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Producción de una línea endotelial bovina. 

RESUMEN 

Las células endoteliales reali~an diversas funciones fisiológicas que varián y se alteran de 
.. ¡·•.-- - .• 

acuerdo a sus. ci1r:idt¡;rf~tÍ¿~s asediadas con los diferentes lechos vascúlares. Las células 
, .. <··>1- .-, -" 

endoteÚrilesC'aislactá'i~'d~·~la VCna Umbilicales SQn freCUentemen.rli: Utilizadas"cc;mo' i'nodelO 
~}:>·'. -_:;.• ' ~··(·.;.'.~~{},{~f.! J'~ ~ .'-: •¡ -~-, ~ . o w,-·-···:·•."' 

para estudiaf.JáXúnciÓn eridotelial. Sin embargo los culfrios prima'rio~ 'd~ 'estas células 

tienen; ba°j~--~~apácidac.i proliferativa y una ~ida útil· lirnit~~a. ,· ~ii este· estudio se 

inmorf.aí;:~~6~"~~;ulas endoteliales de la vena: ~uI1~lli~al \;o~ina.f(:Bl.J.JEC): a través 

transfectr~-~~tk.:v~~ior de exprésióri. que coritient! .-,~¿ ~~c::~~~ries E6E7 dé p>ipiloma .virus 
>"·-:>,, .·_.: . ,,.,._,_·:,-:::,..,_ 

humano;tip'&':i6., Lae;-cpresiónde 'E6E:7<extendiÓ;la,y'.ida 't!h C:ultivo 'ct.e. lris céllllns'B UVEC 

(12d·~s;>~?·/;i¿1:i·Je,;~p1iC::aci¿n);. sin: ~[;i,,~~"c'~IS~-ª~i~t;~~I":ir~~·j~'~~¡~~· ~~.·senescencia~ 
cuatro clónes iri'ií~~~t~les '~1er~:n ~isl~dos q1:1e. Ü1~iitiefí~¡(i pibpieiciades. :de :'las células 

endoteli~le~}f;l~~ l~:'~~:la. iJ.~orpo~tici6n·· d~· ,~¡Úp~~2~~~:~~~~'€{~'.tiii~l:·~~·~~ja ~ensiélad. la 

~::::~1~;;::~~:~:i?I:i:~1t:fr¿iiE~~~~~~l~ttf2~~:«~¿:;::::'. 
< - 'e;<"."\•' ,, • ,.:/' 

:~:3:í;l:~~t:~rt:~f:r~~~~W~~1i~li~1~ii~~íi~E 
cromosomas. De esta' forma· 'obruvirnd~' lí~eás'· c(Úúf~r;;~~Bti;v:Ed'E(5'É7rC1.:r¿s·.-;e.:ii;1~en las 

propied~de~ · d~1.''·3~~~~ei~~,:~f i~~/~;~~~~~~j{~;9~~~!1";~~~iW~~~?~1\t'#f ~~f~k~~)1~~~f~~~'i~~i~n. 
Finalmente. estas:,son·:Jas;••primeras·;·Jíneas 'celulares endoteliales:·ae·. lá-::.vená': umbiliCal •.de 

origen no hum:no;y ~J f~~"·~;~drá ·a;;~:r• a establecer los mec~nisrnos· que gobiernan la 
,., . . .. ~,'.. -:·::: ' . . 

heterogeneidad '(i~ ,•ns' ~é!Úl~s endoteliales 'entre diversas especies. 

1'vI. Cajero Juáre= 
11{~-~ 1 ~ C~~} 1\! 

I~j~J~~-.~~ ~~ ;~_)t~.lC'd!.:i\l 
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Producción de una linea endoreliaf bovina. 

ABSTRACT 
---

Endothelial ce lis perform a large a~ray of- physiological functions that are influenced by 

their cellular heterogeneity in the 'diff~~.;~~ ~~~cular beds~ Vein_ endochelial cells isolated 

from the umbilical cords are coirllri~~1J2:~:seci _to ;'study _vascular~ endothelium. Primary 
~- '.: -i.: • ,.:; ·~"' - •. 

culcures of these cells. howeve~: hri:v~iii:-,'~'."~r'oiire~~ti~~ ~apacity arid a limited life span. 

We ha ve immortalized bovirie· ;:,:r;giJ¡c:ii ~f:¡¡;- endothelial ce lis_ (BUVEC) by transfection 
~.-';·~·,/~· -,,~o •, 

with an expression vesror c:priúiinicig il1e 11uirian papillo~avirus type 16 E6E7 oncogenes. 

Expression oj' E6E7. extfincÍed;.-~l:le\Üfe span of- BUVEC from 40 to more thari '120 cell 
::·-~ 

replication cycles with :ho>:Úg,js' of :senescencé. Four immortalized clones. were. isolated 

and fourid to ma'íí.;t::;in e";:{éiocheUal cells properties~ such as theuptak.; of acetylated low 

density JipoprÓtei11. the. expression of thc Von '\Viileb~~n~i'.pr,Otein. the binding of 

endothelial cell-specific Íectins and proloferacive respo¡.;'.;;;/fe>{~~rspecific endothelial cell 

mitogen, vascular endochelial growth factor. Moi:e9~·~f}·~1~i.;~~-:E6E7-l. like its wild­

type counterparts; expressed prolactin mRN A a~~ ~.;~;~~~-;;el lts proÍiferation in response . - - ·:~~- - . . . . •"-" " . . - ~ , 

to the anti-angiogenic 16-kDa fragmenLof p~~)~J~i~'.-Jhfs clone show-.;d :little sings of 

genctic iristability as reveaÍed by ceni-rqso~í:. ririd. ;C:l1r611lósom'e number,anaiysis; .. ,Thus:-
- ~. - -t-, •:-_¡_:.,,:~'.,'··-,:~:'.::o,~·/,, ---'~ ~,: :. ·~. ··~-- --~· 

immortalize~:-E6~i7••··_·-suvEc celF line'recain7~~~6fh"~lG1_·c;;~1ii: é:h'~ia~i;;~i~ti¿~··iá:nct'•.·cciu1ct 
facilicate -stu~.f~s to :d~esrigate -thea¿ti~h. e>rjr~·~1~~:~:~~~2r~~-~-~p:_;~:~i1i;.j~~ci¿r~~úum. 
Moreover~ bei ng~ che:: first -. Íioh~hum;'n ·· ilrri1'ú ic~I , ~.!:in'{erí'cio the liai2_el 1~') i ~1és:•; üÍefr • us~ 

shouldprovid~ iÜsii-~ts into the mechanisrrts gCl~e~1i°rig speC:i~s-~elated h;;terogeneity' of 

endothelial célls; _ 

TE,S'F.'. CO!\'. 
ivl. Cajero Juáre= ·~· .,~ ·._; i~. 4- ·~~-E 1\1 INB-UNAJVI. IV 
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Producción de una linea celular endotelial bovina 

INTRODUCCIÓN 

A. Angiogénesis 
El ·proceso natúral' de formación de vasos capilares sanguíneos a partir de vasos 

pre-existentes· se · conoce con el riombre de angiogénesis. Estos nuevos capilares 

determir1an el -crecimiento de los diferentes tejidos y órganos a través de. aportar oxígeno. 

nutrientes y de elimiriar las sustancias de desecho. La angiogénesis es esencial para· el 

crecimiento y la diferenciación de los tejidos, particularmente durante. el :desarrollo· 

embrionario y fetal. Sin embargo, después del nacimiento. la red capilar se 'renueva cada 

vez más lentamente y en el adulto es prácticamente inexistente. a excepción de- -la 

angiogénesis que acompaña algunos eventos en el aparato reproductor femenfno ... Por 

ejemplo. en el ovario la angiogénesis es determinante P!-lra el desarrollo y Ja ovulación de 

Jos folículos y para el crecimiento y la función del cuerpo lúteo. Asinlismo. la 

angiogénesis es t!Sencial para el desanollo del endometrio. Ja formación de Ja placenta y 

el crecimiento de Ja glándula mamaria. De manera también importante. Ja angiogéncsis 

forma parte de Jos procesos de reparación tisular a consecuencia de lesiones y fracturas 

[l.:!(. 

Si bien Ja angiogénesis participa en diversos procesos fisiológicos. el gran interés 

por el entendimiento de Jos mecanis1nos que subyacen a la ·f"orma.::ión de los nuevos vasos 

sanguíneos. es consecuencia del reco11ocirr.iento de. que diversas, patoh)gias d.e,penden ele 

la sobreproducción .de los neovasos. Por·ejemplo, se sabe queda. angiogénesis determina 

el desarrollo' y la mer.ástasis de. los rumores sólidos. ;ia désth1c~ión; del' cartílago, en la 

::t~::~::1::t~::~.~ :e~:~::::~~i:ri~=··=~~~n::~~i¿]~~==~;::~-~:~fffi~h~~~~~J::~a[~~3~~· 
Dada la. imp<;>rtan~ia. d~ laa11gi~~é~esi~ ~anto eri'_~;~~~~~;c~:~~jl:)jÓ~icos .como 

patológicos;-•se, ha dect.icado unºi~lp(),.t~te esfuerzÓ a la ideritific;¡dóri'y~~í-act~rizacióri._de 
los factores_ ajote_c':l~re~,qÜ,eJ:iríte:~vienen en su_ reguiación. cori la espeni.nza dé que 

aquello~ag~ll~e~~a~-ti-~e~ cté'6c>m;~J:ir el crecimiento vascula~. podrían ser utilizados como 

una opci.óh pa~a: el 'ir~tatiiierit·o de las patologías mencionadas. 

'Tf C:!C: CO'N 
,\if. Cajero Juáre= '. .. ~·:ziS! Ll\' B- U1VA Al. 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 

A. 1 Reguladores de la angiogénesis. 

La función·- endotelial - está<i:egulada e por- -múltiples - factores estimuladores e 

inhibidores. que actúan -sobre l~ dÚ~~e,.:;_t;;s: f.;:s;;s .cl~l proceso _arigi'ogénico a saber: la 

proliferación, la migración. la a'sociriC::ión y. la dif7renCiacic5n d.; )~s células é;1d;:,teÚales en 

capilares sanguíneos (Figuras· l ·Y 2) [4.SJ;'·Miidíos <de esi:os;fá'cc'oí'és'·sim de-origen 

endocrino y parácrino per~ tambiéri ~utÓ~rl:n~~- -~~-:~¿Jii-'.)~i6~J~18~;:'.'t;6;~ i:a·i p~~pias 
células endoteliales [4.SJ. La - inayor ··• pi~te. d~ !Os fa_ct¿~es'i;reguladC>res del proceso 

angiogénico pertenecen a la familia de los ·factores de c~;;cimi~rita·.-_y'Üenen la capacidad 

de regular la función del endotelio de manera di~eci:;- :e>iriciirecta: Dentro d.:: los 
' -.· .. ·-.· · .. 

principales factores estimuladores se incluye: el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF). el factor de crecimiento básico derivad~ de los fit;roblastos (bFGF). el factor de 

ci-ecinliento transformante 13 (TGF-13). ·el factor de necrosis tumoral a (TNF-ª), la 

interleucina 8 y el factor de c~ecirniento de hepatocitos conocido como ··scatter factor" 

(SF) (Figura 2). Por otra parte. la regulación negativa también .::sta ampliamente 

representada e incluye factores corno la trombospondina, la endostatina. la angiostatina. 

el factor tisular inhibidor· de las metaloproteínas· (TIMP). el factor derivado de plaquetas 

IV <.PFCV). el inrcrferón a (IFN-ª) y recientemente. fragmentos moleculares de la 

hormona prolnctina (PRL) (Figura 2). El equilibrio entre la acción de los factores 

estimuladores e inhibidores deterrnin:m tanto a la angiogénesis fisiológica. como.- sus 

alteraciones en condiciones parológicas 14]. El interés de está tesis se inscribe dentro del 

tema de la participación de las isoformas de la PRL en la regulación del proceso 

angiogénico. 

B. Prolac.:lna. y angiogénesis 

B. l 
. : . 

Las:prolá:ctinas sém ·una familia de proteínas derivadas de un solo gen; las cuales 

difieren _estr~C::ri.irálm~nte entre _sí. d~bfclo básicamente a modificaciones postradU:ccionales 

taks como: la· fosforiláciÓn, gliéosilación. desamidación, agregación y proteólisis a partir 

de una proteína predominante de aproximadamente 200 aminoácidos, y una masa 

;'v/. Cajero Juáre= INB-Ul·.f..41'-L 
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Producción de 11na línea celular endotelial bovina 

PROCESO DE ANGIOGENESIS 

Células Mcmbr~na 

endotelial~ ~t j 

~ ~~ ~l ! 
. ~l 1 ~· ~· ' .. 

D ~J 5 ~i · 

f . 

j 

".? f 

~
¡ 
1 
1 

j 

Vaso 
c"pilar 

Digestión 
de la 

n·1embran~ 

tvl igración 
celular 

~ 
~ 

~ 

~l 
Proli fcración 

celular 
Formación 
del capilar 

Fig: l. .-\.ngiogéncsis. Esquema que ilustra las etapas del proceso natural de la formación de 

vasos capilares sanguíneos en los tejidos corporales. 

Al. Ccljero Juárez /JVB-UNAi'vL 3 
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molecular de 23 kDa [5.6]. Las PRLs actúan de manera dual, como hormonas o como 

citocinas', _en.- la ·_regulación, dé- diversas-ñinciones que inciden sobre- la reproducción, la 

osmórregulación'. el crecimiento, el mefab-ólismo y la modulación de. la respuesta inmune 

entre Ot~as[7.S);--__ 

Entie· 1a·s- div~rsas funciones· de esca hormona recientemente se ha incluido a la 

angiogénesis Ü11. I:.'a -PRL_ rictiva en la angiogénesis resulta de la proteÓlisis _de la hormona. 

entre· Ios-•am:i'noácÍctos•Tyr145 y Ser149 por proteasas ácidas de J:i famÚia de la catepsina D 

[10.IIJ._~L~_-'~~d~cción d~ los puentes disulfuro de la PRL así procesada genera dos 

fragmericO~-: 'í.t~C> N''--te:r1~1inal de 16 kDa (PRL 16K) y uno C-cerminal de 5,8 kDa (Figura . - - . __ ": ·, -.-~ -·- ·--·--:: -. - ., -

3) [l IJO:Í:a'~IÚ/i't6_J:C •. 'pero no la PRL integra (23KDa) inhibe la angiogénesis tanto in vivo 

como in:vif-~'O. Íiz}vi~;'? i'aPRL 16K inhibe la formación de vasos capilares sanguíneos que 

tiene lúi~r'~rl la,_íllembrana corioa-lantoidea del embrión de poll<J ¡121. Asimismo, la PRL ... - ..... ,.• . 
16Kinl~ib¿·-ya:--,¡;;gibgénesis inducida por el bFGF en la cornea de la rata [13J. Las acciones 

¡,/ tÚ'O:p~rfC::etl ser mediadas a través de efectos directos sobre las células endoteliales que 

confonn_an-a- los capilares sanguíneos. La PRL 16K inhibe la proliferación estimulada por 

bFGF y ,VEGF de las células endoteliales aisladas de diversas especies (rata (14]. bovina 

[L5J y humana [9.12]) y ele diferentes lechos vasculares (capilares de la retina y de la vena 

urnbilical fl5] ). Además, la PRL 16K estimula en las células endoteliales la expresión del 

inhibidor del plasminógeno tipo l (PAI~l), que es el responsable de inhibir al activador 

del plasminógeno -de tipo urokinasa (u-PA) (16.17]. El u-PA promueve la degradación la 

membrana basal que rodea los capilares sanguíneos, y con ello permite la migración del 

e.1dotelio y su regeneración durante' las etapas tempranas de la angiogénesis [16.17]. 

Fi.ialmeme, la PRL 16K estimula la apoptosis de las células endoteliales determinada a 

traves. de la fragmentación dei'DNA. la activación de caspasas y la inhibición de los 

efectos· de las pro reínas antiapOptÓticas Bcl-2 [ lSJ. 
,• . .. . .. 

