sembraron en botellas de cultivo de 25 cm? y se mantuvieron a 37° C, con humedad relativa

del 95 % y una atmosfera de 7 % bioxido de carbono-93 % aire, hasta alcanzar la confluencia
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y entonces fueron subcultivadas para obtener un nimero de células endoteliales suficiente para

los ensayos.

Caracterizacion de las células endoteliales

Las células endoteliales fueron caracterizadas por su morfologia tipica, la cual asemeja un
conjunto de adoquines cuando estan en confluencia; y por su capacidad especifica de producir
el factor Von Willebrand, que actia como acarreador del tactor VI1I de coagulacion, el cual se
detecté mediante inmunocitoquimica. Se sembraron 5 X 10* células en un cubreobjetos en
presencia de medio de cultivo M199, durante 24 h. Una vez adheridas al cubreobjetos, las
células se fijaron con paraformaldehido (Sigma) al 4 % en solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) (Na;HPO,, 0.015 M; NaH;PQO4-H;0, 0.015 M; NaCl, 0.15 M; pH 7 .4), durante 10 min y
enseguida se lavaron con 5 ml de PBS. Posteriormente se bloquearon estas preparaciones
incubando con solucién de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-) al 0.1 % en PBS, durante
15 min a temperatura ambiente. El primer anticuerpo utilizado fue el anti- von Willebrand
humano desarrollado en conejo, fraccion IgG (Sigma) en dilucion 1:100 en PBS-0.1 % BSA,
con el que se incubaron las preparaciones durante 45 min a temperatura ambiente. Posterior al
lavado con PBS, se utilizo un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado con rodamina
(Sigma) en dilucion 1:200 en PBS-0.1 % BSA, para revelar la presencia del anticuerpo
primario. Las preparaciones se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente, se lavaron y
posteriormente fueron observadas en el microscopio de fluorescencia con filtro para rodamina

(excitacion: 552 nm, emisioén: 570 nm); se realizaron 4 conteos de 100 células cada uno.

Subcuitivo de células endoteliales

Para su propagacion, las células en confluencia fueron despegadas con solucion 1% tripsina-
33 % EDTA(Sigma)-HSS, incubandolas durante 2-3 min a 37° C. Se recuperd la suspension
celular en un tubo de centrifuga y se adicionaron 10 ml del medio M199-10 % CPSR-3, para
detener la reaccion enzimatica. Se centrifugaron a 800 rpm durante 5 min. y el boton celular se
resembré en medio de cultivo en 1-2 botellas de 75 cm®. Para los ensayos se utilizaron las
células endoteliales subcultivadas del segundo al quinto pase. En todos los experimentos de

estimulacion con E2 se utilizo el medio M119 sin rojo de fenol (Gibco BRL) adicionado con
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20 % de sustituto de suero CPSR-1 (deslipidizado, Sigma), 5 U/ml de heparina, 1 % de

solucién de antibidtico, 10 mM Hepes, y 2 mM glutamina.

Migracion de leucocitos en geles de agarosa

Se sembraron 2.5 X 10° células por pozo en cajas de 24 pozos, después de 24 h se lavaron con
solucion HSS y se estimularon con E2 (0, 0.03, 0.3, 3 ng/ml) y/o LPS (10 ng/ml), durante 1, 2,
3, 5 ¥y 8 h y se colectaron los sobrenadantes, que se utilizaron en los ensayos de migracion. Los
leucocitos humanos se obtuvieron de sangre periférica de donadores sanos. Se tomaron 10 ml
de sangre con una jeringa heparinizada y se diluyeron con 10 ml de medio RPMI 1640,
enseguida se coloco esta dilucion en un tubo de centrifuga sobre 10 ml de Histopaque-1077
(Sigma) con lo que se forma un gradiente; posteriormente se centrifugé a 1500 rpm durante 30
min. En este gradiente los eritrocitos se localizan en el fondo del tubo y los leucocitos en la
interfase histopaque-medio. Los leucocitos se recuperaron por aspiracion, se lavaron dos veces
con medio RPMI 1640 y se resuspendieron en 10% SFB-RPMI 1640 para ser utilizados
inmediatamente. Los geles se prepararon de acuerdo con el método de Al-Sumidaie y
colaboradores (62): se colocaron 4 ml de PBS-agarosa al 0.8 % en cajas petri de 60 mm de
diametro, una vez que gelifico se agregaron 4 ml mas de PBS-agarosa al 0.1 %. Se realizaron
perforaciones en series de tres (ver esquema) con un horadador de 2.5 mm de diametro. En el
pozo central se colocaron 2 X 10° leucocitos en 200 ul de medio 10% SFB-RPMI-1640, los
pozos laterales contenian el medio de cultivo utilizado para células endoteliales como control
y uno de los sobreanadantes de células endoteliales estimuladas. La distancia de migracion se
observé mediante microscopia déptica y para la medicién se utilizo una lente con reglilla 6ptica
de 10 um, y se expreso como porcentaje, considerando como 100 % la distancia de migracion

no especifica (alrededor del pozo).

TESIS CON 24
FALLA DE QRIGEN




Esquema que muestra una distribucién de los pozos en los geles de agarosa para la migracidn de leucocitos. El
didmetro de cada pozo fuc de 2.5 mm. En cl pozo central (negro) sc colocaron los linfocitos en medio RPM!I
1640-10 % SFB; c¢n ¢l pozo lateral interno (punteado) sc colocd el medio M199.20 % SFB como control
negativo; en el pozo externo (blanco) sc colocd ¢l sobrenadante de eélulas endotelinles (CE) incubadas a
diferentes tiempos con LLPS (10 ng7ml) y/o diferentes concentraciones de E2. Sobrenadantes: A.- CE sin
estimular; B.- CE con LPS; C.- CE con E2; D.- CE con LLPS y E2.

Quimiotaxis de monocitos L

El estudio de la migracion de las células U-937 sc realizé en camaras de qﬁimiomxis de 24
pozos. utilizando membranas con poros de 0.5 pm. Las células U 937, una: llnca de monocutos
on BCECF—AM

humanos, quc sc reproducc y manticne con facilidad, se® marcaron

(Moleccular Probes, Inc.), de acuerdo a las indicaciones del proveedor Se: ncubaron 1x10°
células UJ-937 con solucidon de BCECF-AM-DMSO anhidro (l mM)
FISS, durante 1 h a 4° C y se utilizaron inmediatamente. Por otra parte, las HUVECS alsladus

porclén 1 500 con

de 4 diferentes cordoncs ‘s¢ incubaron durante 24 h cn prescncm o ausencia de E2 (3 ng/ml),

con la f‘nalldad dc manlcncr las células endotellales expuestas al E2 previamente a la

estimulacioén con{’l‘NF muhndo un amblcnte hormonal que podria presentarse en las células

endotelmles de mu_leres premenopausxcas o baJo HRT previo a un evento inflamatorio agudo.

Poslerlormenle tamo las HUVECS prelraladas (expucstas previamente al E2) como las no
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pretratadas, se lavaron con HSS y se estimularon por 2 h con TNF (0 y 25 Ul/ml) y con E2 (O,
0.3 y 1 ng/ml). Al término de las incubaciones se colectaron los sobrenadantes y se colocaron
250 ul de cada uno de ellos en la parte inferior de los pozos de quimiotaxis, mientras que, en
la parte superior se colocaron 5x10° monocitos marcados U-937-BCECF resuspendidos en
250 ul de RPMI 1641-10% SFB. Las membranas de los pozos se removieron después de 90
min de incubacion a 37° C, las células que migraron se cosecharon con pipeta y se lavaron con
medio RPMI-1640 libre de suero, y se adicionaron 1.5 ml de amortiguador de lisis (10%
Tritén X-100 in 10 mM Tris, pH 9.0) y se incubaron a temperatura ambiente por 20 min.
Posteriormente se recuperd la suspension de lisis y se leyo a 490 nm en un espectrofotometro
de luminiscencia LS S0B (Perkin-Elmer). Las células U-937 no marcadas se utilizaron como
un control negativo. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. La fluorescencia

absoluta se determiné con 5x10° células U-937 marcadas.

Cuantificacién de MCP-1 e IL-8

La evaluacién de la secrecion de moléculas quimioatrayentes (MCP-1 e IL-8) se realizo
mediante ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). L.a estimulacion de las HUVECs se
realizé con diferentes concentraciones de LPS (0, 10 y 100 ng/ml) y de TNF (0, 25 y 100
Ul/ml). Se sembraron 1.5 X 10° células por pozo en cajas de multipozos (24 pozos) durante 24
h, posteriormente las células se lavaron con HSS y se estimularon con LPS o TNF y diferentes
concentraciones de E2 (0, 0.3, 3 y 10 ng/ml) durante dos horas a 37° C. En algunos
experimentos, las células fueron estimuladas 24 h antes del ensayo con una dosis fisiologica
alta (3 ng/ml) de E2 como anteriormente se menciono. Se obtuvieron los sobrenadantes, se
centrifugaron 3000 rpm por 5 min en una microfuga Eppendorf para eliminar las células
flotantes y se almacenaron a —20° C hasta la cuantificacion de las quimiocinas mediante
ensayos de ELISA. Para la cuantificacion de MCP-1 e IL-8 se utilizaron estuches comerciales
(R & D Systems), siguiendo las instrucciones del fabricante. Al final de proceso las placas se
leyeron a 450 nm con correccion a 570 nm en un lector de ELISA EL-311 (Bio-Tek
Instruments). Los resultados fueron expresados en ng/ml y analizados utilizando el programa
KC-4 (software) de Bio-Tek. En los experimentos posteriores se usaron las concentraciones de

TNF y E2 con las cuales se observo mayor efecto. Las HUVECSs pretratadas y no pretratadas

—
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durante 24 h con 3 ng/ml de E2 fueron estimuladas con 25 UL/ml de TNF y dos diferentes
concentraciones de E2 (0.3, 1 ng/ml) por 2 h a 37 ° C en una atmoésfera humidificada y 7 % de
CO2  humidified atmosphere. Los sobrenadantes se colectaron y almacenaron en las

condiciones antes mencionadas para la posterior cuantificacion de las quimiocinas.