El hecho .de que to-das las acciones antiangiogénicas se observeii- en;respuesta a la 

PRL 16K pero n.o a la·.?~ 23K:, sugiere su mediación a través de receptores distintos'-al 

receptor de ·esra_ hormona; A este respecto. no se ha logrado detectar la cxpr~sión del 

receptor de PRL·en el endotelio vascular [14,19), pero si se observó que·men~branas-de 

células endoteliales contienen sitios de unión específicos saturables y de alta afinidad (Kd 

1vf. Cajero Juáre= IN E-UNA 1Ví: 4 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 

PROANGIOGENICOS 

NEOPLASIAS 

ANGIOGENESIS 

CICATRIZACIÓN DE HERIDAS 
E 

INFLAMCACIONES CRÓNICAS 

~ 

ANTI-ANGIOGENICOS 

EMBIUOGENESIS 
y 

REPRODUCCION 

Fig: 2. Angiogéncsis en procesos biológicos. Esquema que ilustra algunos factores 

estimuladores e inhibidores de la angiogénesis y su influencia en procesos fisiológicos 

y patológicos. También se muestran algunas moléculas estin~ulatorias o inhibitorias 

de la angiogéncsis. 

i'vf. CaJero Jucirez l!YB-U.VA.Af. 5 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 

T 145 

COOH 

NH 2 --------------16.4 kDa PRL 

COOH------------ 5.8 k.Oa PRL 

Fig: 3. Estructura de la hormona PRL. Esquema que ilustra la estructura prin_1aria de la 

PRL y el sitio de corte entre los aminoácidos Treonina 145 (T-145) y Serina 149 (S-149), 

que bajo la acción de agentes reductores pennite la generación de dos fragmentos, 

uno N-terminal de 16.4 kDa y otro C-terminal de 5.8 k:Dac 

;\,/. Cajero Juárez IN B- UNA1\-f. 6 



Producción de una línec1 celular endotelial bovina 

lnM) para la PRL l6K, que no reconocen a la PRL 23K [19J·y que podrían representar 

los receptores• de .;ste .fra'gmento ·hormonal. Sin _embargo . la identidad· de." estos posibles 

receptores ~ú;;\'I}i:; s~ 4rioc~: y ~cíco .• es I.o qJe s~ s¡b~ • sobrb. lbs m~caiiis;:Üds molecUlares 

de serlalamieni:<i a éra~és< dé' los. cúales está• vanante, dé' la ;pRL ejerce sus efectos c"ami-
;-. >~·:·."'·;~'.·;.<:::-<~:·: .. ·-.:e:::· - ;~ .·.: · .... ' .· ·. ... . -_ '.' ;.-· - ''.>>,; ·-~ >~----,-~·-·-.:::.{<; ,·/·· :"::..,(>: .. '.::_<~_-.,,:,". ::~:.-~.·.~~ ~.>-:·-:~. : : 

:::!:j~~Fi6~1J~)~tiiff ~f :ES:~~2~1'!;i~kmifü'~~~:~~~~t~f ~::~: 
~a' l~~~ d~ : ~ue ' la PRL 16K puede iilhibir}la' arigiOgériésis -~ví~ r~¿e~tores 

especítlcos, ·apoy~ sú posible papel como regulador ii~ti.l~~!:a~;~s\~ b'~()'de;¡; ;. ~~htÓti~ado 
la búsqueda cie una PRL 16K endógena. Al respecto. s.;-han'présenéaék> eviciericias de la 

preseiicia de PRL 16K en la hipófisis anterior y en' la cir~ula~iÓri de 'dlver;asespecies, 

incluida la humana [6.21-26]. Asimismo, se ha. mostrado que ·el sistema hipotálamo­

neurohipofisiario. produce y secreta a la circulación un fragmento de _PRL de 14KDa. que 

es funcionalmente análogo a la PRL 16K ya que también inhibe la proliferación de las 

células endoteliales en cultivo [27,28]. La observación de que fragmentos moleculares de 

la PRL con propiedades aniangiogénicas están presentes en .la circulación, ha permitido 

proponer el posible papel de estos péptidos en la inhibición sistémica de la angiogénesis. 

Esta posibilidad no es nueva dado que ·se conocen varios fragment::>s n1oleculá~es de 

proteínas que poseen propiedades anti-angiogénicas (Tabla l)' y .álgunos de estos;· cómo la 
. . - .-. 

angiostatina y la endostatina están presentes en la circulación [29-31]~_. 

La inhibición sistémica de la angiogénesis podría contribuir.:á e:Jeplica;ja· ausencia 

de neovascularización que tiene lugar en todo el organismo' a trav-ési'di:(ia1'~_iá:i;ad~ttÍi>Sin 
- . : ---::-,-- ·- - - ·.- ···.,_:,-_! ,:: :~:-~:-'=·:: ---~->.}·,:'.-~"' :~;·.~'.~¡:;.;·.~:'i·'c~;f;.~,~~°i+'~f~-~·-i"<~;_·:_-,_~ .-' ___ :~--- -. 

embargo, se sabe que la angiogénesis es un proceso qu~·ocurre'locahn~me'!y,,nó ef1'·fcirma 

~eneralizada, y que ~n gran medida obedece a factdre~_ J;o~~éttlát,Ji'.;~j~~~J~~j'~ a~ la 

veciridad.·del capilar e incluso por las mismas células~endot~lialesc'[!{3ij~~; Alfrespecto, 

evidenci~/ie:é'ie~t~s muestran que la PRL se produ6e•y's~~r~i~~J~'~t;~'n~~~~'¡'{~\ .. ~s~úlar, 
lo que sugi:::ré que las PRLs podrían contribuir a . la r~gulacicSn local (autÓcrln"a) de la 

angiogénesis [9.33,34). 

TE~'F~ 0 01': 
Al. Cajero .. huíre= ·~-:Ji; i'! JNB-UNA1W. 7 



... 

Producción de una línea ce/u/ar endote/ia/ bovina 

TABLA 1 

Fragmentos de proteínas precursoras inhibidores de la función endotelial 

Fragmento 

Fibronectina 

PRL 

Trombospondina 

Angiostatina 

Factor plaquecario 4 

EGF rnurino 

Endostatina 

iH. Cajero .Juáre= 

TESIS CON 

PM 

29 kDa 

16 kDa 

38 kDa 

7.8 kDa 

32-42 kDa 

20kDa 

JNB-UN.4.1v/. 8 
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B.2 PRLs endoteliales 

::~s:::i::~rr~~~a~~¡~~~j]~~~1~;~en~:t~tr:;fe~:t:s~ii:zn;:~e:~:::1ii:: -~~:3:~::~c;~ :i1:: 

~~::;:~s1:~.T:&~~w~~~?:t~t~::c::ri~~==ss::r::;n::s e~~;ej$f]~~~º--bvoa:;=:~ª:nc3:~·lti::~ 
Sintetizan y S~~;~'i~~';"pRLs inrnunorreactivas cuyos pesi;;S' molecula~es -~parentes son de 

23, 21 y l4Jd)a'.[i8J. En las células bovinas y las célul:i~;~ndoteliales derivadas de la 
: - . ,' . . . . . ~-: ... '; .. ,- . . . · .. ~ ··.; . :' : ·. . 

vena umbilical humana (HUVEC). además de las proteíi1as)rununorreactivas é!e 23, 21 y 

14kDa. ·también producen y secretan una proporción :, iITipo~ante - de una proteína 
-, 

inmunorreactiva de 16kDa (14,33,34]. Resulta interesante que en las célula_s· humanas. la 

incubación con anticuerpos anti-PRL estimula la proliforaci6n celular (34]. Este· efecto 
; .·.·.; .. , .. . 

estimulador de los anticuerpos. podría ser consecuencia de la··inmunoneútralizaCión de la 

PRL 16K anti-angiogénica secretada por las células ei'id~tíi:1iá'iC::s, huITiari~s (34]. Otro 

endotelio que presenta diferencias con respecto a la PRLs que''¡)r'Octuée;'es.~I_ proveniente 

de los capilares de Ja retina de la rata. Estas células solanient~'- ~~~·~;;sari-y•secrecari a· la 

PRL 23K y no a otras isofonnas de PRL (14]. Además ~~t~s ~é!u;~:p¡¿,~u~in cantidades 

de PRL mayores (->-: 300 veces) que la de los otros endotelios referidb~'¡?:·1~]~~ '.<- ·- · 
-- - ,,~:j~~.:-i_ ~}~:::( 

El hecho de que las células endoteliales produzcan y secreten·'PRLs\con :efectos 
.. '. \~ .• ' ·.-·~. ·~' ·¡·"'·,_ .• -•• ;·;_•: '•. ... .•. •.· 

sobre la angiogénesis. apoya la idea de que estas proteínas pudieraii·;párciéÍpa"r, en: la 

::~~::::nd~~c:~n<a:•~ó~:i;~ d:n é::e e:::~=~=· v::c:;:: ;;d:rr·e:é:~~J~~~~7§~L~~i~: 
factores que pueden afectar el proceso angiogénico. o bien otr:Ís;fíuÍ~l~:¿;;{·~:;Ci~ias de 

estas células. Al respecto de esto 1íltimo se sabe que las células· enélot~ilales:.::rnedian la. 

adhesión y activación de leucocitos en procesos de inflamaciÓ~ [3;,];\'/~.giÜ1'Í:~d()~:¡.t;;_6ientes · 
han mostrado que la PRL estimula la adhesión de células mÓnóni..~1e~res cie sa.:igre 

periférica a monocapas de endotelio activado [37]. 

TESTS CON 

iVl. Cajero Juárez IN B-UNA1W . 9 
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Producción de una linea celular endotelial bovina 

Dadas las. diferencias que se han descrito en la producción de PRL entre diversos tipos de 

endotelio, ·es·•claro· que la· expresiÓn·y¡~Icprocesarniento de' la PRL es función de la 

heterÓgeneid~d celular'e~dotei'ial/ · " · .•, . 

C. Heterogeneidad del endotel.io ...r~s~.~iar 
Las 'células endoteliales''.dé',.1'0~·:,·,Üferéntes lechos vasculares difieren en sus . . ... · ... 

capacidades para percibir, transducir y responder a las diferentes señales angiogénicas 

[38,39]. A saber. la migración y la proliferación de las células endoteliales está."1. finamence 

contra.ladas por factores derivados del microambiente local que incluyen factores de 

crecimiento. componentes de la matriz extracelular, fuerzas hemodinámicas. etc; que en 

su conjunto definen una respuesta celular diferencial [40-42]. Por ejemplo se sabe que el 

bFGF. el estimulador clásico de la angiogénesis. aumenta la producción del activador del 

plásminogeno (tPA) en las células endoteliales de la aorta, pero suprirne dicha función en 

las cc:!lulas endoteliales de origen venoso (-13,44]. Tan1bién se sabe que la capacidad .de 

adhesión puede variar entre los diferentes tipos de células. endoteliales. Por ejemplo .se ha 

encontrado que la estimulación de la molécula adhesión VCAl'vf-1 en respuesta a TNF-C<.. 

es 2-3 veces mayor en el endotelio de la vena.up1biÜl:a1_ qué en.él de las venas dé nii:is.culo 

liso [32]. 
'-,. •--~ :.: 

Asimismo. células · endoteliales y ~e\"!~: :•~n:.í.~t.l~bi!i6a.1,:st:'mbradas en dtatrigel. · 

::::~í:ee:s~P~7=~::::::~:s···==~1!~0Z~~;i1i/~~fSJi~~i~1::cfb~:::i1~~: 1:a::sruc:!1~:r:;, .· 
aproximadamente 8 h [46,4~]. ~ P~~ .·;;;~~)~~~:~. ;~~:·~~ ~bservado que las células de '1a .· 

microvasculatura difieren d~' i~~ ·¡;:~}i:i1~~<'~fü:Í~i~h~f~i '~e· los grandes vasos en la expre~ión 
y activación de diversos antígenos d~,s~~eí:ti#\e'~~lular [44.45]. Demostrado por la.~cc;!ón 
de los lipopolisacaridos (LPS) de o'rig~1~:bácteriano sobre la expresión de molééulas de 

··.· -···,. ·.· .. , . '. 

adhesión (ICAJ\'l-1, VCAM-1 y PCAM::.1).difiere entre endotelios de la macro y de. la 

micro-circulación L48-50]. 

!vi. Cajero .Juáre:: 
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Además de las diferencias asociadas a su heterogeneidad funcional. las características 

propias de su localización anatómica:· imponen-- limitaciones .para ·-·el - aislamiento y 

mantenimiento de los cultivo primarios de las células endoteliales. 

C. 1 Cultivos primarios de endotelio vascular 

El uso de cultiv,os primarios como mo_delo in virro para :la_ inyestigadó?·;_de :la 

función endotelial, ha estado limitada en parte por la localización. y 'caracteÍ-ísticáS del 
. - . :':··. ~ . - -

lecho vascular que interfieren con la obtención del tejido y el aislamiento''C!é1';:éndol:elio. 

En situaciones dónde el modelo celular a implemeritar es de 'origen: :h\:íi;';~~-?: · -~na 
consideración adicional es la disponibilidad de las muestras y el riesgo im;Úcito •·cte _su 

' ..• . í.-.' '····· •.. 

rri~nipulación. Además en cada aislamiento existe el riesgo de contarnin~dón:cón-_más' de 
un tipo _celular siendo los principales contaminantes los fibroblastos. células'ITi;a~o~tarias 
de los tejidos corporales [5 lJ. Por ejemplo, los cultivos de células endo.ielial~~-}:ie 1:lretina 

mantienen propiedades funcionales asociadas a su acción en la conforma;;,iÓri'd6'1a-barrera 
, . .. 

··hemato-retiniana·· [51] y a su respuesta incrementada al VEGF [51-56].-poi:-;-10. qúe se· les 

considera un buen modelo de estudio de este lecho vascular, Sin embargo s~- iislamiento -

requiere de suficiente tejido que necesariamente- implica varios. donadores y. la eliniinaCión 

de contaminantes celulares entre las que sobresalen. fibroblastos y ,asfrócito~.-··Este_ 
aislamiento es elaborado y descansa en técnicas de clonación y/o de separación :se.lectiva: 

-.- ·-···-

Por ejemplo mediante el uso de. anticuerpos_ éspécificos . de - éndotélio: (14] _En 

contraposición al endotelio de la retina:; las células·. endoteliales de Ja vena ·del_. cordón 

umbilical son fácilmente accesibles dada ·la. disp~nibllidad del tejido _des~ués _dbt:_~ko_'.. 
Además. el tratamiento coiit~ol~ij~ >d6~ -p~oteas:ls pi:ede separar selecti~arii';;nte .al 

endotelio del tejido subyascénce,: pór lo qué l~ có~taminación con otros tipos c~Í~\i~~s es: 

mínima. Dadas estas ventaj~. u~ . nÚrile~o muy importante de estudios sót,>~éé la 

angiogénesis han s_ido · con~ucid~s;~n' células derivadas de la vena ui:-nbilii:al'Ú-iurnana 

(HUVEC), gracias a que se tien~.u_ria filenté de tejido humano fácilrnent~ dispo,fii-!>ley las. 

células son de fácil.ais1ari1i~rii:'(;'.' ~Ún\embargo, diversas desventajas limitan' e( uso de 

HUVEC en su culti:v<:>. a s~b~r: HUVEC requieren substratos especial<!s Úi~ro~ec~ina. 
gelatina. colágena; et~).·llriá ~o~binaciÓn de factores de crecimiento (bFGF. -ECGC, etc). 

cofactores (heparina)y alca·s coricentracicnes de suero [57]. Además las HUVEC poseen 

A'/_ Cajero Juárez 
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períodos largos, de duplicación celular. (2 a 3 días), y tienen una vida promedio corta en 

cultivo : (4;a: scc·resiémbras) [571. Estas características . limitan el número de · células 

disp;;,nibles;: pdr·.¡c;>qué regularmente se recurre a juntar lotes celulares aislados de varios 
-···. ·.-. : '• " .. :·· ... ;.-- -,. . - - -

donadores.·. io que:"'a si'.{ vez conduce a poblaciones celulares altamente heterógéneas. 
_>:_·_..=< ____ : __ ,_ ·;,:.":·>>--·· · .. 
Estas 'ctes;,;entajas de los cultivos primarios pueden cornrarréstarse ir1ediante la 

generacióri d~ ;~~'1í~~~s celulares endoteliales irirrio~~le~~ En prirn~r l~gar. las lí~eas . . . 
celulares siempr~' estári disponibles, ya qu~ pueden' proliferar continuamente· in vitro sin 

necesidad de ser .reaisladas: del. organismo .donador. Estas líneas celulares pueden ser 

clonadas y.dar lui~r.a poblaciones hom~géneas (en gr:andes cantidades) con respecto a su 

genotipo y fenotipo facilitando.' así la reproducibilidad de los análisis· [58-60]. Se han 
. ' ' ' 

generado líne.ás celulares: de H.uvEC que presentan un rango de caractedsticas que van 

de un fenotipo casi normal [~l]. donde las células difieren en pocas funciones endoteliales 

típicas [61]; hasta áquellm{ que· presentan un fenotipo completamente transformado [61]. Si 

bien existe una IÍnea ce1.:i1ar HUVEC inmortalizada espontáneamente a partir de un 

· cultivo prirnario, l~.S · Jíne·as celuiares HUVEC han sido el producto de la transformación 

artificial. por ·ciedio ·:de iá iritrodúcción de oncogenes virales como el del virus del simio 

40 (SV-40) ~6?l. de,v-rai y'dev-rnos [63] ó de los oncogenes E6 y E7 del papilomavirus 

humano tipo 'i6 dú>.\f:_i6) [G4J. También se generó una línea celular a través de la fuslón 

de HUVEC córi:'1á' iírie'a celular A549 proveniente de un carcinoma pulmona~: h~~ü1rio 
[
65]. :/:·,;;: .. · .. · . .,:¡; ::.< :>t.':',; 

,., ... _ .~r.· ·.:·,· . ' -c:~~A/.' ;~;_¿::_'.¡¡.::, ~ 

. una:/<l~: las· e;~rntegias más ~tilizad~s,· qúc= presenta;ve~taja~, p'ára f:I~élesafrollo. de 

líneas .c~1~1~;:~~-.~~·:~J'fr~~s~~.~ci~.n é?~·.~·~:t:·F,~bd.1á~~~i[~~~~~~~;.~~~~a,~~~:,~~~~Et~r1~frá~o. 
en la inmortalizaé:ión. de .. fibroblastos; [66J, ;célulás\epiieliales'.~[67J;¡;¿q~eratinoc.itos' [68J, 

._ . __ -_ ~,-__ ·'.; .;·'.:,: -· ·,_,,;;_ >:-·:;/:·· , _: :-- :--·::-~·::, __ ;·:'~\ ~- ~-\ -. é,-:':>:, -·,..~:_ .:; ::::: _·· :.;.:::,;::·'~·-_ :~-:":~-:_~:. ~'- ;.; -~ .,..-~~-?-'úr.-,,;.."i~·<O:-"."];:~,:·};_~:.~,:-~:::fl,-f.'.;.~\','.';~_~;;~d;'.:':··:·;::::(::::-·:.:, :· 
células del: músculo.:. liso. [69] ,y. las propias. células 'endoteliales ·dé' capilares :de,,éérebro de 
cerdo [70]:: ' :: :. ~·, ;7t ''':: : ; ' ·. :;:.,, ; :;:-·:,. ; .? .. ,; ,; ·.· •.. :::;~:·;'. ~/.;1'''.2''!~:;~:o :}~·n;:~·r·~~t ~: ' .. ' 
D. lnmo~~li,iadón:fl'le~ia'~ie ;os oncogenes'E6 y.·Ej;· .. ··;} >'\ ~-'· · · 

Los piipil()~'[úiyi~s. ;;on virus con genoma de ADN circu.lar, de, do.ble cadena y con 

un tamaño a~roX.imi\<l() 'de 7900 pb [7 IJ. Actualmente se han identificado cerca de 200 

diferente~ .tipos .de Hi>v: Aproximadamente 20 de estos están específicamente asociados 

con lesiones epiteliales del cuello uterino y han sido clasificados de acuerdo a su 

~T~~·rs (~OrJ 
1vf. Cc¡jero Juárez .~ - .. :: 1. ::~E I\J INB-UNA1vf. 12 



Producción de una línea celular endotelial bovina 

patogenicidad como de bajo riesgo, pues producen lesiones con baja probabilidad de 

provocar una progresión carcinogénicd;0 :Sin e_mbargo- los serotipos 16, 18, 30 y 31 son 

considerados de alto riesgo y :~e, _encu";'~i.ralli;eri- lesiones epiteliales del cervix uterino, -

donde se asocian con una alta ine:;f;_}~-;;'c;iá)Ciel ~arclriom~ cervical [72). A éste respecto en 
. " , .. _,··:.,.::«,.·:)~~~c,:-.r~.=.·::_,;:/<.\:/~-.<.-~- _;".:;. -~----~- . - ·.. . 

más del 99. 7 % de los cánceres -cervicales:humanos se .ha encontrado_-el ·.ADN: de_ HPV-16 

~::,:::·:~~:i:::::::::~~~¡¡~;i~~~¡?Es~2:::.:::~;::::1:·:1::::::::: 
CasKi .Ls:;:n:o::~:í~=~. E6 y E7 ~st~~ ~~i~c-io~adas ·con la trarisformación celular [71. 72] · 

. --· -· ... ·.," __ ,_._. - . . . " - .. -

Se sabe que la introducción del:ADN -de HPV-16- a las células NHI 3T3 de ratón, les 

confiere la _capacidad ·de generar. rumores cuando son implantadas en ratones 

inmunosuprimiél-os -1751. Asimismo. las Oncoproteínas E6 y E7 son eficientes para inducir 

la inn1ortalización de células epiteliales humanas in vitro. Células epiteliales de prepucio y 

queratinocitos de humano pueden ser inmortalizadas por la expresión única de E7. 

mientras la coexpresión con E6 aumenta la frecuencia de inmortalización [76,77). 

El principal blanco celular del gen E7, es la forma fosforilada activa de la proteína 

retinoblascoma (pRb), -por lo que esta unión impide que pRb bloquee la transcripción de 

genes involucrados en la progresión Gl-S del ciclo celular (69,73]. Por otro lado, el 

blanco de la oncoproteína E6 es el gen supresor de rumor p53. La proteína E6 al unirse a 

la p53 provoca su degradación [7'.?J. 

1 T'SSIS CON 
J!iL -~ ·-: --11 C)P.ICIEI'J 
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Producción de una linea celular endotelial bovina 

JUSTIFICACIÓN 
·.-_:,_:c,_._·-=--.E ---'~:·;-='--'-'-· 

Las células endoi:eli.ales' en:~tlJ.ltivo constituyen un rnodel.o mlJ.)'.,útil para estudiar la 
'-·' .. ;.:,:;_·-. :.-; ~:. •; - ··,- - . - - - . 

expresión y .acción de:faC:tores·;·cap~ces de regularla angiogénesis; SiI1·en1bargo,:. la 

~::.::~~1~~i !i~J~]~~~:~f~~1J:i~~~~~Íil~!:~~E 
celulares (p~~·'§J9.ffi.~1~f;;;~b~cJblastos) o C:é1LÍ1as • endoteliales;;:con,;caractensticas . diversas 

::::~:: ;7·~tt;:~r~:~::~:."::··.:o::::~:nt~~~~if (~f f ;,~Ji~··'~.·.f.:· ..•. ~.\~~tt 
iniciales <:!~1·6G'i'riv6:' ... ·. ·· ·· · ···· . · 

.. . _: ::3~?::.~~}~,::i~; . -. - ,-, '>_i\~;··" "~- # 

"La'generaciÓn .de :una !mea celular endotehal;: presenta:.como ,v.entaJa:.1a:·obt.enc1on de 
.· -.- .· ·; ,: -)<·, .... ~-- ·-. .• . . - _ -:_. f -.-, / ··:·: <:'.;·:y-::!;::~';:~:;:,>5f:2::}:f:~-~~??P:~:~~~~:rfi;::~1i~r~:t~(~~-;:~;·-?~~\:.--'-\~. . ~- :. 

endotelio /homogéneo con reproducción·. indefinida)cEstas'.'~a~a~tél"ístic~s yáunientari la 

dispon'.!Jilid;d .~e 1.os. cultivos. y .facilitan"la;:~=P~ÍiY~~i~x:~~K:;~t.r¡J,~t~t~tit~~!¿~~~biriados ª 
estudi.ar la regulación del endotelio por ar;;,:;:isos. factores' biológicos::;A:sirnisino' las células 

· -- -- · ·· ··· · ·- ·:-:_-,_::\r:::.'.::-:_;·?;'·!.~.,>fi;_~:;~)::~~-·:,~-:x;i;;_~· !>:; .. :~~:~:~;r::~:'..:{F:J;f,:?~~-'/<: ·,:·:.:·_:. ~·-. 
endoteliales inmortales, permiten ésructliir posibl<!~}·c~í-a~terísticas<"asocfadas con la 

~:~:;;0•:~:=·~~:.:::0:::;.~,:'?t";~1•cf"\i\ ~Q~:;\!'!~ 1~~~l~n'l~6~ .. ,,~n :· ·. faem«' 
El propósito de éste estlldio' Ítie ~n~Iizar·si la í:ransfecciÓn'cleÍ"endote'Úodérivado de 

.,._;-_ ... ,. 

la vena umbilical bovina. con_ los oricogenes· E6 y ET de0 HPV '115/genera "ú'Ua línea celular 

angiogt!nesis. 

'IESlS CON 
FALL!\ 

..• ¡\,f. Ce.jera Juáre= J,VB-UNA,\4. ¡.; 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 

HIPOTESIS 

Los oncogenes E6/E7 del HPV 16 generan líneas celulares endoteliales que.mantienen la 

diferenciación del endotelio. expresan PRL y responden a la PRL 16K. 

OBJETIVOS 

a) Generar una línea celular endotelial inrnonal mediante la expresión de los genes E6/E7 

del HPV 16 en células endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC). 

b) Determinar las propiedades de. endotelio diferenciado_ en la línea celular irunortal 

BUVEC. 

e) Determinar la expresión del ARi." mensajero PRL y el efecto de la PRL 16K en la 

línea celular inmortal BUVEC. 

i'vf. Cajero Juáre= 

TESIS CON 
.._F_A_L_L_P.,_, _D] QJ~ G~N 1 

INB-UNANI. 15 



Producción de una linea celular endocelial bovina 

MATERIALES Y MÉTODOS 

l. Producción de la línea endotelial inmortal 

1. Aislamiento y cultbro de células BUVEC 

Las células endoteliales füeron aisladas de la manera . siguiente: .co.i:i algunás 

modificaciones [78]. Cordones umbilicales bovinos (2-3) obtenidos· en el·rastro:municipal 

fueron Ja fuente de células endoteliales de la vena umbÚi~al .boytr~a'..c(BUVEC). Los 

cordones fueron lavados en PBS y transportados al laborá.tori~ é~':H:3.rii2i~··ca::4 ºC: Las 

venas del cordón fueron canuladas y lavadas con Hank/s pa~;,t,/éüril:i'n.ardós réstos de 
. ·,. •,.,·.:- .• .-'. 

sangre. Un extremo de, fa vena se cerró y por el otro se.iny§C:iái-6~"1·5.,;~tde'uriasolución 

de tripsina-EDTA (0.5%) y se le incubo por 20, rnin :i 37 óc~ .17~'s'ispen~ión celular se 

diluyó en 15 mi de medio de cultivo completo cf'.12K; •. ::10%' .Suero• de ternera y 

antibióticos) y se centrifugó por 6 min a 2000 rpm a~~empe_raru.ra ambiente. El paquete 

celular se rcsuspendió en 6 mi de medio.de c~ltivo y•2".rnide Ja.suspensión celular se 

sembró en cajas de cultivo <;35rmn). Las células se manthvíeron bajo una atmósfera de 

CO: (5%) y aire (95%) a 37 ºC hasta su cÓrifluenci:i. Los cultivos cont1uentes fueron 

arnplificados mediante diluciones (1 :3) y resembrados en cajas de 100 mm .. En sus etapas 

iniciales una porción del endotelio fue congelado en nitrógeno líquido. en1pleando suero 

de ternera con 10% de Dl'.VlSO. 

2. Construcción del vector pCl\-lV ~E6E7 

La construcción· ~ecomblname··fue realizada. de acuerdo a técnicas estándares de 

ingeniería genética [79.80]. 'ELveci:orde clonación einpleaé:ió fue el plásrnido pCDNA3 que 

contiene el inserto E6E7 bajo el promotor del citomegalovirus .éc~l.v}:'y .. 'et' gen de 

resistencia a geneticina (G418). un análogo de la neomicii~a. bajo el p~o'iTl~t()r del virus 

del simio 40 (SV40). El vector pCDNA3 (5 µg) fue conadb C:6°~Ji~:e~Íma EcoRl. 

Paralelamente el plásmido pSV-E6E7 que contiene las ~ec~~~ci~ É6 ~ :E7 (s.So pb) de 

HPV-16. se cortó con la enzima EcoRl para liberar: el in5~rto d;;.85o ~b> Ambas 

digestiones enzimáticas (5 U EcoRl/~lg de ADN) se realizaron por 30 min a 37 ºC. Los 

productos de la digestión se analizaron mediante geles de agarosa al 1 % teñidos con 

bromu1·0 de ctidio. La ligación molecular (vector +. insen:o) fue de tipo pegajoso. 

TT~.~:::. C()H 
1vl. Cajero Juárez F .. <.r. . . , , " : , ,., ·,-e \T 1 
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Producción de una línea celular endorelia! bovina 

empleando 20 ng del vector y 5 ng del inserto. A está mezcla de inserto y vector se 

agregó Ja enzima T4·DNAdigasa (3.U) en un volumen final de 10 µl y la reacción se 

incubó por 2 ha 24.0c:)EJ·~¿ctorresultante contuvo.el insertoE6E7bajo el proinoto~ de 

CMV y el gen de• resi~.teriéÍa·~ gene~idna y se denomirió pCMV ~E6/E7 . 
..... -•,, ":.,..~, ;t< ~ 

3. TransfecclÓ~ ;,!~'1~Í';'~; ; · · · .. 

La ·e1ec:tf8~~1~~::2E·;empleo c~mo.-~l mé;~d.; d:~:~~~?sfe~ción.• .·Dos. millones de 

BUVEC en 800:~¡ ~~·~e~lÓ bPTIME~ CG~Bco); se~trahsfeétarÓn con 10 µg del vector 

:.:::~:~º~f ~~ri~~\f~lltW~~ifü\~!~!f r:~~t:%,:t:;:·:~::~::~~ 
4. Selección ycl~mici~n c~lula;'. . 

Cuarerita y ocho horas post-t~ii.nsfección, las células electroporadas BUVEC-E6E7 

fueron cultivadas en medio de cul.tivo coinpleto con 500 µg/ml de G418, para eliminar las 

células que no incorporaron el plásrnido. pCiv1V-E6/E7 a su genoma celular. Como 

control negativo de resistencia se empicaron células BUVEC sin transfectar (silvestres). 

Se revisaron cotidianamente los cultivos por 4 sen1anas para detectar diferencias en la 

sobrevivencia celular y la formación de colonias resistentes a G418; 

Las células BUVEC-E6E7 .se clonaron por el método. e.le .diluci¿.1¡ • lirnimnte de la 

manera siguiente. Células BUVEC y BUVEC-E6E7 .. fue~ori · c6;e·chil~{ii,$}.y:; eÍ ritlmero 
_ ·--··.--- .;- •e~ .• :_:--'--.,--: ,-: -·. _ . . '- .. - ... ,:. __ ,_:,•> :-::'~"'·'··o'.--~c- :,;(·.:;;,:'-!-''--;-=--: _:,".~;·§,:'~:. -. ·,::_ ,· __ .,·.~ -' -: _ 

celular total·.'por c~ja.flle·determiimdo. mediante el ccmt~C> cel~lar''.clireC:.t~é"empleando, un 

hemocitómetro .. ·L~·;s_J~~~d~i~~es celulares se 'éliluye~Jr·;~J~~.~~~ffr'~~<2~;i~t~ p~;a.~~n~r 1 

célula B~J?C:-J?~f~,;.Y .1000 célula~;· BljVEC::, en~pl~~~:]·d~)9:~ ~bzo,s:~ .L.as BU.VEC se 

utilizaron co"mo.c'nci'dri~a~ pára sostener. la viablHd:id y)ictividaCÍ cfe:las BUVEC~E6E7. 

Cuando las ,cé1°J!';5 llegarori al .80% d.e confluencia" s.: ies agregó el an~ibi~ticci' G41s (500 
-,-~·'.:..- ___ .. ,-,; ' . . :-· ·- _ .. ·- .. , .. _ .· . ·' . -... . _: 

¡.<g/ml) para:'.elimir{ar•las células nodrizas. Cada tercer día se cambió el medio de cultivo 

por medio 1:-;esc() ca.o G41s. 

lví. Cajero Juáre= JNB-VNA,Vf. 17 



Producción de una línea celular endote/ial bovina 

Cuando las clonas celuláres BUVEC~E6E7 llegaron a subconfluencia. se cosecharon y se 
--· 

resembraron gr3.<lual~ei'i.í:e f:ri.caja~ de48, 24, 12. 6 poz¿,s y finalmente ~n cajas de 100 

mm. Al~anza:~~ la:c~r{~~:~~~: 7 ~~ 90%. las cajas se cosecharon, una pane _de la 

suspensión.celular se congeló y la otra se mantuvo para su posterior caracterización. 