Expresion de MCP-1 ¢ IL-8
La expresion de MCP-1 e IL-8 se realizo mediante la técnica de RT-PCR. Las células

endoteliales de cada cordén se sembraron de cajas de petri de 100 mm de diametro (2 X 10°
células/caja) en un volumen total de 6 ml de medio M199-20% CPSR-1 y se estimularon de
manera semejante que en los experimentos de secrecion y ademas, en algunos ensayos se
utilizé tamoxifen (1 x 10° M) solo o en combinacioén con el E2, para determinar si era capaz
de revertir el efecto del E2 sobre la expresion de IL-8. Para la extraccion del RNA total, al
término de la incubacion, las células endoteliales se lavaron con 5 ml de HSS y se incubaron
con 500 ul de reactivo TRIlzol (Gibco BRL) por 5 min a temperatura ambiente para la
extraccion de RNA. El lisado celular fue raspado y colectado en tubos Eppendorfde 1.5 ml y
se mantuvo a 4° C para continuar el procedimiento de acuerdo con las instrucciones del
tabricante. El RNA total se resuspendié en 22 ul de agua uiltra-pura y tratada con 0.02 %
(peso/ volumen) de dietil pirocarbonato (DEPC) y se cuantifico determinando la absorbancia a
ODz6o, la pureza se determind mediante el calculo del indice de absorbancia OD3250/OD23s0. que
para todas las muestras tuvo un valor superior a 1.9. La calidad del RNA extraido fue probada

mediante la deteccion de las bandas de RN A ribosomal en geles de agarosa al 2 %.

La transcripcion reversa y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron
mediante un procedimiento de un solo paso, utilizando el sistema “Access RT-PCR”
(Promega) y un termociclador (inodelo “Touchdown, Hybaid Thermal Cycler’ de Perkin-
Elmer). La mezcla de reaccion contenia: 1 ug de la mezcla de RNA; 5 U de la transcriptasa
reversa AMYV; 5 U de polimerasa TfIDNA; 10 ul de amotiguador de reaccion 5x AMV/ Tfl;
MgSO, 25 mM; 10 mM de cada uno de los cuatro desoxirubonucleétidos y agua-DEPC hasta
completar el volumen final de 50 ul; La mezcla de reaccion se incubo a 48° C por 45 min,

seguida por un ciclo de desnaturalizacion a 94° C por 2 min. Posteriormente, se realizaron 40
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ciclos a 94° C por 30 s, 60° C por 1 min, 68° C por 2 min, y finalmente 68° C por 7 min. Se

utilizaron 10 pl de cada reaccion y se analizaron los productos de PCR mediante electroforesis

con geles de agarosa al 2 2% en solucion estandar de tris-boratos y EDTA (TBE) conteniendo

bromuro de etidio; los geles fueron observados en un transiluminador y fotografiados. El

analisis semicuantitativo de los productos de RT-PCR se realizo al determinar la densitometria

de las bandas utilizando un densitémetro G5-670 de Bio-Rad y el programa “molecular

ahalyst” version 1.1. Los oligonucleoétidos utilizados como cebadores, para la deteccion de

moléculas especificas a partir de cDNA fueron:

1L-8.- 5-ATTTCTGCAGCTCTGTGTGAAGGTGC-3' (sentido)
S'-TTGTGGATCCTGGCTAGCAGA-3' (contrasentido) (63)

MCP.- 5'-CAAACTGAAGCTCGCACTCTCGCC-3' (sentido)
5S'“ATTCTTGGGTTGTGGAGTGAGTGTTCA-3' (contrasentido) (64)

B-actina.- 5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCCA-3' (sentido)
5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTT-3' (contrasentido) (64).

El gene que se expresa constitutivamente y que fue utilizado como control de reaccion fue B-

actina. El tamafio de los productos de PCR esperados fue: 749 bp para IL-8; 354 bp para

MCP-1 y 548 bp para B-actina.

Expresion de RE-a y RE-

La expresion de los receptores de estrogenos alfa y beta (RE-a y RE-f) en las HUVECSs se
determiné mediante RT-PCR, siguiendo las condiciones previamente descritas. Los primers
especificos fueron 5'-AGGCTGCGCTTCGGC-3" (sentido) y 5°-
ACGCATACTTCCCTTGTCAT-3" (contrasentido), para el RE-q; y 5°-
TTCCCAGCAATGTCACTAACT-3" (sentido) y 5-CTCTTTGAACCTGGACCAGTA-3" -
(contrasentido) para el RE-pB. El tamaiio esperado de los productos de la amplificacién fue de
410 bp y de 258 bp, respectivamente (65). Ademas, se obtuvo RNA de endometrio humano
(HUE), perteneciente a una mujer que fue sometida a histerectomia por presentar miomatosis.
Los productos de RT-PCR obtenidos a partir de dicho RNA fueron utilizados como controles

positivos.
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Deteccion del RE-at.- La presencia del ER-a se determiné en células MCF-7 (linea celular de
cancer de mama que expresa los receptores ER-a y RE-B) y en 1x10° HUVECSs estimuladas
durante 8 h con E2 (3 ng/ml), mediante el ensayo de inmunodeteccién tipo “Western Blot™,
para lo cual se obtuvo la proteina total al lisar las células con un amortiguador de lisis
compuesto por: SO0 mM de Tris, 120 mM de NacCl, 0.5 % de NP-40, 100 uM de NaF, 200 mM
de NaV, 3 ul/ml de aprotinina, 10 pug/ml de leupeptina, y 0.58 mM de fluoruro de fenil
metanosulfonil. Se realizo la resolucion de las proteinas mediante electroforesis (SDS-PAGE)
al colocar 100 pug de cada extracto por pozo, en geles al 7.5% de poliacrilamida. Las proteinas
resueltas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa y posteriormente, fueron
bloqueadas con una suspension al 5% de leche en polvo libre de grasa en 20 mM de Tris, 137
mM de NaCl, 3 mM de KCl y 0.1% de Tween; pH 7.6. Después de 4 h de incubacion con el
anticuérpo anti-ER-a (HC20, Santa Cruz Biotechnology) en dilucién 1:500, las membranas se
la\?aron tres veces con NaCl/Tris/Tween por 5 min, luego se incubaron con un anti-lgG
bibiihiiado de conejo, desarrollado en cabra en dilucién 1:2000 por 30 min, enseguida, las
memb}anas se lavaron nuevamente en las condiciones antes descritas y finalmente, se
ir;nvt:v‘ﬁl‘:aron durante 30 min con el complejo estreptavidina-peroxidasa y se lavaron tres veces
mas con NaCl/Tris/Tween. La peroxidasa unida a la membrana se revelé mediante un sustrato

quimioluminiscente (“Supersignal West Pico Chemiluminiscent Substrate™).

Analisis estadistico.- Los resultados fueron calculados como la media + la desviacion estandar.
La significancia de los cambios experimentales fue validada a través de la prueba estadistica t
de Student. Los ensayos de migracion fueron analizados mediante las pruebas de ANOVA y

de Tukey-HSD, utilizando el programa *“Statistica version 5.
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RESULTADOS

Caracterizacion de las células endoteliales

El nimero promedio de células endoteliales obtenidas por cordon umbilical de 12-15 cm de
longitud correspondi6é a aproximadamente 4 X 10° células. Para determinar la pureza de estas
células, se marcaron con anticuerpo anti-factor von Willebrand, que se expresa de manera
exclusiva en las células endoteliales, y los resultados mostraron que el 80 % de las células
obtenidas fueron positivas. En evaluaciones posteriores efectuadas por otro grupo de nuestro
laboratorio, utilizando el marcador CD105 que es caracteristico de las células endoteliales, se
ha observado que existen subpoblaciones endoteliales que son antigeno de von Willebrand
negativo y CD105 (endoglina) positivo (66), de tal manera que aproximadamente el 99% de

las células en nuestros cultivos son CD105 positivas.

Migracion de leucocitos

Los leucocitos sembrados en los pozos de agarosa migraron de forma inespecifica, haciendo
una circunferencia alrededor del pozo. Sin embargo, los leucocitos sembrados en agarosa con
medios condicionados o sobrenadantes de células endoteliales (HUVECs) colocados en un
pozo adyacente, formaron un “pico” de migracion especifica, el cual se observa en la figura 7.
La distancia de migracion inespecifica se considero como el 100% y fue el valor de referencia
que se utilizé para calcular el porcentaje de migracion especifica. En la grafica de la figura 8
se muestra el porcentaje de migracion de los leucocitos humanos en respuesta a los medios
condicionados de células endoteliales obtenidas de 6 diferentes cordones umbilicales. Las
células se estimularon con LPS (10 ng/ml) y diferentes concentraciones de E2 (0, 0.03, 0.3 y 3
ng/ml) durante diferentes periodos de tiempo (1, 2, 3, 5 y 8 h). El medio condicionado de
células endoteliales sin ningun tratamiento indujo una migracion muy semejante a la
observada con el medio sin células. Al comparar la migracion basal (sobrenadante de
HUVECSs sin ningun estimulo) con la migracion producida en condiciones de estimulacidon
con LPS se abservoé un incremento hasta del 120 % a las 8 h de cultivo;, sin embargo, no hubo
diferencia significativa entre los diferentes tiempos de cultivo. En la grafica también se

muestra una tendencia en la disminucion de la migracion de los leucocitos a medida que
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aumenta la concentraciéon de E2. Tampoco hubo difcrencias significativas entre los medios

condicionados de HUVECSs cultivadas con distintas concentraciones de 122.

D

Figura 7. Migracion de letcocitos humanos en geles de agarosa en direccion al pozo que contiene sobrenadante
de HUVEGs. 1) Esquema del pozo central conteniendo los lcucocitos. donde sc represemta el pico™ de
migracion. A) representa la distancia de migracion no dirigida (alrededor del pozo) y B) es la distancia de
migracién dirigida hacia ¢! pozo que conticne el sobrandante de HUVECs. 2) Fotografia (10X) de una porcion
del pozo que contiene los leucocitos. mostrando ¢l “pico de migracion™.
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Figura 8. Migracion de leucocitos humanos en geles de agarosa en respucsta a los sobrenadantes de HUVECs
cstimuladas con LPS (10 ng/mh v con diferentes concentraciones de 17p-¢stradiol en diferentes ticmpos.