5. Caracterización de BUVEC transCectadas 

a) Valoración de la inserción del oncogene E6E7 al genon1a celular 

a. l) Extracción de ADN 

El ADN total de células BUVEC y BUVEC-E6E7 se aisló mediante la técnica de 

Gene-Clean [SI]. Las células se colectaron en 400 µI de yoduro de sodio (Nal) 6M con 

1.5 % de bisulfito de sodio y se centrifugaron a 10,000 rpm. A la fase acuosa recuperada 

en rubo nuevo se le agregaron 30 µI de la suspensión de sílica (1 mg/rnl). La mezcla se 

agitó por 5 minutos a 4 ºC y se centrifugó a 10.000 rpm por 30 seg. La pastilla se 

resuspendi_ó (Vortex) en 300 µI de solución de lavado (50 mi de etanol y 50_ mi de 

solución-con 20 mM Tris. pH 7.4. 1 mM EDTA y 0.1 M NaCI) y se centrifugÓ' c¿,m~ 
amerion;,eme. Firiahnenté, la pastilla se resuspendió en 50 µI de agu~ é:sté;i1;'::Y~ ~e'~cla 
se incubó por 5 minutos it 55 ºC y se centrifugó corno anteriorn-;erii~}'§i~?Bf~i'iact~nte 
que lleva al ADN diluido se recuperó en tubo nuevo (este paso sé _rei:;itió;2.. veces).'· 

.;_-,·· 
-: ,~:··-_; i::~ :;_:. ._ ;):; 

a.2) PCR _ ·-: _ 

La PCR se realizó· mezclando 2 µ! de la mezcla de d1-..ri'~~(Á6-r_c 200 ;.,.M cada 

uno); 1 µ!de amortiguador lOX; MgCl> (final 1.5 µM);_l ffd,eTaq or-¡Apolim~rasa; 25 

pM de c:ida uno de los primers 5 'y 3 • específicos de.Ja secuencia a amplificar y DNA o 

reacción de RT en un volumen final de 50 µL. La reac.C:iÓr1" ~~ realizó en un terrnociclador 

GenAmp 2400 (PERKJN-ELMER). Los _oligonu~leotidos empleados en las reacciones de 

PCR para el producto E6E7 de 1000 pb fueron: (1) 5 - -CCA TTT AA T ggC AgA 'TTT 

CCT TAg-3.; (2) 5. -CAg Tgg TCA TCA CCA TgA ACA g-3 .. Para el producto E6E7 

de 410 pb se utilizaron los oligonucleotidos: (3) 5'-TAA TAC gAC TCA CTA TAg 

Tf 81~~ COI·: 
lvf. Cajero Jucíre= f r - ·..,-;,-.-r···1•"·T 
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Producción de una linea celular endotelial bovina 

3' y (4) .. 5'-ATT,TAg·gTg ACA CTA TAg-3'. Los oligonucleotidos y el tamaño del 

producto amplifi~aci6 por eÚos se ilustra en la figura 4 A. 

a.3) Dete~~iól'l c:iel oncogen E6E7 por inmunocitoquímica 

se sembraron en cubreobjetos estériles cubiertos con 

fibronectina ·c1o;·µg/in1) en placas de 12 pozos y aproximadamente al 80% de confluencia. 

Las céluh.~:S·:-~-~-:iávaroh con PBS. se fijaron en paraformaldehído al 2 % durante 20. niinutos 

a temp~r~tÜr~-·~bie'nte y posteriormente se lavaron 5 veces con PBS. Sub;e'cuent~mente. 
las ~él~lass~incuba~on con suero normal caprino diluido 1:10 en PBS~Jdtófl(tritón'0.3 
% en P.Bs:··1X);: 'durante dos horas en cámara húmeda a terriperatura<'ambierite. para 

. ' . ., ' ,, - _, - . . - .. - . ' -- ,.: .. ~ - ·- . ' ,¡.- . ' '.\ . « ;-. • -

bloquear: si_tiÓs '.de. pegado inespecíficos. se lavaron tres vecesé'coíí rss'.'°T[hón y se 

incub~ron _en.áuseni:i~ o presencia del anticuerpo monoclonal iÍlÚ~p~oteína·:E:+(zY~lED. 
Laboratori~i San. Francisco California~. EUA). diluido :1 ;:2.··~'ri'/P~S:_:;¡:;¡Í:~;:¡:~t~~p~ra~ra 

: .•.. : .. , .,.;:.< :,·.: - . -/- .':-"".'.:":-'~\\":,::,-:·::·~(::'.: ::(:\.-.. :~;<:,_:-'.·:·<. -,_ .. ._.- ... ::·. '., : . : 
ambiente'en~'cárnara húmeda durante toda la noche.(18.,-20'horas)~·2AJ,.día. siguiente·Ias 

::1:1:;ªs~6~~:r~;n!o:::t:c::~:::~::~:~. ~e s:a~::~f J i~,f~~i#5tf o:ati:~r~Jl~~:n¿;:~· 
Jaboratorie~ \ve~¡ Baltimore PA) diluidos 1: 100 ~n:P'a~~T~it:S~:(Finalmente las celulás se 

lava~on 4've8ids con PBS-Tritón y una vez con'PBS:}Lo~;~¿breobjetos•sé: montaron en 

portaobjetos con PBS-glicerol (1 :1): las células. se o~~~·r:,;ar~n y se fotografiaron en un 

microscopio de fluorescencia (Olympus BX60).·· · 

b) Análisis del ciclo celular 

b.l) Duración 

Cincuenta mil células BUVEC fueron sembradas en cajas de 60 ·mm en medio de 

cultivo completo y los conteos celulares se realizaron a las 24 horas-(ti_empo O). º·bien a 

las 48, 72. 96. 130, 154 y · 178 horas post-siembra. En cada caso' ·3 cajas fueron 

cosechadas y el número. celular total por caja fue determinado. mediante el conte() celular 

directo empleando ·un hemocitómetro. El número celular promedio de' los triplicados fué 

graficado para determinar la duración en horas de la división de las célufas no 

transfectadas (silvestres). 

;\/!. Cajero Jucírez TESlS CON INB-UNAAf. 19 



Producción de una linea celular endorelial bovina 

b) Tasa de proliferación. 

Quinientas miL célulás .BUVEC- o_ BUVEC-E6E7 fueron sembradas en cada 

resiembra en cajas de 100 nÚ{i~¿orr:ri\eaic:i:i~~ cultivo completo: Los ·conteos celulares se 
. . " .... , . " ~: ··'. .· J" ·. '. . . 

realizaron cada ·tercer dfa;(subconfluericia) pOst-resiembr~. En cada caso; tr~s-cajas 
fueron cosechadas y el· nÍJ'~~rb'~~1i:.ii~r total . por. caja determinad6 ínediárn~-~~Í conteo 

celular directo . effi'¡:)1ciancf~"',i~il\ hern\'.>Cii:ómeéro .. El numero celular'' ~yom:edlo: dé . los 

triplicados. fué ~~afici~J¿,'· para .d~terminar la tasa de proliferación ceh.liar<'a '[r-~vés' del 

tiempo~ 
··.:·i·_ .. -;. 

.,.• 

JI. Análisis _de propiedades endoteliales 

u) Detección· de la proteína Von '\Villebrand 

Células BUVEC. BUVEC-E6E7 y las cuatro clonas BVE-E6E7~1;-2,-3 y -4 fu'eron· 

sembradas en cubreobjetos estériles cubiertos ca~. fibrcinectiria·· y ... sé ·proéesaro11 para· 
• ' • • ' • • • ••• - • • • • • : • - • - • • < •• ~ 

inmunocitoquímica como se mencionó anteriormente para' lá proteína' E7;, Las células se 

incubaron toda la·noche con el anticuerpo monoc;Iom.1.l á.11.ti~factor.:yon .~illébrand humano 

(ZYMED Laboratories. San Francisco. :e;._; EU~) dll~fd~ :1·:50b' e'r:' PBS~Tri~Ón 
Posteriormente. las laminillas se lavaron re~etidament~ ~~n PBs.} ~~ i~~~b~["On por 2 hrs 

con un segundo anticuerpo de conejo anti-IGg de ratóri ac6p1ac!~-'a•~c;c!mnp-ia.' 

b) Unión de lcctinas 

La presencia de carbohidratos específicos en la membran~, d~I _e1{cl~teÚo se evaluó 

mediante el uso de lectirias fluorescentes de acuerdo aLiíTíétb'do/ciescrifo · [8'.?.83]. 

Brevemente, las células BUVEC, BUVEC-E6E7 y BVE-E6ET~Ú~3;~j'/'-;4 ~fueron 
sembradas en laminillas y se fijaron como en los casos anteriÓr¿~~-' ~~~- c'é1Ü1i~~fijad~ se 

;;,·:.<·----':;~:r: >.·.>l.;-:-_-~,·.-::-/,;:_<·<.:;,'.<::- .. ·· • · ·• · 
incubaron por 2 h a 37 ºC con las lectinas de U/ex europaeus (100 'µg/ml)'.·y· B_émdeiraea 

_simplicifolia (25 µg/ml) acopladas a rodarnina (BSI-TRICT y''¡'¡ji;t'~rf1i{iC:fJ'a~~~.de 
SIGMA). Finalmente las células se lavaron 4 veces con PBS~,:;ri~ishY:Ü~¡;~:66_;{_,'f>as. (gs. 

- - -- . - -~ - "~ ... "•· ' - ' ::--'·,, 

cubreobjetos se montaron en portaobjetos con PES-glicerol (1:1);,; .las.:·células se 

observaron y se fotografiaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX60). ,. 

l'ESlS CON 
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Producción de una linea celular endotelial bovina 

c) Incorporación de LDL 

La iricor'poracióri de la lipopróteími de baja densi.dad (LDL) ·es otra característica 

que distingue al endo~~li6 vascular (82]. Ólul;i; BuVECf BUVEC-E6E7 y BVE-E6E7-1.~ 
2,-3 y -4 se sembrar~ri en cubreobjeto.s esté~iÍes C:l.i.bidrl:6s C:o'n. flbromic¡in~(fo...,:g/ml) en 

placas de. 12 pozos. Aproximadamente al .• SO % . d~ cbllfh.iencia;' .l~~ células se· inctibaron 

directamente por 2 h con 3 µl de la LDL (~O--~g/ml)';c¡;~l~d~ji~:'f6~~i~~ (.Di!~P:.~-LDL; 
Molecular probes, EUA). Finalmente las célÜ.las. !ie iav::l~on4.~·e'~e!i.con PBs:.Tritón y 1 

> ,_.··,._, • 

vez con PBS. Los cubreobjetos se montaron en '.portaobjetos con PBS-glice.rol (l :!): las 
. ' . '.· '·. 

células se observaron y se fotografiaron en un microscop.io· de· fluorescencia (Olympus 

BX60). 

d) Respuesta a factores n1itogénicos 

d. l) Dependencia del suero 

Cincuenta mil células BUVEC y BVEC-E6E7-l fueron cultivadas en cajas de 60 

mm. bajo diferentes concentraciones (O, l, 5, 10, 20 y 30:%) de suero·•riorrrial de. ternera 

y cinco días después se cosecharon y se determino el número ~elular total. 

d.2) Respuesta al VEGF 

!vlil células fueron sembradas en placas de 96 pozos .en medio de cultivo completo: 

cuando las células se adhirieron (24 horas después), se substituyó el medio por medio 

libre de suero con concentraciones crecientes (0.0l, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 y 15 ng/ml) 

del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Después de 72 horas se determinó• 

la proliferación celular a través del método de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-'difenil-2h-,. 
tetrazolio bromuro (!vlTT), que consistió en añadir 10 ¡.LI de MTT (5 mg/ml en PBS) por 

pozo e incubar por 4 horas a37 ºC.· Finalmente se adicionaron 100 µ1/pozo,,d;;'.SDS (10 

%)-HCI (0.4 N) y. las cajas se incubaron por 30 minutos a temperatl.i~a', ámbi~nte 
protegiendo la placa de la luz. El 'producto colorido (violeta) de la. reacción·~~ mldió por 

la reacción colorimétrica a 595 ~ eÓ. l.in lector de placas de ELISA (BIO-AAD, H~rcu"les 
CA). 

TEST•:: C0T\T 
lvI. Cnjero Juáre= Y!~ : ... ~; ¡,_1 INB-UNA.A·I. 21 
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Producción de una línea celular endote/ial bovina 

111. Expresión y efecto de PRL 

a) Expresión del gen PRL 

a.l) Extracción, transcripción inversa de R.J.""1A total y PCR 

El RNA celular total de células .BUVEC Y. BUYEC-E6E7.:.1 se aisló .de cajas de 

100 mm confluentes mediante la· técnica ·oe isotiocian~r,o de guanidina:fenol-cloroformo 

[84]. Transcripción inversa: un µg de;: RNA total de ·~élulas: BUVEC y BUVEC-E6E7-l · 

fué mezclado con 2 µI de amortig\i;{(ic)~IX;2 J:'I ·de dNTPs (AGTC); 0.5. µI de RNasin; 

l µl de oligo-dT y 2.5 U.de Jaenzima.transC:dpcasareversaen un·volumende:20µl .. La 

mezcla se dejó a temperarura'~rn!)Íerite ~of lCyrrii~ )• finalmente se incubó P.()r :35 iniri a 

45 o e para copiar el ARN a su forn1a el~ Am,r'C::>: ,} ~' ,··. 

Para Ja . arrÍplificilcióO. ,ele PRL :~~ 'uti{¡zaron • los siguiéntes 61;!i6rú.'i;;1eotidos 

:;~·::·¿;,i::;,;:~8~~~l\i:t*:~·M~-;~~~~[~~;&~in~i~~irr ~ 
473 pb;. '.!·con (3) <5 :-j-\.'gg.gCA.: AAg. ggT:T'C:P., TT~·•• cc:A·;.;r-~~~;qu:;árnplifü:ári. un 

producto .• de 4,~8 :~by ;, ·.con · (4). 5-~~·~.1~ri2~~;fr~i-~~s.~*r~lti~]:'~~~ •~ : que 
amplificaO.'uO.•'¡)r.;duC:i8 de 395 pb; ..• ,.;:; ~ i •; é'' '<, ,. :;.,··"~ <r 
b) Efecto'~l~t~~P;ciut:eráti~o de P,RL t~K~'. .~: :C:'.···" .. ' ·• ': ··• ,. < { . :+ : .. 

·La · PRL >i6K sé generó a:"¡)~rti~· Cil::; 1f1prbt~oÜ~i~ ~nz.irrii-lüca de· la. p'~eparación ·de 

referenéia ,dé' PRL: (donada: por~ 165.'.lnstini'tos Naci6nales de Salud (NIH) de·. EUA) y. se 

purificó de acuerdo al riiét~do des2riiJ;r~5~5f''°";<f> 
Mil células BUVEC (~esi6·0b~~-'~/~·'s~E-E6E7-1 (resiembra 37) fueron sembradas 

en placas de 96 pozos en me~iO''de71~'J'¡i¡~¿~~mpleto, cuando las células se adhirie~on (24 

horas. después) se elirrilnó 'e~/~~~¡¿; y ~e agregó medio libre de suero con VEGF (10 

ng/ml) y concentraciones éreci~;:¡'t:~'s •(o, 1, 10 y 50 ru'\/l) del fragmento de PRL 16K. 

Después de 72 ho.ras se determinó la proliferación celular a través del método. de l'vlTT. 

i\4. Cajero Juárez hVB-UNAlvl. 22 



Producción de una linea celular endotelial bovina 

RESULTADOS 

Transfección de células BUVEC con el vector pCMV-E6E7 

Células BUVEC y BUVEC transfectadas con el vector de expresión y selección 

pC1'vlV-E6E7. fueron cultivadas en presencia del antibiótico de selecció.':1_· g.em:ticin_a 

(G418). Al cabo de 3-4 semanas solo sobrevivieron al antibiótic'~·· los cultivos 

transfectados (Figura 4). Estos cultivos transfectados. así seleccionad~s/se c·~ecieron a 

confluencia con una dosis baja de G418 (100 µ,g/ml) para eviÍ:arÚa ,contaminación con 

células que no expresaran los oncogenes inmortalizantes'. ~-.:·L~:_:.~ 

~ .. ,¡'. ·:-'-', 

Análisis de lá integración cie los oncogénes en las células B~JÜ±:'..E6E7.: 
<:·~··.:'>·. 

La integración genómica de las :secuencias E6É7 'cte''.,.Hpv::.l.6 ·.én las células 
, , , 

transfectadas seleccionadas. se verificó por PCR ·,empleando· dÓs ·juegos de 

oligonucleótidos diseñados para amplificar dicha secuencia (Fi~ura 5A) .. La figura 5B 

muestra las reacciones de PCR empleando ADN genórnico de células BUVEC (carriles 1-

4), células BUVEC-E6E7 (carriles 5-8) y como confrol positivo el plásmido pCMV~E6E7 

(carriles 10 y 11). Dado que la secuencia genética E6E7. de 850 pb se clonó en la zona. de 

sitios únicos de corte del vector pCDNA3. los oligonucleótidos 1 (T7) :y 2 (SP6) 

hibridaron en Jos extretnos de dicha zona. lo que explica Ja presencia de un fragmento de 

ADN de 1000 pb. En Ja parte 3'de la secuencia genética que codifica para·la proteína E6 

híbrida el oligonucleotido 3 (HPV-5 ') y en el extremo 5 ·de la secuencia. que codifica 

para Ja proteína E7 híbrida el oligonucleotido 4 (HPV-3 '). Esta· c01nbin:ición de 

oligonucleotidos 3 y 4 generan. un producto .de 410 pb. que es especít'Í.co d.; la rfgión de 

fusión entre los genes virales E6 y E7 ·(Figura 5 A y B). Los resultad6~ -a~t.:,,riór~s 
muestran claramente Ja integración correcta del cassette de expresión .. cÍe~E6E7 Y· de 

resistencia a G418 en el genoma de, las.células BUVEC-E6E7 (carriles'5-8):· · 

Para determinar la expr~siÓi~ d'e las oncoproteínas virales se reaÚ'.zó .ii~ análÍsis por •, -;·;, - . _____ . __ ,,... ______ ,... __ 

inmunocitoquímica de las, cé,lulas BUVEC-E6E7. empleando un anticuerpo nionoC:Jonal de 

ratón contra Ja proteína E7: Como puede verse en Ja fotografía de la figura 5 C, todas las 

células BUVEC-E6E7 policlonales se marcaron positivamente con dicho anticuerpo. 

NI. Cajero Juáre= 
'b TE;~ i S ~ 'T·I 
V"~ .. : .' . ,_-i(·i¡'N 
.!. _-l.:.._~_~ .: __ ..: __ __:_·'--·-~.Li 
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Producción de una linea celuiar endotelial bovina 

A B e 

Fig: 4. Selección celular. Células BUVEC no transfectadas (A y B) y transfectadas (C) cultivadas 

en ausencia (A) o presencia (By C) del antibiótico G418 por 4 semanas. 
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1 ... ... 2 

--------j~~-C_M_V_~'--3~--'E==6=E~7'--~--lf----l Sv4C 

..... -l 
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-l I () 
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)<=_N_oo _ ___, 

Fig: 5. Integración y expresión de las oncoproteínas E6E7. A) Plásmido pCMV-E6E7 que 

contiene: promotor de citomegalovirus (CMV); secuencias oncogenicas (E6E7); promotor del virus 

del simio 40 (SV40): gen de resistencia a G418 (Neo): oligonuleotidos l. 2. 3 y 4 para l¿i PCR 

(flechas). B) PCR del ADN genómico de células no transfectadas (carriles 1-4) y transfectadas 

(carriles 5-8): ADN de pCl'v1V-E6E7 (carriles 10 y 11) y control negativo sin ADN (carriles 12 y 

13): Marcador de peso molt:cular (carril 9). C) Inmunocicoquímica con 

transfectadas. Escala de la barra= 38 µ.m. r;;;:~-:-·:-:.·· .. ..,.1,7',_I, __ ,-.-.. r 
1"1. Cajero .Juárez ... 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 

La duración del ciclo celular de BUVEC silvestres fué determinado en condiciones 

normales de cultivo. El:conteo celular· direct_o por 5 días de-las cajas de cultivo.- mostró 

que las células duplicaron su mirrÍero célular aprÓxirnactim~"ote cad3. 24 :horas. (resultados 

no mostrados). 
·"--, . 

Para analizar la posibleinmortaliz17cic).ri ~f'..l~~i~r. dé lf::>s_c~l_!.iY?~:l3tJ'/J:;C-E6E7._ s~ 
determinó su tasa de proliferación a tr~vésctei•tie-hi.[>6' y-:-~;;; ~.;rilparÓ coll' 1::1de l;,_s células 

BUVEC. El número de células BUVEC-E6E7 i-~~ist~;,_~o al cabo'cle 48 h después de la 

resiembra (número de replicación) fué constante ·a lo--largo .de más de 60 resiembras. lo 

que es consistente con sus características inmortales. En contraposición. las células 

BUVEC disminuyeron su número de replicación a partir de la resiembra 20 (l<-igura 6). 

De manera consistente con la senescencia de los cultivos BUVEC se observaron cambios 

en su m_orfología celular. Por ejemplo. en la resiembra 21 las células BuV_~C 'mostraron 

un mayor tamaño que en las resiembras más tempranas. En contraposlCióI1~ r1o se-.ooservó 

diferencia en el tamaño de las células BUVEC-E6E7 a lo largo·_ del tie~11po. siendo su 

morfología celular similar a la de los cultivos jóvenes de BUVEC.:-(F_igura ·7). Pa;a 

comprobar que la aparente diferencia en tamaño no fué reflejo de una mayor superficie de 

adhesión. se tripsinaron los cultivós BUVEC silvestres y BUVEC-E6E7 y se comparó el 

volumen de las células en sÚspen_sión á_través de determinar el diámetro celular por medio 

de fotogratTas de_ los cultivos; :se observó que las células de los cultivos tardíos BUVEC 

poseen un mayor volumen que las de los cultivos BUVEC-E6E7 de edad equivalente 

(resultados no rnost.rados)_. 

Respuesta proliferativa de BUVEC-E6E7 a factores de crecinliento del suero. 

Una d-e las características de la trasformación rumora! es que la proliferación 

celular es independiente de la acción de factores de crecimiento presentes en el suero 

[83.86]. por esta razón. investigamos si los cultivos BUVEC-E6E7-1 mantenían una 

respuesta proliferativa en relación d_irecta a la concentración de suero presente en el 

medio de cultivo. Los cultivos transfectad_os no solo no fueron refractarios. sino que 

responden a concentraciones crecientes de suero y su proliferación aumenté 

significativamente más que la de los cultivos BlJVEC de tipo silvestre (Figura 8). 

,,_f. Cajero Juárcz 
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Producción de una línea ce/u/ar endotelio! bovina 
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Fig: 6. Tasa de replicación celular. Células BUVEC y BUVEC-E6E7 fueron sembradas a 

una densidad de 5 Xl05 en cajas de 100 mm y. el número celular fue registrado y graficado 

en cada resiembra llevada a cabo cada 48 h. 

n 

Fig: 7. l\lorl"ologfa de BUVEC-E6E7. Células BUVEC no transfectadas en la resiembra 6 

(A) y en la resiembra 21 (B) vs. BUVEC-E6E7 en resiembra 21 (C). Escala de la barra = 67 µm. 
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Producción de una línea celular endote/ia/ bovina 

Caracterización de células BUVEC-E6E7 clonadas 

A partir de Ja resiembra 21.-BUVEC-E6E7 fueron clonadas por dilución limitante 

en presencia de células nodrizas y _se otituvieron_-cuatro clonas que fueron caracterizadas 

en base a sus propiedades inmortales y específicas de endotelio. 

Prolife1'ación 

JJas. cuatro .clonas. mantuvieron una tasa _de' proli:fe_rac:ión (número de células cada 

48 h) estable por mas de 40 resiembras (Figur:i 6). -

Propiedades' endoteliales 

Expresión de _la proteína Von Willebrand 

La~ células endoteliales sintetizan a la prot~íni'-v()n_-Wi!Í~brand y la almacenan en 

pequeñas vesículas en el citoplasma. Cuando hay\1~ da.~¿, ~¡ t~Jid~/ la proteína se libera 
- ,,· . -· 

actuando como un ligando plaquetario en los procesos. de 'adhesión plaquetas-endotelio. 

Dado que los diversos endotelios producen est::i proteíri~. Stl irihi'i:ifiotÍn~iÓn es uno de los 

parámetros más utilizados para 
-_ -- '"" ---. 

la caracterización_ d~I endÓÍ:eliÓ,[S7J:' . Estudios de 

inrnunocitoquímica empleando- un anticuerpo policlonal .anti-:-pr'o-teín:a,V:on Willt!brand 

( l :500) y un segundo anticuerpo acoplado a flu()resceíná ITi.óst~a~on-· l1n: marcaje- positivo 

tanto en las células BUVEC como en las clon~s: 1-4 'de BUVEC~-E6E7'. Demostrando que 

la expresión del oncogene E6E7 no altera está'propiedrid endote!Íal·(Figuras 9 y 10).· 
Unión de lectinas- _: ,-- " · .-:_ :-- _. · 

Las lectinas son molécul~~qüe'se ;J'n~~ espécíflc~m~l1.te ~(c:r~~hidratos. El patrón 

;~:~~~:i::2:2;:~:{~~lj~~i;~;1:~~~f :~:~~~~ 
::::::: ::2:?.!s2:~~~&~E ti~li~~:~~~:,:~:~:~:?::::::.:::: 
de la microvasculatura. siendo Ía uÍtiÓÍt :a<e~Í:a'-'1C::ctina más débil en el endotelio de vasos 

grandes [8'.!J. La fotografía de la figura 8 E y F muestra de manera clara que las células 

BU'VEC-E6E7-l fueron reconocidas por ambas lectinas. y_ por lo tanto la transfección de 

lvl. Cajero Juárez INB-U/'lA,\•l. 27 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 
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Fig: S. Estintulación de la proliferación celular dependiente de suero. Proliferación de células 

BUVEC (resiembra 6) y BUVEC-E6E7 (resiembra 3'.!) en respuesta a concentraciones crecientes 

de suero. Los valores son el número celular toLal por pozo (60 nun) y representan el promedio + 

SEN! por triplicado. * p > 0.05 vs. BUVEC. 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 
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Fig: 9. Caracterización de la clona BVE-E6E7-L La línea BVE-E6E7-l fué positiva 

Para la oncoproteína E7 (A) y para la proteína Von Willebrand (C); estas célualas 

incorporan Ja LDL (D) y reaccionan contra las lectinas BSI (E) y UEA-1 (F) 

específicas de endotelio. Además. estas células :arman monocapas comfluentes 

(B). Escala de la barra = 38 µ.m cara A. E. F v 67 µ.m para C y D. 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 
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Fig: 10. Caractcl"izución de las clonas BVE-E6E7. Las clonas celulares BVE-E6E7-2, -3 y -4 

fueron positivas para la proteína Von '.Villebrand, incorporan la LDL y reaccionan con las lectinas 

BS-1 y UEA-1 específicas de endotelio. Estas células fueron analizadas en la resiembea 37. Escala 

de la barra = 38 µm. 
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Producción de una línea celular endorelial bovina 

los oncogenes no interfirió c6n la expresiÓn de carbohidratos característicos del endotelio. 
"' ' ,, 

En forma similar ambas lectinas:recoriocieron·a.la5 clonas.2-4 de BUVEC-E6E7 (Figura 
- -.~ ·~---~~~· ~é~:\~; --10). 

Incorporación de la'LDL' ·.;>·:·. 

Otro criterio ampliiiffiente ut:Hizad6 para"la :'caracterización del endotelio es la 

incorporación de la lipoprotcína d~·~-b;:j';ij:i,bh~id;:;d:.;([i5L)~'.~;;~:f;; é·Íue el uso de la LDL 
.. ; : ... , »'-{-·'·'· ,_ ._. __ ... ·'. :_,· 

constituye una prueba muy empleada para···evaluar' la capacldad.:metabólica .de las células 

endoteliales [83]. Nuestros resultados most~~~Ó~ qi.i~< 1a'~.cé1ulas BUVEC-E6E7-1.2.3. y 4 

también incorporan la LDL (Figura.9 y 10): 

Respuesta al VEGF 

Consistente con sus propiedades de endotelio diferenciado el VEGF. conocido 

factor mitogénico específico de las células éndoleliáles(88.89J, estimuló la proliferación de 

las células BUVEC-E6E7-1 (Figura 11). El' VEGF estimuló su proliferación en forma 

dependiente de la dosis, sin embargo se observaron diferencias con respecto a la acción 

del VEGF entre la clona BUVEC E6E7-1 y las BUVEC silvestres (Figura 11). La clona 

most:ró una respuest:a proliferativa'· incrementada con respecto a las·· células silvestr.es, 

alcanzando el crecimiento m:i.ximo a una ·dosis menor (5 ng/ml) y .10 mantuvo aún bajo la 

concentración máxima de VEG F (fOO ng/ml). 

Expresión y efecto d~ PRL en BlJV'EC.:-E6E7-:1 .. .. . , 

El uso potencial de la cÍ~~~ B:uVEC-E6E7-1' pri:r~. e~~ is~~io de ; factores 

::::1::~~~=s 7 :: ::~i::s~:e:i;~::;~~=~~it~~~f~~~i;:.~:~ª:;;~ ;;,~r;:~~ de PRL por 

~ª~\~~~~~§~~JJ!il !ll\~~~~~~lf~1:1~~~ 
,,·. •' 

amplific'an un fragmento .. de 473 pb (carriles 1.5,7); 6 y 7 un fragmento de 428 pb 

TEST~ C0~'I 
kl. Cajero Juárez FALL . ___ : _ __'..:::_'_,;~AJ INB-UNA.;'vf. 31 



Producción de una línea celular endotelial bovina 
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Fig: 11. Estimulación de la proliferación celular por VEGF. Proliferacién de células BUVEC 

(resiembra 7) y ·BVE-E6E7-l (resiembra 37) en respuesta a concentraciones cn·cientes del mitógeno 

VEGF. Los valores son el promedio± SEM * p < 0.05 vs. control respectivo sin ·vEGF. 
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Producción de una línea celulcir endotelial bovina 

. . ' . . 

(carriles 2.6.8) y 7 yc8''Url fragmento,de 395 pb (carriles 3,7,9). Como control positivo 

se empleo el plási;uci6 pSDN~-E6E7 C:()~ las rnis¡nas tres series de primers (carriles 7-9). 

se 

crecientes del ,,,_,, ,,,.,,, 'C6,~o"'~uede' observarse en la grafica 

de la figura c'12·~,8;~1;i/PR?- '{6i<. i~Íbló en forma dosis-dependiente la proliferación 

induCida por el VEGFen a;:Titié>'s tipos celulares~, 

1\4. Cajero Juáre= INB-UNA1\L 33 
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Producción de una línea celular endotelial bovina 
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Fig: 12. Expresión del gen PRL en BUVEC. A) Detección de la expresión del AR.i."m de PRL 

en células BUVEC y BVE-E6E7-l empleando RT-PCR con tres combinaciones de 

oligonucleoticlos complementarios al cADN de la PRL y Sout:1ern blot~ La PCR amplificó 

productos similares en BUVEC resiembra 7 (carriles 1-3); BVE-E6E7..:l .resiembra 37 (carriles 4-

6) y en el plásmido pB-bPRL (carriles 7-9).<C<:Í~t~bici~~i{~~~ii~b'sCd6~'.~~(cdrri!es 10; 11)- B) 

Inhibición de !a proliferación celular inducida poi:/YEGF,,(10, ng/i:Ííl) de;BlI'v'EC y BVE-E6E7-l 
- ... · ... ,_. --' ' ·,,- ' .. , - '- - -· .. 

por concentraciones crecientes de. PRL-16K. L?s \valores: s.on exprésac!os, como. el. porcentaje de 

aumento en la proliferación induCida por VEGF. en relación a las células no tratadas 

(proliferación basal). Los valores son promedio± SEM *p < 0.05 vs_ valores sin PRL-16K-

NI. Cr.yero .luárez 
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Producción de unc1 línea celular endotelial bovina 

DISCUSION 
El -vascufar es Üno~-Cib· los principales sistemas que funcionan durante el -desarrollo 

-. ·-· ,_-,. ~:;; -- ·. 
de los vertébrádos; - :Y'U la 5

• formación de una nueva red de ·vasos s~nguíneos - es. 

absolutamente' esencial ¡;a:r:a. '·la sobrevivencia. crecimiento y diferenciaCióri del embrión. 

:::~.::~c;:r·.-~tg;f f t~l~~;Il?W:,i::p:r:~:: ::0:i:~:a:: .f i~~r:~t~~0~:~C::7ÁWruÍi~tJ~?s:~z~: · 
aun. el endotelioju'ega un~ papel impoi-tante en la. hoíneos'tasis\v~s¿ular;'Y.a'qué este tiene 

. . - . ' . . "':_· • "' ··... . ·-. . ' ._ . ' ., ' .-, .. - ·,:··" , •. ~ .. ' - " - . - .. ' . -- . i 

la habilidad<d~.produé.:ir:m(!diadores vasoactivos q\.le ;,í-¡:giihm las:funciones de las 

plaqt.Ít:tas. df/los' leu~'~6ii6s y de las cél~las, del múscÚÚ:_>:l;s~ ~~~é\:il~;;~s81 ~ · .- .. -.; .... -_ 
La. principal i'n-ipo~iimcia· del estudio_ del p;c,¿;;~é)Já:ri~i6'génl~o. radica en su 

influencia sobré difererites páté:>logías que de~e~den •de :1~· 5¡¿'b'~~:p~blifbra~iÓn de vasos 

sanguíneos y que incluyen al cáncer. la ~rt~itis {!~ü-~~t~ici,;;( y . las ~btinopatías 
proliferativas. Como ya se ha mencionado. acn_;a:1i'-i1¿rÍt~-~(~~-tijcli6 d~ ra.~Í:b~~s-q~e tienen 

la propiedad de inhibir la angiogénesis. ha recibido una.>g~~n -~te1~¿\ón-por su potencial 

clínico en el tratamiento de estos padecimientos.-

Entre los !"actores involucrados en la inbibiCión de la red .capilar 
. -

vascular. se han incluido a diferentes fragmentos peptídicos que provienen de grandes 

proteínas precursoras. las cuales en su forma nativa no tienen ninguna acción sobre el 

proceso angiogénico. Por ejemplo; la angiostatina-dcrivada de colágena tipo XVIII y la 

endosrmina un ~ragrnento del plasminógeno. inhibidores sistémicos de la angiogénesis. 