[mremitce0 |
200 - i@ec
DEC. E2° |
mECe TNF
IBEC +TNF+E2" |
IDEC +TNF +E2°*

150 4

100 o

6]
o
I

Intensidad de fluorescencia (490 nm)

o
[

Figura 9. Migracidn de las células U-937 en respucsta a los sobrenadantes de HUVECSs (EC). Los resultados
representan lamedia £ desviacion estiandar de los experimentos realizados por duplicado con las células
cndoteliales de 4 diferentes cordonces uwmbilicales, en presencia 0 auscncia de TNF (0.25 ng/ml) v/o E2 (17p-
estradiol). La comparicién eatre los grupos sc realizo utilizando Ia prucba de Tukey-HSD post-ANOVA
maltiple (p<0.0002). E2*= 0.3 ng/ml. E2**= 1 ng/ml.

“TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

32



Quimiotaxis de monocitos
La evaluacién de la migracién de células U-937 resulté ser mas adecuada al usar camaras de

quimiotaxis con membranas que permiten la transmigracién celular. No se ha encontrado
ningin reporte de que el TNF pueda inducir la migracion por si mismo, sino a través de
estimular la sintesis de moléculas de adhesién y quimiocinas en las células endoteliales (67).
En la figura 9 se observa la intensidad de fluorescencia de las células U-937 marcadas con
BCECF, en respuesta a los medios condicionados de células endoteliales estimuladas con TNF
(25 Ul/ml) y dos concentraciones de E2 (0.3 y 1 ng/ml). Los medios condicionados de
HUVEC s sin estimular atrajeron mas monocitos que el medio de cultivo solo, sin embargo, el
E2 por si mismo no inhibié la quimiotaxis de forma significativa. Los sobrenadantes de las
HUVECs tratadas con TNF mostraron un incremento 2.3 veces mayor sobre la migracién de
monocitoscon respecto a lo observad con' las c€lulas no- estimuladas.v Cuando las células
endoteliales fueron tratadas al mismo tiempo con TNF y. E2 se observo una disminucién de
hasta del 37 % con respecto al estimulo producndo por los sobrenadantes de HUVECs tratadas

sélo con TNF. No hubo diferencia significativa en la mlgramon celular entre las distintas

concentraciones de E2 utilizadas.

Secrecion de IL-8 y MCP-1 ;

HUVECs stimuladas con LPS. Las células endoteliales de 4 cordones umblhcales se
incubaron individualmente con diferentes concentraciones de LLPS (0, 10, 100 ng/n'_l‘l)‘ y de E2
(0, 0.3, 3 y 10 ng/ml). En la figura 10 se muestra la concentracion de MCP-1 e IL-S:VeI{ ng/ml y
se observa que no hubo efecto estimulatorio significativo debido a LPS, para ninguna de las
citocinas. Tampoco se observé que el E2 pudiera tener un efecto en la produccién de ninguna

de las citocinas.
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Figura 10. Cuantificacidén por ELISA dc MCP-1 (A) y de 1L-8 (B) en ¢l sobrenadante de HUVECs estimuladas
durante 2 h con LPS y 1 7B-estradiol.
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HUVECs estimuladas con TNF. Las células endoteliales de 10 cordones se incubaron
individualmente con las diferentes concentraciones de TNF y E2. En la tabla 2 se muestran los
resultados de la concentracién de IL-8 y MCP-1 en ng/ml. En el analisis de estos datos no se
observaron diferencias significativas, por lo que se graficaron los porcentajes de cambio con
respecto al control, lo que permitio observar mejor las tendencias. En la figura 11 se presentan
los porcentajes de cambio con respecto al basal (sin TNF ni E2) de las concentraciones de 1L-8
en los sobrenadantes de HUVECs. La produccion de IL-8, en comparacion con los controles
no estimulados, aumentd de manera importante con TNF (83.9 % con 25 U/ml y 73.6 % con
100 U/ml) cuando las HUVECs no fueron pretratadas con E2; en tanto que, el aumento fue
menos notorio cuando las HUVECSs estimuladas con TNF estuvieron previamente expuestas al
E2(41.6 % con 25UL/ml; 25.6 % con 100 UI/ml). Cuando las HUVECSs fueron incubadas con
E2 se observo una tendencia muy marcada de disminuciéon en la concentracion de 1L-8
conforme aumento la concentracion de E2, inclusive cuando las células no fueron estimuladas
con TNF. El mayor efecto se observo con 0.3 ng/m! de E2, tanto en células no pretratadas (-

15.3%) como en pretratadas (-7.2%).

En la figura 1” se muestran los porcentajes de cambio con respecto al basal de las
concentraciones de MCP-I La mayor estimulacion se observo con 25 UI/ml de TNF (25.6%),
sin embargo, ' se p;esento una mayor disminucion debida al E2 (-35.9%, con 0.3 ng/ml y -
43.6% con3 «'ng/ml), en comparacion con lo observado para IL-8. No se encontraron
diferencias'$igniﬁcaiivas intraensayo para ambas quimiocinas, excepto en la secrecion de IL-
8 de HUVEC$ ééiimuladas con TNF y no pretratadas con E2. A pasar de ello, se pueden
observar una tendencia a la inhibicién de la secrecion de IL.-8 y MCP-1 por el E2. De acuerdo
con los gréﬁéos, se pueden hacer las siguientes observaciones: las HUVECSs fueron capaces de
secretar maybr cantidad de IL-8 que MCP-1; ¢l efecto inhibitorio desaparece con 10 ng/mi de
E2 (concentracion suprafisiologica); en condiciones de pretratamiento el efecto estimulatorio
del TNF se reduce en casi el 50% para ambas quimiocinas. Algunos cordones respondieron
menos al efecto estimulatorio que otros e incluso no mostraron diferencia en la respuesta a

ambas concentraciones de TNF-a..
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TABLA 2. Secrecién de MCP-] e IL-8 por. HUVECs esnmuladas durante 2 h con diferentes concentraciones de
TNF-a (TNF) y- l7ﬂ-estradnol (E2) (A 'HUVECs sin pretratamiento con E2. (B) HUVECSs pretratadas con 3

ng/ml de E2 durante 24 h
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sin pretratamicnto con E2. (B) FTUVECs pretratadas con 3 ng/ml de E2 durante 24 h,
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Figura 12.- Scerecion de MCP-1expresada como porcentaje de cambio con respecto al control. Las HUVECs
fucron estimuladas durante 2 h con diferentes concentraciones de TNF-a (0, 25, 100 Ul/nml) y de 1 7f-estradiol
(122). (A:) IIUVECSs no pretratadas con E25 (B) HUVLECS pretratadas con 3 ng/mi de 2 durante 24 h.
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Con el objeto de lograr un mejor analisis del efecto inhibitorio del E2, se seleccionaron las
células de los 5 cordones mas respondedores a la estimulacion con TNF, los cuales se
estimularon con la dosis de TNF-a que habia mostrado tener el maximo efecto estimulatorio
(25 Ul/ml). Los resultados de dicho analisis se muestran en la tabla 3. La secrecion basal de
IL-8 (2.42 ng/ml) y de MCP-1 (2.18 ng/ml), aument6 bajo el estimulo con TNF de forma
significativa (4.45 ng/ml para IL-8 y 2.83 ng/ml para MCP-1). En condiciones de
pretratamiento (3 ng/ml de E2 ), el efecto inhibitorio del E2 fue menos importante, pues solo
se observd una disminucion del 25 2% y 24 %6 (2.67 y 2.52 ng/ml vs. 3.54 ng/ml; p< 0.01 para
ambos valores). Los resultados mostraron que en las HUVECs pretratadas hay una menor
secrecion (20 %) en la secrecion de IL-8 comparada con las células no pretratadas (3.54 vs.
4.45 . ng/ml). No se observaron diferencias significativas en la disminucion de la secrecion de
ILV-SV,ic’on concentraciones altas de E2 (3 ng/ml). Cuando las HUVECs no fueron pretratadas, el
E.?._ke,h: concentraciones fisiologicas (0.3 y 1 ng/ml), disminuyo significativamente la secrecion

de‘yIL-S (54 y 51%, respectivamente).

El‘i-:'l también inhibio la secrecion de MCP-1 en las HUVECS estimuladas con TNF, tanto
pretratadas como no pretratadas con E2. En las células no pretratadas, se observdé una
disminucion significativa del 25% (2.83 vs. 2.1 ng/ml) con la dosis fisiolégica (0.3 ng/ml de
EZ2). El efecto inhibitorio se mantuvo en proporciones semejantes con las dosis mayores de E2
(19% con 1 ng/ml y 23% con 3 ng/ml). En condiciones de pretratamiento, la produccion de
MCP-1 disminuyd signifcativamente cuando las células endoteliales fueron expuestas a dosis
fisiologicas de E2 (49% con 0.3 ng/ml y 42% con 1 ng/ml). Las HUVECs estimuladas con
TNF pretratadas con E2, producjeron menos MCP-1 (30 %), en comparacion cons las
HUVECSs estamiuladas con TNF no pretratadas con E2 (1.96 vs. 2.18 ng/ml).

Expresion de MCP-1 ¢ IL-8

Para determinar el posible mecanismo de la secrecion de ambas quimiocinas se utilizo RT-
PCR. En las HUVECSs pretratadas con 3 ng/ml de E2 se detectaron los productos de ambas
quimiocinas (figura 13), sin embargo, no se pudo observar el RNAm de MCP-1 en las células

no pretratadas. Fue interesante observar que la expresion semicuantitativa del mensajero de

TESIS CON .
FALLA DE ORIGEN




1L-8, resulté mas baja en condiciones de pretratamiento con relaciéon a las células no
pretratadas, y que ademas, tanto TNF como E2 son muy buenos inductores de los mensajeros

de ambas quimiocinas, principalmente para IL-8 en tas HUVECSs pretradas con E2.