Otros de estos fragmentos provienen de la hormona _pro lactina una proteína con múltiples 

acciones. Los fragmentos N-.erminales de: 16 y 14 kDa de PRL poseen efectos anti­

angiogénicos. in vivo e in vitro ~9.12-15j. _Además también se sabe que las propias células 

endoteliales. expresan el gen de la-1:RL yprocesan la proteína hacia los fragmentos de_ l6 

y l4K [14,20.28,29]; hallazgos molecularés_qÚ~ sugi7ren úna probable acción de estas 

proteínas en la regulación autócrina deI~'.rJncióil.'erido~elial. 
... , "·- ~·' .••• : '. ,_._,.·,, < 

Los cultivos primarios utilizados:(para~e(;esrui:lio'C!é, la angiogénesis. como para 

otros procesos biológicos tienen como 'ctes-i/'c:;.;:i:a:ja:'~u; las experimentales se realizan con 

preparaciones nuevas. procedente· de difer~mes resiembras o individuos. Además la 

heterogeneidad de ios cultivos sé acentúa por la contaminación con otros tipos celulares 

M. Cajero Juárez TESTS CON 
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INB-UNAi\.l. 35 



Producción de una línea celular endote/ial bovina 

que es difícil evitar en su totalidad. ,c()'n respecto al endotelio. es frecuente que su vida de 

cultivo útil este - limitada-, ~'-las e priIJ1eras' resiembras, - lo que- aunado a los problemas 

relativos a su ais1arri:idnt6'y ii'obt.;nd6n:del rnateriaFbioÍÓgicÓ (sobretodo si es de origen 

humano), constiruy6fi;'1irrti!~~(§Ü~~ ,a.di¿;ionales , d~ sü ·uso en-, ta expe;irrientación: En 

general. estas li'r-ri.iifi'nte~"se ':suC::len'' obviar 'mediante ~eí-ictes'arrollocié línéas cdulares 

inmortales. 
- • .._.,,_ ·~•··'"""F~~o>-¡-,•·;~···~·--··-• _.·;•·,. . ..• ,, -•-.~~- ... ,, ""'";>-"••·•··"' ···--·· -

que,~ ¿freé:en', :~orno ;.yentajas pobÍació~ési'.;po_in'?geii:eas 'con :'prolifor:aéión 

ilimitada. • ' i _, .• ,' --//'{,';' - > : ., , ,_ ,, 
embargo,'_ el conocimiento de los mecanis'rnos:: celulares, y moleculares .que_ 

afectan las funciones de la células endotelialés. se tia visto limitado por _difi~~ltadés 
asociadas al empte'o,de_sus cultivos primarios. ,la.falta de líneas celuÍares, ~~pace~ de 

mantener un fenotipo diferenciado. Los cultivos primarios de células endoteliales 

presentan dificultades para un análisis prolongado, debido a que P_l1ede'n :._sufrir' 

Sin 

alteraciones en su respuesta a factores de crecimiento o citocinas [81.88]. 
-:< 

1\-lás aún, las células endoteliales difieren de acuerdo al tipo de vaso. y_ ?rga:_no del 

que provienen [86]. Por ejemplo, existen diferencias en el tipo y cantidad de:rri~técÚlas, de 

adhesión expresadas por células de l,a microvascularura y el endotelio <l;;, ·-~h's:¿s:·-;i~~ndes 
[86]. Además la heterogeneidad celular también se extiende á las •_difé:r~ndi~~;,,~;t're\tos 
lechos vasculares de los dif~rentes órganos y tejidos. Por ejemplo., cel;_¡t~}'';iri'dÜt~lí::Úes- de 
l:i microcirculación de la retina o del cerebro, difieren de o{~bs'~:-,j'Ü'~:~~:(~i:ii>ii'a~es _ 

~ '·• . ' '-·.º ., ,. 

(macrocirculación) en sus ¡:>ropiedades de permeabilidad - y expresiói-i"":cie:(faétÓres 

angiogénicos [89-93]. También· existen diferencias entre endot~1¡<:;5YJ¿~j'¡'~'.;:'<;'~~c~Íátura 
\.-_ .. ,, :~-~'.~·2<: ;.-_,~· -:: ,·,.:., ___ -< ,. 

::::~é~ae:a~::1::ur;a~~::r y l:nt::t:::::i~:ci1::·9 ~~ ::: ee;:::,i~ll!V;~~~~f ~Pl~~~J~te~~~~: -
endotelios, superar dificultades asociadas con los tiempos c:::rtos d;;~;ck'éri'.~httl~;oy la 

dediferenciación de cultivos endoteliales primarios. Logr:and~':d~~eii~:;'~~ariei:~:;~6ntir- con 

un modelo consistente para estudiar la función de la célula enc:Íiiteliai: ' 

La mayoría de los estudios en endotelio de vena. 'han ús~d~ cé\u1~~ deriv~das de venas 

umbilicales humanas (HUVEC). Esras células poseen,Ún,tiempo corto de vida en cultivo 

(3-5 resiembras). altos requerimientos de suero, factores de crecimiento, natrices 

celulares, aditivos para su crecimiento y una gran variabilidad de respuestas en ensayos 

TESE CON 
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Producción de una línea celular endotelia/ bovina 

funcionales [57,76]. Actualmente existen Ifrieas celulares de HUVEC que sin embargo 

adolecen de perdidasm~yor6s'o m~nores deÍ fenotipoendot~lial diferenciado (91,92]. 

:::~€;~:~~I~ii~~~~~~~t~~i~~(f ~:t~=l~~~~~rafi¿=~~ 
MúitipÍ~i i é~'t!ucti~s é, han j;i?~~~r:i'.~:J''.;::~~~; '1~ '(~:presiór1 Cíe · E6E7 ······de; . H~v .,16; 

inmortalizan>.· eficientemente.·: ;,,n:;i9s·~~ 1.fruj~if ceiuI~res incluyendo fibroblastos [66], 

queratinocitos (67,99] y células del.tnúséüio.Íis6'¡68Íc.Asimismo la transfecdón con EGE7 ,· . ~ . . 

ha generado líneas celulares a paáir, d;;:'e'piteoIÍbs diversos a saber: células epiteliales de la 

glándula. mamaria (94]; de la cavidad i;J~al h~fri~ms 195]. de los duetos pancreáticos [96], 

de los bronquios [67] y de la próstata [97]: Por.último los oncogenes E6E7 han pennitido 

inmortalizar células endoteliales de ·cerebro de rata [991 y células endoteliales de la vena 

umbilical humana [63]. 

Consistente con los reportes mencionados las células endoteliales de la vena umbilical. 

bovina (BUVEC). transfectadas con los . oncogenes E6E7 de HPV-16 fueron 

inmortalizadas con éxito. La integración de .los· oncogcnes E6E7 al genoma celular. y la 

expresión de la proteína E7 se verificó· mediante ·'-· ,·. __ ,., ·. PCR e inmunocitoquírnica 

respectivamente. Las células BUVEC~E6E7 rri~ntuvieron una tasa alta de .. proliferación 

por más de 120 ciclos de reproducción s·i~··~os~~ar señales de senescencia. Además el 

tamaño y morfología e'.:: las BUVJ::.C-E6,E:.7,·.Íue;on comparables a los de los cultivos 

jóvenes de BUVEC. En contraposi~ióii'í~s-\:_éíulas BUVEC no transféct;...,das; ·declinaron 

su proliferación a partir -le! cic16'.C:6\Üi~? .. '. 40. cuando ya mostraban claras señales de 

senescencia. 
• -. ·O '· - "i . ·_!. >:·:---~:,. ,· .. 

principal, mecanisrr1.º: p'.~;. :¿'¡· .·~lih~ /¡:{ expresión .de las. oncoproteínas 

inmortaliza ha sido conocido; po~~aígi'.in;'tiempo: Se ha mostrado que la proteína E6 se une 

a la proteína p53 ·• ~r6mb~i~~~~··~;:i.;'Ci6;i~ad~~iÓI'l..IUientrru; que la proteína E7 se une al 

producto del gen de· retinobl~sioin~ ).' lo •inactiva [72.73J. Si bien estos hallazgos son 

consistentes con la participación Í:le las proteínas E6E7 en carcinogénesis. líneas 

El E6E7 

1'-'f. Cajero J11árez 
TEST<: (~~·' -----1 
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Producción de una linea celular endotelial bovina 

inmortalizadas con E6E7 de HPV-16 no pa~.ecen;estar completamente transformadas [74]. 

Estas lineas son incapaces de· crecer ene• fcirma':.indeperi.diente al':anclaje,. no .. son 

Lumorigénicas en ratones con el sistem~:; inrnÚrie'.>dep;imidÓ,'. mantienen',cariotipos 

normales y fenotipos estables a Jos de su tipo c~lii;~;_: o~Íiin~i '[66'.~sj;(r_::i:;:;a'n5fe¿éióri. con 

E6E7 de HPV- l 6 sirve como un búen modelo p~ii '~_gcig~;iii;'füi.~~¿' é~'l;:iÍ~1n~~Ü~u~: p°ueden 

man::::i::::~~e:::c::s d~::::::~::::~i~~t;~}:;¡~éEJ~f?Z~{til~lféf f~~[j~;~~~!:~ ··de 

:::~e::::~t~~:ó c::tr:u::~ve:: ::::r~s si~Z~!E?J~:~~~iÜ~$ª~2ci~1tr:t;1:J~:Prnd:::: 
trabajo, son inmortales en' cuanto' a que mantieñén· una 'alta: t:isa él~, replicación por más 

120 ciclos de reproducción y retierien caracte;ís~i¿rui ~6rf~lógi~a~ y fen~típicas de un 

endotelio diferenciado. Las .cuatro clonas expresan ila::·protci:ína .Van \Villebránd, 

incorporan LDL acetilada, y poseen un parrón de carbohidratos membranales 

característicos del endotelio vascular. manif~stada por sú:,reacción a lectinas específicas. 

Más aún las BUVEC~E6E7. responden a la acción proÍiferativa del suero y .la éfona BVE­

E6E7- l al efecto mi~ogénico de factores angiogénicos'especificos (VEGF). 

Por otra parte, un estudio posterior ~erificó'due la línea BVE-E6E7,-l; no,presenta 
,.:::.",'• 

inestabilidad genómica, de acuerdo a la ausencia de anormalidades e11 ·1o·s'.?é.fitroso~as, 

caracterizada por la inmunorreactividad a ' la .g3.111rria::..rubulina, 
5
de ~ici~·.· centrosómas 

cromosómicos [35]. Asimismo, no se detectaron diferencias signiflcaú~li.s'.e'n el;nlímero de 

cromosomas entre el tipo silvestre y Ja clona ef1ctotelial. La faltá .cle-~lt~rriclÓ~~i' a¡,'arentes 

en estos parámetros es consisLentc con la cons~r,·aciÓn de la~ ·c~;~¿i¡;¡~¡¡¿~c:~¿~:~1:i~6¡~1io 

¡~~~~i~i~~y~~i.:~~~f ~F~~~~~~=~~f~!iiil~m 
resiembras tardías estas HUVEC-E6E7 muestran un aumento en el núlTI~ro d~, C:éh.Ílas 

gigantes. la pérdida del fenotipo de empedrado de l~s monocapas característico del 

}v/. Cajero Juáre= INB-UNAi'vf. 38 



Producción de una linea celular endotelial bovina 

endotelio vascular y de la expresión del factor Von Willebrand [87). Una posibilidad para 

explicarl_as diférencias en ;_a irunortalizadÓr:l de HUXEC yBUVECporHPV16 •puede 

::: e::i~~¡f~~f~~ir~tl~~~!~E~f ?x~mt~·i~~Í~~:.::: 
Además las B{JVEC,ti711e·ncicl~s;celul::i.re~frnás,cortos'.p4·~;<vs:'\9'.2'h•·eri;HU}'EC). La 

;:~::i:r::·1:?ª::::~~~ts~:i~;ª~:'.;~~\i{~:};tf::fa~~:2~i···~.%:;i?'.gy~~6;;j:~f "\;:~·t?~v ~E6E7 
La utilidad de las líneasBUVECi•d~~a~l"bÜ~~a~ r;\'~ste;estudiédom~:·herram.ientas 

para el análisis· de Ja.· acción de ~~-~t~5~~i~~e~~I-~4~l~'.i'.~~~~~l~f~~~;~~i~Tu~~f~:~.~~.;,ffr~a; eri la 
demostración de que la clona BUVEC~E6E7~1 e}('.p~esa''f~ y:frespOnde'a~la'fohibición de 

la PRL 16K anti-angiogénica. La PRL e~ ~nri ~~oc~!'11·~··~¡¡~'~qP.u.~ee_·_~.·.d·····e1·.·n:;_.ric'_.cl .. u;~)::,ªe.f_·_:n:rc.~.:~ .•... ~a,~c;c;o1·.·o·'·h··n. oe:;_·_ •. _ •• :eºn11.ª !ya 
como citosina en la regulación de múltipies.·'efeétos;;' .. . .......... ,,. 

reproducción. osmorregulación. inmunomod\.lladón y angfogénesis [9]. L.a PRL; puede ser 

modificada proteolíticamente hacia un. fragmento de 16kDa. Esta PRL 16Kc inhibe la 

angiogénesis tanto in vivo como in vitro [9.12,13,15-19]. y lo hace· tanto a manera de 

hormona como de forma local autocrina [15-19). La PRL 16K esta presente en la 

circulación y se produce y secreta por en_dotelios de diversas especies y lechos vasculares 

[9.1-1.27.28]. En este trabajo demostramos que la. línea BUVEC E6E7-l, expresa el Ri'1A 

mensajero de PRL y que su proliferación disminuye en respuesta a la PRL 16K. Por lo 

tanto esta clona puede contdbuir. a analizar: la posible participa,ción de esta proteína en la 

angiogénesis. 

En conclusiL·n en· éste trab;¡j~ .hé:m~s: clesairolli~Ó una . línea inmortal de células 

endoteliales que con:itlruye'l1n modelo blol6gi~o hcnnogé~eo. reproducible y fácilmente 

accesible para ésrudirir~ l<i exp~esióf1/ y Iá,~6ti~idad' de reguladores de la angiogénesis. 

entre los cuales ;e ln~hJ:~¿~ l~; f;~gn'lemos rri6ieC:\.11a;es di;; Ía PRL .. 

A"/. Cqfero .Juáre= 

1 
r-~­
;' 

l (.-!-:-_:~.:. '. 
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CONCLUSIONES 

- Las oncoproteínas E6E7 de HPV-1.6 son efectivas para inmortalizar las células BUVEC 

Las .células BU:V~C~E6E7 .son inmortales dado que extienden su vida promedio a más 

de i 20 ~ic1cís d~ r~Wúd~ción. 
·.---··;¡: ·.-:-:;·:/ ::~::}:·, . 

. _\· <~: 

- Las· célul~s •· BUVEC>E6E7 mantienen diferentes características típicas del endotelio 

- Las células BÚVEC~E6E7 no aheraron su estabilidad cromosómica. 

- Las células BtfvEc'~nv~~ir~siy"la ~1?~ajil~~~cri1 BVE~E6E7.;l expresan el gen de la 

PRL y resp¿iíctel{ ~.l~ ~i<i:j6K.; a~\~.t~Ae·~~·:J6J~.'-ic:l~~ric6 de .la dosis. 

·~~~-~~~;··- ~· '.J.~:-·: <:\~;·~~~ ··~ ,/:_;,_: .. "/····. 
- Las clónas inmortales ii3_yE::E6E7~i'.·2G0:~;pi:ÍdrÍiui ser un modelo adecuado para el 

estudio del. proceso :irigiogéi:iico'y)i6 ib's' ii6f~tii~. el~ regulación vascular. 

;\·f. Cajero .luáre= f,VB-U1VA1'vf. 40 
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APÉNDICE l. PROLACTINA 

.A .• Generalidades 

Las PRLs representan una familia de hormonas y citocinas que se producen 

principalmente en la hipófisis anterior. por. células conocidas corno lactotropos que 

comprenden el 20-50% del total de las célÚJás de la.glándula hipófisfaria'(Figura :13). 

Existen también sitios de producción• extrahipó.fisiaria de PRL que inch.iye;~ i Í~ glándula 

mamaria. la decidua uterina •. el ú~6~o. las células dél sister~milUTlu~é. el 'cerebro y el 

endotelio vascúlar. entr6 otro~ [7.i~ ;6o1. . " ···· 
La PRL inicia sus efectos:bi'¡;lÓgicos. induciendo ia: cÍi~°6~i~a'.t;ión ctd{sus re_céptores 

en la membrana de las células blanco. lo cual . frae com.; c6i'iiebi~nciri l~?'ac~iva'é:ión de 

diversos mecanismos intracelulares. Actualniente, .• se han oé~~ritC> 3 vari~nte~ d~I' receptor 

de la PRL que resultan del procesan~ient() · alte~~ti~ii) Úi>1{6iri~)' · d~l ·X:r{Nri{> ~ ~ue de 

acuerdo al tamaño de su dominio intracelular sé. élenomiiuin como las variantes'· de tipo 
'' . - . -. - . . .. . -

corto, medio y largo LIOOJ. Durante los.últimos años·se ha documentado como'un~ de los 

principales mecanismos de activación de estos re.ceptores, a la:· vfa ~!':· señ~llzación 
denominada JAK/STAT. Las proteínas JAK ("J::mus Kinases-) represenÜÍn ·a:una familia 

de cinasas de tirosina, capaces de fosforilar a los factores de trascrip~ión.•ST A T'.:C~ Signa! 

transduction activators of transcription .. ). La fosf;rilación de. las .s'TÁ:r,·:~ermite su 
. . ··_.,_;; ._. - - ·- -- .. . " 

translocación al núcleo y subsecuentemente su unión a secuencias con~·.,;.f1s§,::'.GAS-· sobre 

el ADN. lo cual provoca la activación de.la transcripción de. difer6nte5;g'~i\fs.~que .median 
eventos de proliferación y dlfere~ciación ce1U1a'r [loi-106]'.c ;.,; :¿:;,,c;}:f . ,., '•'.e.o·.·. 