TABLA 3.- Concentracion de IL-8 y de MCP-1* en sobrenadantes de células HUVEC en cultlvo,
pretratadas y no pretratasdas con 17B-estradiol.

no pretratadas con E2 pretratadas con E2

IL-8 : MCP-1 IL-8 MCP-1
Basal 2.42 +0.39 2.18 £ 0.36 2.45 +0.81 1.56 + 0.42
+ E2 (0.3 ng/ml) 2.16+0.18 1.90 + 0.25 2.50+047 .°  ND.!
+TNF 4.45"+0.65 - 2.83°%0.55 3.54%+ 052 . 1.96°%0.21
TNF I i .
+ E2 (0.3 ng/ml) , 2.05°% 0.62 "2. 104+ 0.26
+ E2 (1 ng/ml) 2.18°+0.36 2,284+ 0.54
+ E2 (3 ng/ml) 2.45+0.81 2.16 £ 0.40 "2 54 :l: o 47

"La concentracion de las quimiocinas esta en ng/ml. El pretratamiento con 3 ng/ml de 17B-estrad|ol

(E2) se ralizé durante 24 h. En los experimentos (n= 10), la incubacién se realizé por 2 h'con o sin 25
Ul/ml de TNF-a recombinante (TNF) y diferentes concentraciones de E2. Los resultados estdn
expresados como ¢l promedio de la concentracién en ng/ml x la desviacién estandar. N.D.= no
determinado. a vs. b= p< 0.01, ¢ vs. d= p< 0.05. ; -
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IL— 8 ==
B-actina — i

MC P—1

1 2 3 4 5 6 7 8
IL-8 - 0.3 0.47 0.07 0.52 1.0 1.25 0.23
MCP-1 - - - - - 0.17 0.32 0.02

Figura 13.- RNAm de IL-8 y MCP-1 de HUVECsS cultivadas sin 17p-esradiol (EZ)' ni TNF-a (TNF) (carriles 1 y

3): con 25 Ul/ml de TNF (lincas 2 y 6); con 0.3 ng/ml de E2 (lincas 3 y 7) y con E2 + TNF (lineas 4 y 8). L.as
células utilizadas para la obtencion de RNAm de Ias de las lineas 5-8 fueron pretratadas durante 24 h con una
dosis fisioldgica alta (3 ng/ml) de E2, micentras que de las lineas '1-4 no fucron pretratadas. Los numcerosen cl

recuadro estan expresados como un indice de los valores semicuantitativos de las quiocinas en relacion a f3-

actina.
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-IL-8-
-B-act-
C TNF Es Tmx E»/Tmx
11.-8 (a) 1.04 2.13 1.0 0.18 .36
1.-8 (b) 0.46 0.98 0.55 0.38 nd*

Figura l4.- RNAmM de IL-8 obtenido de células endoteliales pretratadas durante 48 h con 3 ng/mil de 17p3-
estradiol. (a) HUVECs no pretratadas (el primer carril en la fotografia corresponde al marcador de pesos
moleculares) y (b) no pretratadas. (C) corresponde a HUVECSs no estimuladas: (TNF) HUVECs estimuladas con
25 Ul/ml de TNF-xx; E;) HUVECs estimuladas con 3 ng/ml de 17B-estradiol ‘Tmx), HUVECSs estimuladas con
Ix107M de tamoxifen. Los nameros cn ¢l recuadro representan los valores semicuantitativos de IL-8 en relacién

con f-actina (B-act). * nd == no detectado.
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«—f3-actina

-l

N,
ws
§ 13

<«—PB-actina

2 3 4 5

carril
nd* 0.13 0.69 : 0.42

Figura 15.- Expresion del receptor de estréogenos mediante RT-PCR A) RNAm obtenido de endometrio humano
(HUE): marcador de pesos moleculares VI (carril 1), B-actin (carril 2), rcceptor de estrdgenos alfa (ER-a, carril
3), receptor de estrogenos beta (RE-B, carril 4) moleculares VI (linea 4). B). RT-PCR del mRNA obtenido de
HUVECGs (carriles 2 y 3) y HUE (carrites 4 y 5). Las células fucron estimuladas con 3ng de 17f3-estradiol
(carriles 3 ¥ 5). Loa ntimeros en ¢l recuadro representar el valor semicuantitativo del ER- en relacién a -actina.

*nd= no dectectado
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{ Control
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Figura 16.- Analisis por Western blot del receptor de estrogenos a (ER-a) en HUVECSs no estimuladas (control)
y estimuladas con 178-estradiol (Ea, 3 ng/ml), con TNF-a (TNF, 25 Ul/ml) y con ambos. Se utilizaron como
controles positivos las células de la linea MCF-7 no estimuladas y estimuladas con 17B-estradiol (Ez, 3 ng/ml).
El marcador de 56 kDa es ia proteina piruvato-cinasa.
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Con el propdsito de analizar si el efecto del E2 esta mediado a través de sus receptores, las
HUVECSs fueron estimuladas con tamoxifen, que es un antagonista de E2 a través del RE. Se
determiné Gnicamente la expresion de IL-8, donde el efecto de E2 fue mas importante sobre
ella. Los resultados (figura 14) mostraron que en las células pretratadas con 3 ng/ml de E2,
tanto el TNF como el E2 estimularon la expresiéon de la quimiocina y que el tamoxifen pudo
revertir dicho efecto. Pero, en las células no pretradas, la estimulacion con E2 no fue tan
importante y se observé una mayor induccion debida al tamoxifen. Es, es interesante observar
que. al estimular al mismo tiempo con E2 y tamoxifen, se observé un efecto inhibitorio muy
signibﬁcativo, por lo que es probable que exista competencia por el receptor. Lo anterior

permﬁe suponer que el efecto inhibitorio del E2 puede ser a través del RE.

Expresion de receptores de estrogenos

Para corroborar la presencia del receptor de estréogenos se analizd la expresion del RNAm de
los receptores oo y B de estrogenos (RE-a y RE-f). Se utilizé6 como control RNA total de
endometrio humano (HUE) en el cual se observd la expresion de ambos receptores (figura 15).
Cuando las células endoteliales se estimularon con E2 se pudo deteciar la presencia del RE-3,
aunque de manera muy tenue en relacion con el HUE, donde la expresién del RE-B se
incrementé en un 29 % con E2, respecto al HUE no estimulado. Dado que en nuestras
condiciones experimentales no se pudo detectar el mensajero de RE-a mediante la técnica de
“RT-PCR”, se realizé un analisis por “*Western blot”, para determinar si dicho receptor estaba
realmente ausente en las HUVECSs. Los resultados (figura 16) mostraron que la proteina del
RE-a esta presente en las células endoteliales de cordén umbilical y que su expresién puede
inducirse con E2. Fue interesante observar que el TNF-a mostré un efecto inhibitorio sobre la

sintesis del RE-a, aiin en presencia de E2.
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DISCUSION

Desde hace mucho tiempo se sabe que las mujeres en edad reproductiva tienen una menor
incidencia de eventos cardiovasculares secundarios a procesos de aterosclerosis. También es
bien sabido que al llegar la menopausia, la incidencia de procesos cardiovasculares alcanza
cifras similares o idénticas a las de los hombres. Estas observaciones, apoyadas por estudios
epidemiologicos de prevencién primaria y secundaria de enfermedades isquémicas
cardiovasculares, hacen pensar que los estrogenos pueden ejercer un papel importante en la
prevencion de la aterosclerosis en las mujeres. Actualmente se piensa que la aterosclerosis esta
intimamente relacionada con la disfuncion del endotelio y que las hormonas femeninas pueden
jugar un papel regulador sobre la funcion endotelial. Aunado a este hecho se sabe que los
estrogenos tienen accion regulatoria sobre diferentes tipos de células vasculares a través de
muy diversas vias que involucran mecanismos de activacion génica (genomicos) y de
regulacion a nivel citoplasmatico (no genomicos) (32). La migracion de los leucocitos al
espacio subendotelial, fenémeno mediado por el endotelio, es uno de los pasos iniciales en el
proceso aterogénico, por lo que la intencion de este trabajo fue determinar si el E2, uno de los
tres estrogenos principales que se encuentran en Ja circulacion y el biolégicamente mas activo,
modula adhesion y la migracion transendotelial, de células inflamatorias, procesos

relacionados con el inicio de la placa ateromatosa.

Debido a que el objetivo fue evaluar la accion del estradiol sobre el endotelio se decidio
obtener células endoteliales a partir de una fuente relativamente accesible, confiable y
ampliamente ultilizada, como los cordones umbilicales; ademas de que estas células nos daban
una ventaja agregada, que es que derivan embrioldgicamente del producto y no de la madre
(68). por lo que se tenia la seguridad de que cualquiera que fuese la respuesta obtenida en este
u otro estudio seria que la célula no estuvo expuesta previamente a los numerosos factores de
riesgo involucrados en el desarrollo del proceso ateroscleroso (69). En un intento de disminuir
los factores hereditarios solamente se utilizaron cordones umbilicales de madres que no
tuvieran historia de hiperlipidemia, tabaquismo o hipertension arterial. Los resultados
mostraron que el 99% de las células de los cultivos primarios obtenidos, tenian caracteristicas

morfologicas y bioquimicas correspondientes a las reportadas para las células endoteliales. La
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expresion del factor von Willebrand, se ha considerado como un marcador tipico de la las
células endoteliales, sin embargo, cerca del 10% de nuestras células endoteliales no fueron
positivas para este factor. Estudios recientemente realizados en nuestro laboratorio, mediante
citofluorometria, muestran que existe expresividad variable del factor von Willebrand e
inclusive, se han localizado diferentes subpoblaciones celulares endoteliales que expresan de
forma variable moléculas de adhesion celular (ICAM-1, VCAM-1, entre otras). A pesar de
ello, mas del 99% de las HUVECSs fueron positivas para endoglina/CD105 (66), que es una
proteina integral de membrana de 180 kd, involucrada en el camino de seifialamiento del
factor-beta transformante de crecimiento y que se expresa casi Unicamente en células

endoteliales (70).

Una vez probada la pureza de las HUVECSs, se decidio estimularias tanto con LPS como con
TNF, de tal manera que se contara con un modelo in vitro que asemejara las condiciones
proinflamatorias. También se sabe que ambas moléculas son capaces de estimular la secrecién
de quimiocinas por las células endoteliales (71-73). Los experimentos iniciales se realizaron
utilizando LPS; sin embargo, tanto en los ensayos de migracion como de secrecion no
pudimos encontrar diferencias significativas en ninguno de los casos. Cuando las células se
estimularon simultaneamente con LPS y E2, observamos una tendencia de disminuciéon en la
migracion de leucocitos; sin embargo, con estradiol no se observo ningaun efecto sobre las
secrecion de IL-8 y de MCP-1 por HUVECs estimuladas con LPS. Es posible que no
encontrar diferencias se deba a la falta de sensibilidad del método y a las diferencias
biologicas de cada cordén, pues las células endoteliales de algunos cordones umbilicales no
respondieron a la estimulacion con LPS. Ademas, tampoco se puede descartar el hecho de que
la induccién de la quimiotaxis se debe al LPS per se, en vez de los productos de secrecion de
las HUVECs.

Se¢ ha reportado que el TNF es un mejor inductor de la secrecion de quimiocinas (74,75) que la
IL-18 o el LPS, lo que se corrobora con nuestros resultados, pues el TNF fue capaz de
incrementar la secrecion basal de IL-8 hasta en un 802 en las HUVECSs. Actualmente se sabe

que la aterosclerosis es un proceso que involucra las respuestas inflamatoria y
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fibroproliferativa, ante el dailo endotelial (1,7,76), y que el TNF es una molécula que favorece
la adherencia de monocitos y promueve su migracion al espacio subendotelial, por lo que el

uso del TNF permitié mantener un estado proinflamatorio in vitro.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de migracion, tanto en geles de
agarosa como en los experimentos de quimiotaxis, las HUVECs no estimuladas en cultivo,
fueron capaces de favorecer la migracion, tanto de leucocitos sistémicos como de monocitos
U-937 (linea de un mioloma humano). Ademas, se mostro que las HUVECs pueden ser
activadas in vitro, ya que se observé un aumento en la migracion basal cuando las células
endoteliales se incubaron con TNF, lo que permite contar con un modelo proinflamatorio

adecuado.

De manera consistente se observd, tanto en condiciones basales como de estimulacion, que el
E2 tuvo un efecto inhibitorio sobre la migracion inducida por las secreciones de las células
endoteliales al medio. Estos resultados apoyan la evidencia de que la regulacion de la
migracion de leucocitos al espacio subendotelial por el E2 requiere de la participacion del

endotelio, como ha sido reportado por Hofbauer et. al. (77) y Nathan et. al. (78).

Desde hace varios ailos, se ha aceptado que los estrogenos tienen un papel ateroprotector,
aunque los resultados de estudios recientes, hechos por Hully, y cols. (55) y Simon y cols.
(56). han creado ciertas dudas sobre el verdadero efecto preventivo de los estrogenos, cuando
se utilizan como terapia de reemplazo hormonal en mujeres postmenopausicas. Sin embargo,
es claro que los estrogenos tienen efectos regulatorios sobre la tonicidad vascular (79,80). y la
trascripcion de genes endoteliales especificos (81). Por lo que decidimos determinar el efecto
del E2, en concentraciones equivalentes (fase folicular: 30-260 pg/ml; fase preovulatoria: 120-
500 pg/ml) o mas ailtas (3 y 10 ng/ml) que las detectadas en las mujeres premenopausicas, asi
como en las mujeres que estaban bajo terapia de reemplazo hormonal (HRT) (82,83), sobre la
secrecion de moléculas quimioatrayentes. Nuestros resultados confirmaron que los
sobrenadantes de las HUVECs estimuladas con TINF y con dosis fisiologicas de E2,
disminuyeron la migracion de las células U-937. Experimentos posteriores demostraron que el

E2 en concentraciones fisiologicas y mayores disminuyeron la secrecion de IL-8 y de MCP-1,
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lo cual se correlaciona con los resultados de Yamanda et. al. (84) y de Caulin-Glaser et. al.
(42).Una interesante observacion fue que la adicion de dosis fisiologicas de E2 en células
endoteliales pretratadas, disminuyeron muy poco la secrecion de IL-8, lo cual sugiere que el
efecto inhibitorio del E2, sobre la secrecion de quimiocinas, tiene un limite. Nuestros
resultados indican claramente la capacidad regulatoria del E2 sobre IL-8 y MCP-1, moléculas
relacionas con la transmigracion de neutrofilos y monocitos en el proceso inflamatorio créonico
(85). Un estudio reciente hecho por Koh et. al. (44) que apoya nuestros hallazgos, muestra que
la terapia de reemplazo hormonal disminuye significativamente las concentraciones
plasmaticas de MCP-1, lo que permite suponer que tendria como beneficio, una reducida
transmigracién endotelial de monocitos, si bien es cierto que las concentraciones plasmaticas
no necesariamente reflejan lo que sucede en las zonas de migracion. Otra observacion
interesante fue que las células endoteliales expuestas previamente al E2 mostraron una menor
respuesta a efectores proinflamatorios, como el TNF, lo que indica que para obtener mejores
efectos, los estrogenos deben estar presentes de manera cronica, esto es, de forma similar a lo
que ocurre en las mujeres en edad reproductiva. De este modo se pueden excluir o minimizar

los efectos benéficos de las terapias estrogénicas a corto plazo.

En un inicio se pensd que la reduccion en la secrecion de IL-8 y MCP-1, como se ha
observado para IL-6 (86), era consecuencia de un efecto inhibitorio sobre el proceso de
transcripcion de los genes de ambas quimiocinas, como se ha reportado para MCP-1 en
macrofagos peritoneales murinos (46) y en moléculas de adhesion expresadas en HUVECs
(87). Sin embargo, cuando se evaluo la expresion del RNAm de MCP-1 y de IL-8, se encontro
que no hubo una disminucion sino por el contrario, hubo un aumento debido al E2, lo que
indica que probablemente el E2 inhibe la secrecion de quimiocinas al regular los mecanismos
traduccionales, postraduccionales o de exocitosis. En un trabajo realizado por EL. Mezquini y
colaboradores (88) se mostro que los estrogenos pueden modular la concentracion del RNAm
de la proteina PAM (“Peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase™) afectando la
estabilidad del precursor. Sin embargo, la acumulacion del mensajero de las quimiocinas,
observada en el presente trabajo, permite suponer que los RNAm son estables y que la
modulacion del estrogenos pudiera ser posterior. Actualmente no existe mucha informacion de

si los estrogenos pueden tener efectos a nivel traduccional o postraduccional, pero seria
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interesante invertigar si el E2 puede modular la translocacion de los mensajeros al citoplasma
o pudiera tener alguna actividad inihibitoria sobre la maquinaria traduccional. Aunque aiun no
podemos saber cual es el mecanismo responsable de la disminucion de IL-8 y de MCP-1 en las
células endoteliales, existe evidencia que demuestra que la exocitosis, relacionada con
proteinas VAMP-2 SNARE, puede ser inhibida por E2 (89). Otra alternativa puede ser que la
regulaciéon del E2 involucre mecanismos no genémicos, como la modificacion de las

condiciones de oxido-reduccion intracelular (90).

Los mecanismos involucrados en los diversos efectos de los estrogenos generalmente se
relacionan con la presencia de un receptor especifico. Los estrogenos forman un complejo al
unirse con su receptor, el cual se dimeriza y se une a una region que contiene una secuencia
reguladora consenso e induce o reprime la transcripcion de genes seleccionados o blanco (40),
o a través de su interaccion con factores de transcripcion inducibles. Todavia no es muy claro
como. se sintetizan y recambian los receptores de estréogenos en las células endoteliales de
corddn umbilical, pues Jensen et. al. (91) reportaron que no detectaron receptores de
estrogenos (RE) en dichas células, mientras que, en estudios previos han afirmado que si (26,
92). Es probable que estos datos contradictorios se debieran a las variaciones propias de los
ensayos o al método de deteccion. En nuestras condiciones, se pudo observar mediante RT-
PCR el RE-B pero no el RE-a. sin embargo, cuando utilizamos un anticuerpo dirigido contra
el RE-a, si se pudo localizar la proteina mediante Western Blot. Es probable que el mensajero
de la isoforma a no sea muy estable o bien sea rapidamente utilizado para la sintesis proteica
del receptor. Si bien es cierto que no se pudo afirmar cual fue el tipo de receptor mas
abundante, si se observaron diferencias en su expresion., lo que permite suponer que estas
variaciones estan relacionadas con la funcion. En estudios previos se encontré que la isoforma
B3 esta vinculada con la regulaciéon de la oxido nitrico sintasa (eNOS) a través de mecanismos
no genomicos, en caveolas de células endoteliales (93). Por lo que es probable que el E2
pudiera favorecer su expresion en nuestras condiciones experimentales. Dado que las
isoformas de los receptores pueden tener funciones tejido-especificas o bien respondan a
sefiales diferentes es posible que en las HUVECs el RE-B sea mas abundante o permanezca

mas tiempo que la isoforma o, o bien, no se degrade tan facilmente.
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Los experimentos con el tamoxifen no fueron suficientes para indicarnos los posibles
mecanismos involucrados en el efecto inhibitorio del E2, pues el tamoxifen puede competir
por los receptores de estrégenos como un antagonista (94) como es el caso de la gliandula
mamaria 0 como un agonista (95), en el caso del tejido 6seo. Ademas, el tamoxifen es una
molécula anti-inflamatoria por si misma (96) e inhibe la expresion de algunos factores de
transcripcion (97). Recientemente se ha reportado que el tamoxifen puede tener efectos
benéficos sobre el sistema cardiovascular, por ejemplo: el tamoxifen y el estradiol evitan la
reduccién del diametro de la aorta de conejos hipercolesterolémicos (98), y aumentan la
produccién de oxido nitrico en ratas ovariectomizadas (99). Es posible que la accion del
tamoxifen sea dependiente del tejido y de la concentracion de estrogenos circulantes, ya que
en las HUVECs no pretratradas con E2 se observé un efecto inhibitorio sinérgico sobre la
expresion de IL-8, en tanto que en las HUVECSs pretratadas, se observé efecto antagonista

entre E2 y tamoxifen.