\,J- .. ~::·y 

B. Estructu.-a . '·· •· > •· •• .'\\:. '.:":'.:.', 

::::~i¿~,~~~tt~le'~s;tt;;jan1.~;.f.-.·.iico~nfs}t!ifru1°1rd~a~s~,f ~~«l~lif~ común.··: Toctd~:: estas :proteínas por aproximaci::rií.~~te 190 .. 200 

aminoácid~s. sh rii>Olsa 1TlC>1ec~la~ oscila eritre ;2.,23 k:r:)a y su estructura tridilTlensi~nal se . . .- - . ·'.. ' 

t'vI. Cajero Juáre= 
TESic: r·'c¡:,~ 
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Cere.>bro/neUiono------,.-<¿-;,,;;;~· ;t(. • - ~ •. 

,;.;~.,__---CSF 

Gl¿~~~~~:~~:~~~1elio----· .. -,... .• __ . ==---~+-. _,,...._. -"''<">;<.....- Lógrirno:; 
,.:._, "''/ . 
. " 
·--.... =·::---~. , 

\ 

Timo1t1mocito-------"'--~----<~ 
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i 
GlandL.la sudor1oora1eotA,.1"'º"---­

Glandulo rr.01-nar1o/P~~º~"~"'~11q"'---'---'-,---

~- ~--1 
oo;:oitir.roc•to---'----iJ¡---,;._-~.,-fi;'¡-_,.-__ ---~--'''-1,:."·l;:tl.• / \,\:- .. _·, · 

~~ ~~: 1~~ \\\~----Su-ero 
Piel/llbrobtasto j ) ·~ ~· !\ ·. \;{\ \ 

; , ---~c,.,-,-.,-,.,._------Orlno 

M1orretr101rr.Joc1to---"----•. ..-'-

1
_l_

1

_í_-_. -----.---~--"'"""'-·""'>-==~) "<\s· ~ 
Deciduarcé1u10 e,.s~~c-"~=·'-". •"r"-.__....,. ______ _,_~-

' r -."'r.;e:- .....__;~ 

Liquido or."'l'riotlco 

, -~ ;- -

·~(,/// -.,,.-

[\ 
1 i Médula óseo/11nfoc1tu.. ________ _ 

·~'. 

Fig: 13. Sitios de producción de la PRL. Dibujo que ilustra Jos sitios reportados en el 

cuerpo humano. de Ja producción de la hormona PRL y los fluidos orgánicos en Jos que se ha 

determinado su presencia. 

rj~·~~. ~--:1 (.: r~ () l'~ 
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organiza en 4 alfa· hélices· anti paralelas que se estabilizan mediante tres puentes disulfuro. 

En particular la •pm,- está"c6nstituicia -por ~na sola cadena polipeptídica de cerca de 200 
- .- .- - :_ -'.. -~-\>~-~.<.:-=-"··.;:~ :~-;_-_ <::,-~-.::-:·,:::;;-.:·-,·z:;.:: r;·_·~-.. :--:~\·:·_:.: ~;-::~·-:- -~~-~:>~ ... :-- -; : . - -\_ -~ .- --· _, -. -

aminoácidos.según:la>especie·y.fres púentes·disulfuro (figura 2) [5,10.11. 
_- ·.,' ····"'. ·-·;'·¡:~- :'-:; .. ~:~,\;:/-;:~~;;;:~.: •' ":.;.·:->.-~ -~-:·.;.-:_- - . . - ' . 

Lá ;~,r§¿~~~~Ji;gA,~i\~~~~~~-~f~§g1~~~Ji:~~i~~~~ '7~·19s cr_()?"1.ºs()_~~,~~~) 7Y •23 ·.~ii ~1 
human°'~··',~.~}':,~~}~~~2'.;S,~i~\~~~.~i~"~j,.~~.~P:~.f:~~X¡y:1~;~J;~jV;~!;;J;~9,1 '.tf1l!.~~5c)~~R1i:?.:Y.c--0~:~·jg;en 
comprende;úna:.secuenc1a:de.);15'.kb:el:cual,,comierie.las_,sec.uencias.regulatorias:5c·::::-•Y:-3~. 

: .. : - ·• ::··-. - ,,:···_~'.:,)~ ... e (:_;;.·.:::~~~~---:-f';.>:~t~~;.~~ .. ~~- ;~1.:i~~i'.t'.:~ /·.-.?;.:'~-f<- .'t: ;.:~>;))~~,-. :>-~}"\""'· .. :'.,:,~::.:.:·::.:. :;: ;'·:;, ;'S::?.:L:·.-:·: ::.:~);:-,:·\'-;J-\.'!' : . .- -' ~.~¡:'(;1;'. ·_:-;:;~:,(~.-,~~~~·\.,.-~·u:;::;:\~:; .. ,.:_.:::··::·.· 
5 exonés y·-,4.in.· frorie~ ,[10.7,1.1(),lll]:'E,.l •éxóri:Fesfa. 'fºI"rn.ª'.1º ~or 56 p. ares'éi .• e·;:ases''(pb)que 
incluye~'·~ü,a· 

, ¡~ 

aminoáCidos ·del 

[6.110.1i21~-
";'.-' 

.. --:h:· 
··' ,-,, 

La secuencia primaria ·de:·1;.•'faRiJ 

por 34 aminoácidos· que - son 

sugiere Ja participación de estos 

entre las distintas especies [6.113]. De igualé 

contiene 6 · residuos 

unirse forman tres enlaces ji{' configuración 

terciaria y Ja bioactividad de estudios .se ha 

intentado definir las regiones rnolecula~es de l~·PRL-a~~'¿'¡~d~~:c=<:S11~us'erectcis biológicos. 

Se ha propuesto que la región contenida entre 16~ ~;ici'á~idos0 
S0"137. es esencial para 

mantener los efectos lactogénicos y mitogénicos· dc:(Í:~"-'pk'(ii:41. ·Mutaciones dirigidas 

ha-::ia Jos aminoácidos tirosina y fenilalanina ubiC:adÓs···~'~:- las posiciones -28 y 50 

res¡iectivamente. son indispensables para 1nantener .·los .eft!~tos mitogénicos de la PRL 

sobre !a línea de linfocitos NB2 de rata. También ha sido sugerido que 'los residuos de 

histidina localizados en las posiciones 27 y 30, forman- parte del sitio de unión de la 

horn1ona con sus receptores celulares (115,116]. 

C. Heterogeneidad n1olecular 

La PRL esta sujeta a modificaciones postraduccionales que incluyen la agregación. 

la fosforilación. la glicosilación y la proteolisis ill3.114]. Variar.tes de la PRL con una 

masa molecular mayor de 23 kDa han sido identificadas en la .;irculación de distintas 

fiVB-U1VA1\<f. 43 i\,f. Cajero Juáre= 1 
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Producción de una linea celular endotelial bovina 

especies de ·mamíferos: Escas .variances ·parecen ser agregados de la forma predominance 

de 23 kDa. a.tr_ivé.s·de'.erilaces.disulfuro c110,113,ll7,118J. No obstante la demostración de 

. que los po!ílTleroS'cté.'éscá li;Jrffiona varíári énsus.coricentraéiones plasmáticas bajo ciertos 

estados fisic)lc)g_Íc~~s; ,: () :· ~~to!Ógic~s. . y despti.es del •ratamienco con. agonistas 

dopaminÚgié:os. é1>si'gnificado biológico· de estos polímeros no es del todo claro [118]. Se 

ha demostra'cta:'sin embiago que algunas variáni:'é~.po_liÍnériéás de la PRL, poseen activid~d 
biológica en 1Cl~-bi6dns~Yos para la hormona d~. 23 kDa: Por ejemplo un dímero de PRL 

de 45 k.Da~ posé.e efectos rnitogéfiicos sobre)infoCiÍ:os NB2 en cultivo, aunque con .menor 

potencia que· l~ fo~'a ihonomérica de 23 kJ:>~ [ 1 iJ.11 ~l-

Las variantes monoméricas de la PRL· comprenden tanto a la forma de 23 kDa, 

como sus isotermas glicosiladas. fosforiladas. deaminadas, o sulfatadas 

postraduccionalmente [110.117.118]. La PRL glicosilada con un peso molecuiar de 25 kDa. 

constituye alrededor del 13-25% de la hormona en la hipófisis y se le ha detectado en el 

suero y en el líquido amniótico [110,113.117.118]. Se ha mostrado que la g!icosilación 

ocurre específicamente en el residuo asparagina localizado en la posición 31 y que la PRL 

glicosilada posee efectos rnitogénicos sobre las células epiteliales del buche de pichón 

[117.118], y que promueve la síntesis de caseína por el epitelio man1ario [113]. Todas estas 

acciones. sin embrago. ocurren con una potencia menor que la de la PRL no glicosilada 

[113.117]. 

La variante fosfori!áda de, lá.•PRL~ .. representa alrededor del 20% del total de la 

hormona circulante eri·.:1a..·1atá:·La''fosfori!'ación-de la hormona parece ocurrir en los 
'--' _\ • L ,_ • ~.,,,., ~ • • _, 

residuos serina locáiiz:id(;s·.;'eh las>:posi~iOnes '.26. 34 y 90 [113, l 18-120]. Ha sido 

dernostrado· que 

filogenéticrunente 

la · posiciÓ1: ·· .. cie':>~~{~~; ·· sitios · 

c119:i2()],.•_A'.~~~tle,~~t1:no s~ tiene 

de fosforilación está conservada 

certeza acerca. de la (s) función (es) 

de la forma fosfo~Ürida:,; ~épo~tek }éé:iení:és sugieren que lá fosforilación bloquea los 
. ' · .. -· .. ·· ··" ... ·'· ,- .. .- "" .. ···'· . .. 

efectos biolÓgicos'clc;; ía'.,~l_Ú:; '§3.sn§
0

su'~~iÓl1 al recc:=ptor lo que ha propúesto su posible 

acción corno aní:'Ugóriísta .... de la:hoi'rri()iía rli!i.'1201. 

Por otra ·pa:~te; .. la·.-PR.l. de 23 kna imede ser procesada proteolíticamente en la 
.· . .- ' 

adenohipófisis; lá glándula mámaria~·él hígado, el riñón, el pulmón. el bazo, el ovario. la 

Trms CON 
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Producción de una linea celular endore/ial bovina 

próstata y el cerebro [84,110,121:.:124]' hacia una forma conada cuya asa mayor esta 

escindida entre l()S am.iríoácido~'Íirosina·0145·y_leucina .149 [10]. Aunque las enzimas que 

cortan 1a rno1écú1a de 23kDa·no háflsido plenamente identificadas. se ha sugerido que la 

catepsina D. [11], las pr6~e'i;;~~/ci~~~:~iliii_:y ~pa~ta~o. así. como. algunas rnetaloproteasas 

p211 pudieran ser r~spol'lsábÍes d~:dic'ti.::> pro¿es~ienco; .En este. ~elitido la PRL cortada ha 
. -·-e,., ~-.··•-oo~· ~- ··--· ~ 

sido identificada en el- plasmá; de e humanos . y. de roedores: mediante; técnicas de Western 
'. '. -. ;, ,- ' -.• - ' • - ~,; ;, . ' -· - : . - - . . . - . ._ • ' , ____ ¡¡ - ·." ' • 

blot c113, 12s1. EstÚdios recientes ··han 'derrióstracio que·· esta ::.variante cortada poseen 

acciones mitogénicas tipo P~ ;s~b~e dé;ü1is epiteÍi~les mama;ias, linfocitos NB2 en 
.,. ··'·····'.--· .-. - ' - . ··-- .- .... ,. 

cultivo, y en células epiteliales· del ·l:>i.ie:;he 'C!e~:pi~hÓn'in '.~ivC. [6,'1i3J. ·Por otra parte, 
••·-··--- "-'';_···----- - ' J_, .... -: .,_:_• • -- .; .• ~·-·----··-·e - - • 

también se encontró que la PRL. cortada e'stimul~;la'Ri'_oliferaC:iÓn -~e·. go~adotropos y 

tkiDroatr. º.1poosquaedeanpoohyiapoqfiu1seialraioPsRL. E.sc.to~r·tu_a·'Ídtaitnp.~u·:e.~df ee' ¿ .•. •~pt?_.o~.:s.'~e.ºe•.·.·•r: ~ •. _._·.·_,fuf ~;nebc.·1~o'~nfeis~-.1p.,~r····o.·~p.:~_:1·na •. ··s¡1·;~ ;~~~t~nte. ;d~ . 23 
ind§p.;n~Íen~es a 

las de la PRL [ 10]. . : ....... ,, (~,.,;:·~\:·~;: - .. , ·r;.::? :. ,...,_:'.'., ,:"';,., ':.:'.} ·:.; .• 

::.:~~::«:::~::::::::::;;3~r~~i~~~il~\i~l~~t1~i~~t~i~ 
han demostrado que la variante de 16 kDa;~·po.sée;;_efectos'.rnitogenicosifaunqúe:\dé,·ménor 

-.- ; ;-.. · _,./ > ;: /,_~~~·~i<.~i9f·~:·.·t:\;~c:Y~·iS:_ ~'~.:~~7:,,~5,·.:t-,:\::Rb'.S-i ~:~'~::i(·~,.'f.~t¿~f~~.(;;$0.;:~.:~l,:t··,~-~.~ ':)-.:: ., , 
potencia a la de la variante de 23 kD~. s.~bre•sélulas;ep1t17'liales.debb~C:l:teAeJp1~hon m 

:~0e~it:~~::~:::i~0:n :~~i~: ;::~ 1!~;~:_.~{r'~~5,W~"~-~~:r5~~J~%i:!,~~¡{iiü1~7~Z~!~=~~~~i~. 

~rmina~::·::v=~~ ::::::;n~~¡~¡¡~\~~ilii1ft~~¡¡~f i&~~k 
integra ni la PRL cortada, su precursor·; inmediato:~~L:a·•:PRL'H6Kiilhibe . ..'lafformai:ión dé 

:::::::~.=~:~=:~!n::Éf ~~:~~~~~~~~~f~~~~~~~\~~~~ 
potentes factores anti..:~mgiÓg6tÍ.icos :Có~ctü{angiostaünií°[sJ/y la enciosrati;t3. ti291:y otriÍ.s 

citocinas proinflamatorias como la 'iritcrlt!ucina-113 (IL-1J3) y el factor de necrosis 

rumora1-e< <™F-Cl) [130,131). 
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D. Sitios de producción 

La PRL es producida pri~cipaim~ntecp~r las células ácidofilas - ... , ... (lactotropos o 

somatotropos) de la hipófisis anterior. Sin embargo su síñtes_is se ha podido confirmar en 

múltiples sitios extrahipofisiarios (Figura 13), q~~---i~C:l~*~~l varias regiones del sistema 

nervioso. la decidua uterina, el epitelio de .¡;~';g1'fuid:;:;i'a.S.:lacrima.les, sudoríparas y 

mamarias, diversas células del sistema - · inrn:i.iné'.'.\; ;:::células endoteliales vasculares 

[10.132,133]. En estos tejidos se ha evaluado t3.nl:d,t~'~Sipr~~ió~ del RNArn de la PRL como 
- .-.~<. ·- -

la producción de la proteína en función .éie'isii':;:·rr:1asa::ffiolecular; · inmunoreactividad y 

bioactividad en ensayos específicos; Ade~á~;:laipresen~ia ~e la F'RL· se ha detectado en 

~~:~:::;:a~~d:S 1::~:~:~1~;q::: ¡;:1~~~~~.~~t:í~~~~~.:t:I~!ri~;quídeo, e1 líquido amniótico. 