En’cor c':lix‘s'ién, el 17B-estradiol tiene efecto inhibitorio en la secrecidon pero no en la
trah_s,cplpcl:lc';_kn de IL-8 y MCP-1 de células endoteliales de cordon umbilical. También se
obs'erVé'qUE las HUVECSs previamente tratadas con E2 secretan menos quimiocinas inducidas
por TNF-o, que las células no previamente expuestas al E2, 1o que permite suponer que el E2
puede estar generando un bloqueo que se mantiene de forma prolongada y que es posible que
involucre la regulacion de moléculas relacionadas con el proceso de traduccion o de factores
de transcripcion como el NFxB, manteniendo un estado de oxido-reduccion de tal manera que
se dificulte la disociacion de la subunidad regulatoria 1xB; o bien, que el E2 pudiera inhibir la
actividad de moléculas relacionadas con la exocitosis, evitando la secrecion. Por lo tanto,
parece ser que en mujeres expuestas cronicamente a estrogenos pucden tener una menor

activacion endotelial que las expuestas de forma aguda.
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CONCLUSIONES
1. Se obtuvieron cultivos primarios de HUVECSs con pureza mayor del 95%.

2. EIl 17B-estradiol inhibié la migracion de leucocitos en geles de agarosa, inducida por
sobrenadantes de HUVECSs estimuladas con LPS.

3. EIl 17B-estradiol inhibié la quimiotaxis de monocitos U-937 en respuesta sobranadantes de
HUVECs estimuladas con TNF-a.

4. El 17B-estradiol disminuy6 la secrecién de MCP-1 e IL-8 por HUVECSs estimuladas con
TNF-a. o
5. El 17B-estradi

: t}iyo efecto inhibitorib sobre la formacién de los mensajeros de MCP-1

lmulé‘&as con TNF-a.
sxéﬁ de RE-a y RE-B en l]a HUVECS en nuestras condiciones la cual fue

estradiol.
vo un efecto inhibitorio sinérgico con el 17B-estradiol sobre la expresién

Q v ECs pretratadas con estradiol y estimuladas con TNF-a.
8. El kt_anﬁoxifeh"inostré un efecto antagoénico sobre la expresion de IL-8 en HUVECs no

pretratadas con estradiol y estimuladas con TNF-c.
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17pR-estradiol inhibits the adhesion of leukocytes in TNF-ox
stimulated human endothelial cells by blocking IL-8 and
MCP-1 secretion, but not its transcription
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Abstract .

Inflasnmation, and especially mononuclear cell adhesion to endothelium, is an important physiopathological
component of atherosclerosis. Since coronary heart disease in women of reproductive age and/or with estrogen
replacement therapy is reduced. our aim was to determine if 1 73-estradiol had a regulatory effect on the adhesion
of lymphocytes to the endotheliuin. We performed U-937 cells adhesion assays in TNF-a-stimulated HUVECSs,
and we also quantitated IL.-8 and MCP-1 in culture supematants, in the presence or not of 17B-estradiol. The
presence of «- and p-estrogen receptors was determined by Western blot and RT-PCR, respectively, whereas the
trunscription of both chemokines was evaluated by RT-PCR. The results showed a 35% decrease in the adhesion of
U-937 monocyte cells to TNF-w-stimulated HUVECSs, and a 54% and 65% inhibition of TNF-x-induced IL-8 and
MCP-1 secretion by physiological and physiologically high doses of 17B-estradiol. The hormone did not affect the
transcription of both chemokine genes. Tamoxifen reverted the inhibitory effect induced by 17pgestradiol. In
conclusion, 17p-estradiol modifies the adhesion of leukocytes to endothelial cells by inhibiting the secretion, but
not the gene transcription, of proinflammatory chemokines.
© 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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Introduction

The atherogenic process is the consequence of protective, although sometimes excessive,
responses to insults to the endothelium and smooth muscle cells of the wall of the artery, preceded
and accompanied by inflammation [1]. In this context, the recruitment and migration of important
immune cells into the arterial intima are important in the pathogenesis of the disease. Women of
reproductive age are protected against coronary heart disease [2], the incidence being half of that
observed in age matched males [3]. Although the protective role of estrogen replacement therapy in
the prevention of cardiovascular disease [4] in women with documented coronary heart disease is
currently under scrutiny [5], the mechanism is still under debate [6]. Estrogens have gene and
transcription regulatory effects [7], modify lipid or carbohydrate metabolism [8], modulate the
thrombotic milieu [9], and exert other direct effects on the vasculature, i.e, inhibition of LDL
oxidation in the subendothelial space [10], all of which may contribute to a direct or indirect
prevention of cardiovascular diseases.

The recruitment of mononuclear cells to the endothelium is regulated by chemoattracting
molecules secreted by activated vascular endothelial cells [11]. Specific chemotactic cytokines have
been classified and subdivided into the CXC and the CC family; IL-8, a mediator of acute
inflammatory reactions, is a key member of the former, and MCP-1, a mediator in chronic
inflammation, of the latter [12]. During monocyte:endothelial cell interaction there is an increased
production of IL-8 and MCP-1 [13], but very little infonmation exists on the possible role of
estrogens in this cellular interaction. The aim of this work was to determine if physiological
concentrations of estrogen inhibit the adhesion of mononuclear cells to TNF-a-stimulated human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC), and whether regulation of chemotactic molecules is

involved.

Methods

Water soluble 17@-estradiol, fetal calf serum, L-glutamine, N-[2-hydroxyethylpiperazine-N’-[etha-
nesulfonic acid]J(HEPES), bovine gelatine, controlled process serum replacement-1 (CPSR-1), Triton
X-100, Tris, streptavidin-peroxidase complex, diethyl pyrocarbonate, and porcine heparin were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). M-199 medium with or without phenol red,
type 1l collagenase, RPMI-1640, TRIzol, liquid trypsin-EDTA (1 x ) were from Gibco Laboratories
(Grand Island, NY). Recombinant TNF-a and endothelial cell growth supplement were from
Boehringer-Mannheim Bioquimica (Mexico, DF). Nitrocellulose membranes were from Bio-Rad
(Hercules, CA). Purified mouse anti-human Von Willebrand factor and rhodamine-labelled goat anti-
mouse IgG were from Serotec (Raleigh, NC). Biotin-labelled goat anti-rabbit Ig was from Dako
(Carpinteria, CA ). Rabbit polyclonal anti-ERa (HC20) antibody was from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA). BCECF-AM was from Molecular Probes Inc. (Eugene, OR). Quantikine human IL-8
and MCP-1 immunoassays were from R&D Systems (Minneapolis, MN); and agarose and Access RT-
PCR system from Promega (Madison, WI). Transwell membranes (5 pm-pore size in 24 wells) were
from Costar (Cambridge, MA). Supersignal West Pico Chemilumines-cent Substrate was from Pierce

(Rockford, IL).
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Human u)nbz“l:'cal vein ‘endothelial cell (HUVEC) isolation and culture

HUVECSs isolated from umbilical veins (kindly donated by Dr. Valero, Hospital **Angeles®’, MexXico
DF) were obtained with 0.2% type II collagenase and were serially passaged on gelatine-free flasks in
phenol red-containing M-199 medium (Gibco Laboratories, Grand Island, NY) containing 20% heat-
inactivated fetal calf serum and supplemented with HEPES (10 mM), penicillin (100 ug/ml),
streptomycin (100 ug/mtl), L-glutamine (2 mM), porcine heparin (5 TU/ml), and endothelial cell growth
supplement (40 ug/ml). Trypsin-treated cells obtained from the flasks were extensively washed with 2%
heat-inactivated fetal calf serum/HEPES saline solution (HSS)(1 M HEPES, 0.15 M NacCl, 2.2 g/It
alucose, 4 mM KCI, pH 7.5) and seeded at 2 x 10° cells/well in 500 pl of phenol red-free M-199
medium containing 20% of CPSR-1 and supplemented with HEPES and L-glutamine 48 h before
experiments. The evaluation of IL-8 and MCP-1 expression and secretion was performed individually
for each one of the umbilical cords. Unless otherwise indicated, the endothelial cells were pre-treated
with 1 x 10~ 8% M/ml of 17p-estradiol for 24 h; pre-treatinent in expression experiments lasted 48 h.
Inhibition experiments were performed with tamoxifen (1 x 10~ 2 M). Cells were used within three
passages and were identified as endothelial by their characteristic morphology and presence of von
Willebrand antigen. Endothelial cell viability was not affected by the 17R-estradiol concentrations used

in the experiments.

Migration assays

Cell migraton was assessed in 24-well chemotaxis chambers fitted with 5.0 um transwell membranes.
HUVECSs obtained from four different umbilical cords were used. Supernatants of TNF-a-stimulated and
non-stimulated as well as 17p-estradiol pre-treated and non-treated endothelial cells were added to the
lower wells and 5 =< 10° BCECF-!labelled monocyte U-937 cells in 250 pl RPMI-1640 supplemented
with 10% FCS were added to the upper wells. The transwell membranes were removed after 90 min of
incubation at 37 °C, and the migrated cells were harvested by pipetting, washed with serum-free RPMI-
1640 twice before adding 1.5 ml of lysis buffer (102 Triton X-100 in 10 mM Tris, pH 9.0) for 20 min.
The lysis buffer was recovered and was read at 490 nm in a LS 50B luminescence spectrometer (Perkin-
Elmer). Non-labelled U-937 cells served as negative control. All the experiments were performed in
duplicate. Absolute fluorescence was determined with 5 x 10° labelled U-937 cells. The U-937 cells
were labelled with BCECF-AM according to manufacturer’s instructions. Briefly, 1 < 10°ml U-937
cells were incubated for 20 min with 20 ul of a 1:500 dilution in PBS of a 1 mM stock solution and they

were suspended in 500 ul of PBS before being used.

IL-8 and MCP-1 secretion

Twenty-four hours 17p-estradiol pre-treated and non-treated endothelial cells were extensively
washed with HSS nwice and then stimulated with 0.25 ng/ml of TNF-a and two different concentrations
of 1 7-B-estradiol (1 x 10" %and 3.3 x 10 " °M) for2 hat 37 °C in a 7% CO- humidified atmosphere.
Afterwards the cell supernatant was collected, centrifuged at 3,000 rpm in an Eppendorf microfuge for 5
min, and kept at — 20 °C until use. Extracellular immunoreactive IL-8 and MCP-1 was quantitated with
a comumercially available kit, following manufacturer’s instructions. At the end of the procedure, the
plates were read at 450 nm with a 570 nm correction in an EL-311 enzyme-linked immunosorbent assay
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reader‘(Bio-chk' Instmmenis, Winooski, VT). Results expressed as ng/ml were analysed with Bio-Tek’s

KC-4 software. . ..
RNA extraction .

2 x' 10° endothelial cells were incubated in 6 ml volume and 100 mm diameter glass Petri dishes
coated with 1% gelatine in HSS. Similarly to the other experiments, some plates were pre-treated
with 1 x 10~ % M 17pR-estradiol for 48 hrs. Afterwards the plates were washed with HSS, and
stimulated with 0.25 ng/ml of recombinant TNF-« and 1 X 10~ ° M/ml of 17@-estradiol for 2 h at
37 °C in a 7% humidified atmosphere before obtaining the RNA. At the end of the incubation time,
media were eliminated and the cells were washed with HSS before total RNA was extracted. TRIzol
(800 ul) were added to HSS-washed Petri dishes for 5 min at room temperature before collecting the
cells with a cell scraper. Cell lysate was collected into cold 1.5 ml Eppendorf tubes and the rest of
the procedure was done according to Gibco BRL instructions. RNA was resuspended in 22 ul of
ultra-pure water containing 0.02% (w/vol) of dicthy! pyrocarbonate. Total RNA was quantified using
a spectrophotometer at ODa2go and the purity was assessed by determining the OD2g0/OD2go ratio. All
samples had ratios above 1.9. The quality of the extracted RINA was assessed by 2% agarose gel

-

clectrophoresis.

RT-PCR

Reverse transcription and PCR reactions were performed by a single step procedurc using the Access
RT-PCR system in a Touchdown, Hybaid Thermal Cycler (Perkin-Elmer) thermocycler. The final
volume of the reaction was 50 ul of a mixture containing: 1 pg of sample RNA; S U of AMYV reverse
transcriptase; 5 U of TfIDNA polymerase; 10 ul of 5 x AMV/TI1] reaction buffer; 25 mM magnesium
sulphate; 10 mM of each of the four deoxynucleotides; and nuclease-free water. The reaction mixture
was incubated at 48 °C for 45 min followed by one denaturation cycle at 94 °C for 2 min, cycling
conditions (40 cycles) were 94 °C for 30 s, 60 °C for 1 min, 68 °C for 2 min, and finally 68 °C for 7
min. Ten microliters of each PCR reaction sample were migrated on 2% TBE agarose gels containing
ethidium bromide and photographed. Semiquantitative analysis of the RT-PCR products was performed
by densitometric analysis of the gels using Bio-Rad’s G5-670 densitometer and the molecular analyst
version 1.1 software. The oligonucleotide primers used for the detection of specific cDNA were: 5-
ATTTCTGCAGCTCTGTGTGAAGGTGC-3" upstream and 5-TTGTGGATCCTGGCTAGCAGA-3’
downstream, for interleukin-8, and 5-CAAACTGAAGCTCGCACTCTCGCC-3’ upstream and 5-
ATTCTTGGGTTGTGGAGTGAGTGTTCA-3' downstream, for MCP-1. The primers used for the
constitutively expressed ‘housekeeping’ gene p-actin were 5-GTGGGGCGCCCCAGGCACCCA-3/
upstream and 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTT-3' downstream. For a-estrogen receptor espe-
cific primers were 5-AGGCTGCGCTTCGGC-3’ upstream and 5-ACGCATACTTCCCTTGTCAT-3’
downstream, and for B-estrogen receptor (ERR) especific primers were 5~-TTCCCAGCAATGTCAC-
TAACT-3’ up-stream and 5-CTCTTTGAACCTGGACCAGTA-3’ downstream. The expected length
of the PCR product was: IL-8, 749 bp; MCP-1,354 bp; P-actine, 548 bp; ERa, 410 bp and ERB,
258 bp. In order to evaluate the RT-PCR conditions, human uterine endometrium obtained from a
biopsy specimen from a woman undergoing total hysterectomy due to myomatosis, was used as

positive control.
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Western blot

The presence of a-estrogen receptor was determined in the breast cancer MCF-7 cell line (known to
express aE2R and BE3R) and in 1 x 10° HUVECs stimulated for 8 h with 17-p-estradiol (1 x 10~ %
M). Total protein was obtained from stimulated cells lysed with lysis buffer containing 50 mM Tris, 120
mM NaCl, 0.5% NP-40, 100 uM NaF, 200 mM NaV, 3 ul.ml ™~ ! aprotinin, 10 pg.ml’ leupeptin, and
0.58 mM phenyl methanesulfonyl fluoride; 100 ug protein were loaded per lane and resolved by SDS-
PAGE on 7.5% polyacrylamide gels. Proteins were transfered to nitrocellulose membranes and the
membranes were blocked with a suspension of 5% fat-free milk powder in 20 mM Tris, 137 mM NacCl, 3
mM KCl and 0.1% Tween, pH 7.6. After 4 h incubation with HC20 antibody, the blots were washed
thrice for 5 min each in NaCl/Tris/Tween, a biotinylated goat anti-rabbit Ig was added for 30 min, blots
were washed thrice with NaCl/Tris/Tween, followed by a 30 min incubation with a streptavidin-~
peroxidase complex and washed thrice with NaCl/Tris/Tween. The peroxidase bound to the blot was
detected using the Supersignal West Pico Chemiluminiscent Substrate.

Sratistical analysis

Results were calculated as the mean =+ the standard deviation of the mean. Significance of
experimental changes was assesed through Student’s t-test. Migration assays were analyzed by ANOVA

and the Tukey-HSD test using Statistica version 5 software. .

Results

Effect of TNF-x in endothelial cells

The purity of the cultures was confirmed by umforrn posnnve stammg for von VVillebrand factor. The
viability of endothelial cells exposed to concentrations.as hxgh as:100 ng/ml’ Of recombinant TNF-a was
not altered, but we had previously established that’ there is’a dxmxmshed [3H]-thymxdme incorporation,
meaning diminished cell proliferation, as the TNF-O: co entranon mcreases in the endothelial cell

cultures [14].

Supernarants of endothelial cells anract monocy es

The supernatant of the endothelial cells attracted: more U-937 cells than the medium alone,
nevertheless, the stimulation of endothelial cells ‘with:0.25 ng/ml of TNF-a for 2 h induced migration
of significantly more cells than the supematant of non-stimulated endothelial cells (Fig. 1).

Effect of 17p-estradiol on monocyte attraction by endothelial cells

The migration of monocytes induced by the 24 h supematant of the endothelial cells stimulated with
0.25 ng/ml of TNF-a for 2 h diminished when physiological (1 % 10 ~ % M) or physiologically high (3.3
x 10~ % M) doses of 1 7R@-estradiol were added to the cell culture; pre-treatment of HUVEC cultures with
1 = 10~ % M 17@-estradiol did not increase the already diminished monocyte migration (Fig. 1).
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g, 1. U-937 nugration assay results, The results represent the mean © standard deviation of the experiments performed in
duplicane with four difterent endothiclial cell supernatants non=stimulated and stimulated with 1 > 10 " M= or 3.3 = 107Y
M= = 1 Teestradiol. and 0 23 ng‘ml of recombinant TP -«. Using the post-ANOVA multiple comparison Tukey-1HSD test the
ore was no statisucal diftference benveen both 1 73-estradiol

Jdifterences among the groups showed a p <2 80,0002, although th
concentrations.

rrpieer of 17 f-eswadiol on 1.-8 secretion

Fhe maximum TL-8 (3.45 ng/m) sccretion induced by TNF-« showed a 534%% and 51% diminution in
the presence of o= 10 " Mand 3.3 < 10 7 ¥ M doses of 1 7p-estradiol in the cell cultures. To confirm
the inhibitory role of 17 i3-cstradiol we repeated the expeniments with endothelial cells pre-treated with |
< 10 7T N1 1 7pheestradiol for 24 h before stimulation with TNF-«. The results showed a 20% reduction

ifahle 1
Interleukin-S and NCP-1 concentration ¥ in culture supermnatnt of HUVEC cells non-exposed and previously exposed to a high

dase (b o~ 10 Y ND of 170-estradiol (Ea)

T Non-exposed to Es Previously expased to E»
1.-% MCP-1 IL-8 NCP-1

Ruasal 242 = 0.39 218 = * 0.81 1.56 = 0.42
sob. 10 Y NT B = 018 1.90 = * 0.47 N.D.

- INF-ee = 0.65 2,83 = * 0.52 1.96% = 0.21
E T VS A 98 = 0.62 200 = 0.26 * 0.60 1.00% = 0.30
S 33 - 10T NI Es = 0.36 2.28% = 0.53 * 0.43 11ad = 0.19
“ 1 v 10 YN B = 0.81 2.16 = 0.40 = 047 1.27 = 0.23

Results are expressed as the mean concentration in ng'ml = standard deviation of the mean. N.D. = not determined. a vs. b =

P 001 ¢ va. d = p o< 0.05,
~ Chemokine concentration is in ng'ml. Pre-exposure with 1 > 10 7% M 17f3-estradiol was carried out for 24 h. All the

experiments (n = 10), independently from previous or not exposure to | 7{r-estradiol, were incubated for 2 h with 0.25 ng/ml of

recombinant TNF-i and different concentrations of 1 7§3-cstradiol, )
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Fig. 2. mRNA wtranscripts of cultured human endothelial cells without 17%-exmadiol and TNF-« (lanes | and §), 0.25 ng/mt of
TNFea (lanes 2 and 6), 1 = 10 ™% N pg'ml of 1 7p-estradiol (hanes 3 und 73 and 1 713-estradiol = TNF-« (lanes <4 and 8). Cells
1 were not pre-treated with the high dose (1 =< 10 7 ° M) of 1 7f-estradiol,

used v obtain MRNA obtention in lanes | to <
wherens those trom lanes 5 to 8§ were. The middie arrow m the left margin of the photograph cottesponds to fA-actin, The

numbeoers in the inset. expressed as an index, represent the semiguanutative value ol the chemokine in relation to B-actin,

Pre-treated
-
=
(e 7
. ~ s TR
R - > I -

-IL-8-
-B-act-

C TNF-c¢ = Tmx Eo/Tmx

iL-8 1.04 2.13 1 0.18 0.36

Fig. 3. mRNA of 11.-8 from 1 X 10 ~ ¥ M 17f-estradiol for 48 h pre-tremed endothelial cells. The first lane on the photograph
corresponds to molecular weight markers, C = nop-stimulated HUVECS! the cell cultures were stimulated with TNF-a (0.25 ng/
mb., E, (1 = 107 Y M), Tmx (1 = 10 ~°Af tamoxifen), Ex <= Tmx. The numbers in the inset. expressed as an index, represent
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in IL.-8 secretion compared to non pre-treated cells (4.45 vs. 3.54 ng/ml). The hddition of1 x 10™%M

or 3.3 x 10~ % M 7p-estradiol to these pre-treated cell cultures induced a much smaller inhibition

(24% and 29%, respectively) (Table 1).

Epect of 1 76-ostradiol on MCP-] secretion

Estradiol also inhibited the sceretion of MCP-1 by TNF-« stimulated HUVECs. The physiological
dose of’ 1 7s-estradiol inhibited by 2520 MCP-1 sceretion. a percentage maintained with the 3.3 =< 107
N (1920 und the 1T = 10 77 N1 (2324) dose. When NCP-1 secretion was determined in 1 7f3-estradiol
pre-treated HUVECs, the TNF-o¢ induced MCP-1 secretion showed a 49%; diminution in cultures
exposad to the physiological dose ot I 7p-estradiol (1 vs, 1,96 ng/ml), but compared with the not 17§3-
estradiol pre-treated culture the inhibition reached o 6376 value (2.83 vs. 1 ng/ml)(‘Table 1).

12345

A RT-PCR o mRNA obtained from human uterine endometnum (HUE) (4-actin {lane 1), estrogen receptor a (lane 2),
3 receptor 3 (lane 3) and molecular waight marker Vi lane 43 1) RT-PCR of mRNA obtained from HUVECs and
HUEs, The number in brackets shows the index value that corresponds to the semiquantitative value ot the 2E:R in relation

> 2, non Es-stimulated HUVECs (0); lane 3, Ez-sumulated HUVECs

stithulated HUEs (0.42),

swath ps-actin, Lane 1. molecular weight marker VE o
(O3 ine 3. Esestimulated HUES (0.69); lane 5, non B
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Chemokine mRNA production by endothelial cells

. In order to determine the possible mechanism of chemokine secretion, the expression of IL-8 and
MCP-1 was assesed by RT-PCR; mRNA of both chemokines was detected in 17pR-estradiol pre-treated
HUVECSs but it was interesting to observe that, in not pre-treated cells, MCP-1 mRNA could not be
detected and that the semiquantitative expression of 1L-8 mRNA was lower in relation to the pre-treated
HUVECSs. It was also interesting to observe that although 17p-estradiol and TNF-a were good inducers
of both mRINAs there was a strong inhibition in the expression of both mRNAs, especially the IL-8
messenger, in 17p-estradiol pre-treated HUVECs (Fig. 2).

Effect of ramoxifen on the expression of IL-8 mRNA

Because our previous results (Fig. 2) had shown that there was an enhanced quantitative expression of
1L-8 in 17@-estradiol pre-treated/TNF-a stimulated HUVECSs, we decided to evaluate whether the effects
induced by 17@3-estradiol reverted with tamoxifen. The results showed that similar to the observation
made with TNF-« and 17p-estradiol, tamoxifen + 17R-estradiol inhibited the expression of the IL-8

messenger (Fig. 3).
Expression of «- or f-estrogen receptor in HUVECs

To evaluate whether the effects induced by 17p3-estradiol were mediated by its receptors, we analyzed
the expression of «ExR and BE>R mRNA. Both mRNAs were expressed in control human uterus (Fig.
4-A). nevertheless, under our experimental conditions, *E2ZR mRINA was not observed in non-pretreated
and pre-treated HUVECs (Fig. 4-B). On the other side, it is worth while mentioning that although -
estrogen receptor was weakly observed in 1 x 10~ 8 M 17B-estradiol pre-treated HUVECS it was not

present in non-pretreated cells (Fig. 4-B).

o~
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Fig. 5. Western blot analysis of «-estrogen receptor in HUVECs non-stimulated (control), Ea-stimulated (3.3 X 10~ % M),
TNF-a stimulated (0.25 ng/ml). Positive control experiments were performed with the MCF-7 cell line non-stimulated and 3.3
x 10~ % M estrogen-stimulated. The 56 kDa protein is pyruvate-kinase.
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To determine if a-estrogen receptor was really absent in stimulated HUVECs a Westem blot analysis
in TNF-o stimulated cell cultures was done. The results showed the presence of the oe-receptor although
in small quantities (Fig. 5). The quahtanve analysis of the «EzR protein in HUVECs and control MCF-7
cells showed that E, alone or in combination with TNF-«, enhanced the secretion of the protein in

comparison to non-stimulated HUVECSs (Fig. 5).

Discussion

Atherosclerosis is tightly related to inflummation and fibroproliferativé responses after insults to the
endothelium [1]. To induce a proinflammatory status we stimulated HUVECs with TNF-« because, it is
a fast and better inducer of chemokines secretion as compared to interleukin-1@ or lipopolysaccharide
{15]. Besides, it enhances adherence of monocytes to the endothelium and promotes migration of
inflummuatory cells into the intercellular matrix {16]. Although vascular endothelium from different
anatomical compantments possess different properties in vivo [17], some responses are identical in
human arterial and venous endothelial cells [18].

The 1irst results of this study, using migration assays, corroborated that TNF-« enhances the secretion
by endothelial cells of MCP-1 and IL-3, chemoattractant molecules produced by macrophages and
endothelial cells at inflammation sites, as suggested by Lukacs et al. [13]. Our data show that the
supernatants of TNF-a stimulated HUVECSs cultures attracted more U-937 cells than the non-stimulated

culture supernatants.

Estrogens have becn consistently regarded as atheroprotective, although the results of recent
studies by Hully et al. [5] and Simon et al. [19] have raised some doubts as to the real preventive
effects of estrogen and estrogen replacement therapy in postmenopausal women. Nevertheless, it is
clear that estrogens huve gene and wanscription regulatory effects; therefore, we decided to
determine if 17f-esuadiol. at doses equivalent or higher to those detected in non-menopausic
and HRT-treated women [20.21], had a regulatory effect upon the secretion of both chemoattractant
molecules. QOur results contfirmed that the supematant obtained from TNF-o stimulated HUVECs
cultured with physiological doses of estradiol had a reduced migration activity for U-937 cells.
Further experimments demonstrated that estrogen, at physiological and physiologically high concen-
trations, diminished the secretion of IL-8 and MCP-1, in accordance to the results of Yamada et al.
[22] and those of Caulin-Glaser et al. [23]. An interesting observation was that the addition of
physiological doses of estradiol to 17R-estradiol pre-treated cultures did not diminish further the
secretion of 1L.-8, which suggests that the inhibitory effect of eswadiol upon this chemokine has a
timit. Our results indicate that estradiol has an inhibitory activity upon 1IL-8 and MCP-1, especially
1L-8, chemokines related to monocyte and neutrophil trafficking in the chronic inflammatory process
[24]. They also show that to achieve these effects estradiol has to be present in a chronic manner,
that is. similarly as in women in reproductive stage, thus excluding its beneficial effects in short-
term estrogen therapies.

To assess the effect of estrogen in endothelial cells we evaluated the presence of estrogen receptors in

HUVECSs and found that both receptors, which can be induced by 17R-estradiol pre-treatumnent [23], were
present although in small quantities. It is known that the signal in the RT-PCR assays can be low because
the kinetics of expression do not allow for appropriate induction [25] or because the expression of ER
mRNA fluctuates [26]. Nevertheless, it was interesting to observe that secretion of both chemokines
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diminished in the presence of 173-estradiol despite the fact that cell secretion events are reinforced when
estrogen binds its own receptor [27].

The mechanism involved in the multiple estrogen effects is usually related to the presence of an
estrogen receptor. Estrogen regulates the expression of target genes by binding to its receptor, which in
turn dimerizes, binds to genes containing consensus regulatory sequences, and induces o represses the
transcription of the selected genes [28] through interactions with ubiquitous transcription factors [29].
We initially thought that the reduced secretion of IL-8 and MCP-1 was, similarly to IL-6 [30], secondary
to an inhibitory effect on the transcription mechanism of both chemokine genes, as has been observed for
MCP-1 in murine._peritoneal macrophages [31] and HUVEC-expressed adhesion molecules [32], but
when we evaluated the IL-8 and MCP-1 mmRNA content we found that the genes were not inhibited but
actually their expression was enhanced. A recent paper by Koh et al. [33] shows that hormone
replacement therapy diminishes significantly the plasma levels of MCP-1. We do not know which is the
mechanism responsible for the low secretion of IL-8 and MCP-1 by endothelial cells, but there is
evidence that demonstrates that the exocytosis-related VAMP-2 SNARE proteins can be downregulated
by 17p-estradiol {34]. Alternatively, non-genomic estrogen mechanisms, such as different intracellular
oxido-reduction conditions [35], could be responsible. Tamoxifen experiment results do not shed light
on the possible mechanism involved in the inhibitory effect of 17p-estradiol. Tamoxifen is not only an
inhibitor of estradiol receptors but an important anti-inflammatory molecule in itself [36] and an
inhibitor of the expression of transcription proteins [37].

In summary our results suggest that estradiol inhibits the secretion but not the synthesis of certain
chemokines in endothelial cells, thus making the endothelium less responsive to the inflammatory

microenvironment that arises in damaged endothelial regions.
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