La· regulación de. la síntesis y. secr~~ión' d~ la:j>iU_ in;ol~cr:a: distintos mecanismo~ 
que actúan tanto a nivel de transcripción y traducción;"a~(c:o_!no t~Üibién sobre su proceso 

de secreción. La mayor:· parte del conocimiento acerca 'de.Jos- mecanismos de regulación 
. . - ... "•"-'":""·•"'" - "._ - . . 

de ,la producción f 'secreción de esta hormona .. deriv':lli. -dé estudios fisiológicos y 

farmacológicos. qué han evaluado los efectos de {cti~~i~~~~ 'ag~~ie; sobre la función 

adenohipofisfaria ii1 vivo o bien sobre los lactC>irC>po'~·-'.;;):"3culi:i ... o. Estos e~tudios han - ~ - '' ' ' ' 

permitido. identificar factores' ambientales,' factores horr;.;órih'1es hlpC>l:aiárnicos; ov:Íricos y 

derivados de·-: la•-. glándula .suprarrenal, . así cord6,:ri6~g;~~i~pa~ácrinos,. y .aútócrinos que 

actúan de manera· Orquestada para controlar; la p~~ducdlón y seéreciÓri acl~nohipofisiaria 
_:.' - ~ .- '-'·· .:<<. -~>:_;2; > ... ·:\J.;:--·,~{.i __ ;.:,~_,,·2:_~;.;·"_:._:·:_:·t: ... ~.:·_:-:'.>''. _\~;;, _-··.:,,,-: .•· :.{>··_·-::·-: "~-:-:_.; .'·< ·<·. ·: -- _. 

de la ·hormona. Sitt embargo poco csesa~~acei-C:a'.~é;,los-'rrieC:anismoszde regulación dela·. 

producción d~ la PJ..'f.. e~ la~ fuent~s clb p~cictJ~~~~~·.,~~ir~'i.;i~ZSfiki;J~~)' '.e . 

::::::::::,::::;:~·:,:~?.Edr:s:~~2i~~~~l~~~~~~}:~s; \~;::~~: 
general de alarma. la estimulación cervico-~~eriri~ dura'nt~ el coito 'o ~¡ ~~~tc>"-::Y la 

;,·,·. 

estimulación rnultisensorial durante la lactancia [13~ 138]. Estos estímulos influyen. sobre 

la producción y secreción adenohipofisiaria de la hormona a través de su acción ·sabre 

.'vf Cajero Juáre= INB-UNAlvl. 46 
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. dislintos mecanismos neurales. que, modifican la función hipotalámica y la liberación de 

sus factores de regulación endocrina· (134, 139] .• 
·- . ..::'.- •'\, 

•·Diversas: hormon~s .;lil;~~~ct1~· por' et hipotálamo ejercen acciones i!ihibitorias o 

estimulant.;s sob~e la p;~(:IJ;;ciÓ;;··.y seéreclórÍ de. la PRL: De estos factorés. quizás el 

mejor .estudiado es ¡;· dop~i~a:-:u'.'na~.c~te~olaminaque ejerce acciones 'inhibiio~ias 'o 

estimulantes sobr~ l~ t;~r\~i:ripé:ió~. y liberación de lá PRL. dependiendo :cl~I ~si~do 
funcional de las éélu'.Í~s ~e~r~~()¡.¡~ de PRL ó lactotropos y de la presencia o ~ti~é~cia de 

cofactores endógél1os.• L<tctóp~JTiiria parece inhibir la liberación de la hormona acci'.ando 
. . . -

tamo a nivel de .•la ·transcripción, como a nivel de la secreción· a través. d.;·.-reduci; los 

niveles i:~tr~c'~iu'.1~rd de AMPc. calcio y fosfato de inositol (6, 110, 139]. Otros. factores 

hipotalÍíini~Ós .tal~s co~o el ácido gama·-amino butírico, la somatostatina. la hormona 

estimulante de melanocitos y el péptido asociado a la hormona liberadora de 

gonadotropinas. han sido también implicados en la inhibición de la secreción de la PRL. 

Por otro lado. distintos factores hipotalámicos estimulan la transcripción y la secreción de 

esta honnona en la adenohipófisis. La hormona inhibidora de la tirotropina (TRH) por 

ejemplo, parece estin1ular la producción y secreción de la PRL en los lactotropos 

incrementando la transcripción, estabilizando el R..'l'Am y fomentando su liberación por 

un mecanismo que parece depender de AMPc. Otros facto.res hipotalámicos que .se ha 

demostrado estimulan la liberación de la PRL son: él. péptido intestinal vasoai::tivo,'•· la 

serotonina y algunos péptidos opioides (6, 10, 139]. 

,:·,:,'.•/:c.--.. "'<·-·-

prOdUC:::tOr;: . i:~~J}E:~r~:~~i::::~~~I· a~:pmro:ct~u-nccct1.=o.:n:~d
1

;e~:. t1ªªªndPo.eRL~P.º .•. •.Je;n'•~.·.···.e.r1•~ª! .. -.~ .. :ª:.··d·~--e¡~n •. ·.iºr .• ~hi~p;eo:fi~1·s.11~s: •.. 
glucocorticoide~ ~i.i~~.{~f.;rÍ;'i\~~; irlhiben . . 

mientras '.~u~' '1ok·''.est'iog.;rÍos .ováricos. la norepinefrirla 

promueven. sü· ~Í~~~s-Ísc,~;, ~ecreció~· [6, 139]. En el caso de 

suprarrenal ;;y:fc"la'\ insulina 

l~s gl~¿'~~6i;(h~id~s y los 

esrrógenos~ ~~s ef~ctos sobre la transcripción del gen de la PRL paree~~ ~~r x'oediados por 

secuenÍ:::ia; de 'acc.iÓn "cis~ responsivas local~zadas en el prom.otor dei ·gen [14o.Í41]. 

,-
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E. I~uncioncs 

En los vertebr~ct6sla PRL, posee un ª1!1Plio espectro funcional; y entre las más de 

300 accion~·;': fisi61ógiCas ·descri~a:s --p_ara·.--~~t~.;h:O-r:rr;~~3:~. cFig~ra_'.;~) ·~d~Sta~'filí slls efeétos 

sobre los. procesos de .. diferenciación. y. regülaclón: del. ciclo cel~lar, la regulación . de la 

~::::n:~:::::s. :en::::tl::~:::: ;1é1r:~11:: ~3::!~};t~~iiif ~:es~:s~~~=~0e:e;el:~:::~::v::~ 
la producción de leche durante la lacla6i~fi· ~r~ '{~s. IT1airi'íferos [6], la PRL ha sido 

involucrada también en el proceso de .. capaéitación ·espermiogénica y en la fecundación e 
. - . - ·~ - : .··· 

implantación del cigoto [144-146). La:~PRL•:• ú.· un factor mitogénico para las células 

epiteliales de la glándula mamaria:,·:"eC'epitelio del buche del pichón. los linfocitos y 

astrocitos [145, 147-150). Estas ·car;ct~rísÚc~s· hán sido utilizadas para diseñar bioensayos. 

que evalúan tanto los efeC:tos>mh6génicos de la horn10na como de sus variantes 

moleculares. Esta hormona'.también _·p_rornueve la diferenciación de las células en la 

glándula suprarrenal, el _¡:>,áncreas .. el pulmón durante la vida embrionaria y la 

maduración, así como" la"fÚnción" cielos órganos reproductores en los mamíferos [145. 151-

154). 

Or.ras funciones eri las que la PRL parece tener. un papel regulatório importante 

son en la producción" •. de hormonas esteroideas en ·la glándula suprarrenal, los º''arios, el 

testículo y en la producción cie factor surfactante en el'pulrnói;í,·>;[14~-~15'.~·.~55].Esta 
hormona también 'estimula el crecimiento de pelo •. y en algunas especies '<:1e' ciarii.íferos la 

,., - ••. ,-.• - . -. :.,.;' - , 7 ·-··- ,_- .,. '·-

pigrneutacié. n del ·mismo [ 145. 156, 157]. Efectos de esta horn1.oI1á s~·t)í-~ lÓ~~riiV:eies de.· calcio 

y sodio séríc-:>s han sido descritos en peces y marnífe~~;. e Ú ·:pRr.;}~Ó':~91i;ii~nt~ ~egula la 

concentración d~ electrolitos en suero sino también en la lt:iche~ ér\fa;i\¿jb·' ruru1iótico, el 

sudor y las lágrimas. [5.6]. La PRL modula la acción regulat()r.ia~.'de;Cotros mediadores 

químicos tales corno Ja doparnina, los opioides, las gonadot~~pirias: l~·in~uiin~. y los. 

factores insulina tipo I y lI [145, 155, 158]. Sobre. el sistema nervi()SO .central la PRL re guia 

la conducta reproductiva. el estrés, la conducta materna Y. la conducta de reconocimiento 

madre-cría en mamíferos, así corno las conductas de migración y construcción de nidos 

en peces y aves [145.159·162]. Finaln1ente se ha sugerido que esta hormona pudiera 

TESJ~ CON f1 
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Producción de una línea celular endote/ial bovina 

participar en la regulación del ·sueño. y en la modulación de Jos niveles de ansiedad en 

algunas especies de mamíferos [162-.Í64]. 

::.· 

F. Señalización intracelular -'.·,~_.:,:;:;;?~:·! ' .. 

Los receptores 

•, c,;•
0

•;-. t•:j ,·-; 
celulan::s : ¡)ai-'a> fai ho~ona PRL pertenecen a la familia de 

receptores de citosinas clas~ i. ci;n'~eC'~.;: ;gi'.Íip;iri\1 los receptores hematopoyétiCos. la IL-

2 y la GH entre otros (1tJ1o>16s~Í68]. El· r~C:ep~or para las PRLs es una glicé>proteín.a 

codificada por un gen que cónti~n:e. al me1ios· 11 exones y· está localizado en el cromoso~a 
5 en el humano [110]. A ia fecha·tres subtipos de receptores para la PRL han sido 

- "r -

caracterizados en distintas· especies de mamíferos. Estos receptores están constituidos por 

tres dominios estructurales referido.s como dom.inios intracelulare. transmernbranal y 

extracelular. La secuencia de aminoácidos de los dominios exrracelular y transrnembranal 

son homólogas en los distintos receptores. mientras que la secuencia de arninoácidos y la 

extensión del dominio intracelular difiere entre los distintos receptores como resultado del 

procesamiento postr::mscripcional [ 110. 166-168]. De tal manera que los receptores para la 

PRL definen tres subtipos dependiendo de la extensión de su dominio intracelular." El 

receptor corto (42 kDa) esta constituido por 284-291 aminoácidos. 26 de los ·cuales 

conforman el dominio intracelular; el receptor medio (65 kDa) posee 392 .arninoá~:idos· 
con un dominio i.ntracelular de 57 aminoácidos; y el receptor largo (80 kDa): c6.0.si:iriii.do 

por 591-598 aminoácidos con 262 residuos en el dominio intracelula;.:[165.16.6;16s1. 

Recientemente se ha identificado en el ovario de la rata una ·forma soluble·: c;ie.l: re'~ep~~r 
para· fa PRL. que esta formado por el dominio extracelular y i'ina•eit~ri~i61l"'dé20 .· 

. . • _. ·-·• .. . r•, 

aminoácidos hacia la región C-terminal. Se ha sugerido que esta .forrna:del ·~ecept8r es en 

realidad una proteína transportadora de la PRL [ 110]. 

La distribución d~. estos receptores en los distintos; tejidos ha si.do cev1'1.luada 

mediante técnica!>. de irununocitoquímica. ·hibridación in sitit. RT-PCR y por .ensayos de 

radiorrecepto1·. el\!os,;~jldos ó .en membranas aisladas [11.169-173]. Estos ési:uén~s han 
demostrado la· presericia ubicua de estos receptores en todos los órganos blanco conocidos 

de la hormona pero:· también en otros tipos ceiulares donde a un no se conoce los posibles 
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efectos de. Ja PRL. La ·ampÚa distribución de. los receptores para la PRL. por Jo tanto no 

solo, es compatlble;sin~A:lí6 amplí3.la v~rsati!icia~funcional que esta hormona presenta. 

E~;;:~~~~·:~l~it~t~j;·!~~~~Úbs ;¡; h~ p~opl1~st~ .q\J~ •la activación del receptor. de la 
~-- ~---~· •, [ ' .• ·<''.:. - . - < • 

PRL requiere 'él.e la:dirnerizaCión ;nol~c~lar es c.lecir •de la i:tnióJ1 d~ una inºlfC:ula de la 

horm()~;;_; ~::~~~.·~·r;';~1i,;~l~s .. d.c1.ds:ce1·!1·1·t.·ares. c·evp1·atosrd[el l,sle·6~·-5u •. nl.7d4o~·s::~:. Em.· ···~e.f~n·s:a.~iemr.o'es·;:.~ •. z.•·····ª.E·. ~n1~t.:r1~e·: ..•. d~Í •· rec~pt¡;r' 
permit.; la a2ti'ÍaciÓn de " estas; se han . 

documentacÍC> los . efectos secundarios asociados a: las enzimas adenilato . éiclasa. Órnitín 

descarbo:.C:i!asa;' 3proteína cinasa C, fosfolipasa A2. fosfolipa~a·: e; ¡>roteínas G y cirósina 

cinasa-JAK'2 (175-183]. De estos los más estudiados e.; los tHtimos·años son la vía de la 

JAK-2 a su vez responsable de activar la fosfÓrilación de factores de· transcripción del 

grupo STAT. ·se ha mostrado que la PRL puede activar a las pror.eínas JAK.l, 2 ó·J.y· 

subsecuentemente a las moléculas de STA T 1. 3 ó 5 (transductores de señal y. activadores 

de la transcripción); siendo las principales JAK 2 y STAT 5 [165]. Las STAT se Unen·~ 
secuencias GAS en la región del promotor de diferentes genes lo que resulta 'en la 

transcripción de los genes asociados .ª procesos de proliferación y diferenciación .celular 

(ej. gen de· la caseína). 

APENDICE il. EXPRESIÓN Y REGULACIÓN DEL GEN PRL 

P~ra•.en.te·J~e.~~~~.·~()sible participación de. la PRL en el control. autócrino de la 

angiogéncisis\(Óf1ri::é¡:e1e'.Jáhcia funcional de su expresión: por el éndotelio) es importante 

ente~de¡-. lo~/rn:s~~l~~os q~e regulán su expresiÓ~ en eÍ en.doceH.; va:~~~Íar ~ismo. 
tomand'> comobáse conocimientos previos sobre la régula'cióÍi del gen PRL. en otros 'tipos 

• 1· - . :_~. ,.. -.:. ~ :.:' ·:' ·: . - -· ' . . - ' 

celulares'• ''" .... -.~· 

A. En lahip_ófisis 
:.- . ."· .:'.:· ·'. 

Lá regulación de la expresión del gen PRL se ha esrudiado principah:nente en fa 

hipófisis .anterior donde se ubican las principales células endócrinas productoras de esca 
,._. .·· ··. ' 

horma.na o· lactocropos. Si bien son muchos los factores capaces de regular al pron~ocór· de .. 

este gen en la hipófisis. se considera que su principal control lo ejerce el hipotálamo •. a 

través de un equilibrio entre la acción inhibitoria de la doparnina y el efecto estimulatorio 

de la honnona tiroliberina (TRH) y del péptido intestinal vasoactivo (VIP) [6.15, 184]. Este 
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control es modificado ·por factores· externos (succión de las crías durante la lactancia, 

·estímulo cervical ,durani:e~e!ic;;it~~,.~¡;<::)>~ero'también por-factores internos. de tipo 

:::::::~:::~~~~~?~ii~~~t~t:~;;;:r~· ::. ·::p~::::l: : '::-..:~:.::.: 
~::~!JI~~~~~i~i~}~i~~~1If lE~?I~gs~i:!~~~~s~~~:~~ 
se iil'cluyéfi'l.~} 1~;a~giÓt~~siría ILy/a ··Ía· aéerilcolina secretad~S:por .. los g'onadotropos y 

cortico'é~b~os.:· r~~~e~tiv:irri'eme~ qÜe i~iib~n la síntesis de !ií. h6rn~ona [6.1101. Existe 

escasa Íriforrríación acer6a dé losniecanis~os que regulan la•p~oél~c6ión· de las distincas 

formas. de PRL. aunque en estudios ·reciences. se ha sugerid.o que\a.dopamina·y la.TRH 

pudieran influenciar el cocieme'·de producción de las distimas vari~ntes ·de· la·hormona en 

la hipófisis [185-188]. A éste respecto se sabe que la. TRli~ inilibe ai pro1noi:or·del ·gen 

humano de la PRL interfiriendo de álgun~ manera con el fact<::>r de transcrip~iÓn AP~l 
[1891 . 

. De acuerdo ha.lo me!"lcioitado. se desprende qüe)a regulat;i~n-de.la_e"~P~f'.sión del 

gen de la PRL. parece se~'.tejldo~espedfica y por 1C>m~tó~6n 'f:l;6rictbceÜC> i)C>Cirfa -estar sujeta 

::::::~;:1t7f ?¡f~~~~~~~~t~~l~1t~!?~~~f tY.:::::~:::.::~~== 
particularmente rel~~~~t~te'n Ó~gar;C>~ reprociúé:torés' ~º~º <'!{ovario; .el útero. la glándula 

rnamar,ia .... etc [190.191]~~ · , · .. ~~~:'{~-~~'~.;:.'.: 
·;? 

n. En tejidos e:\..1:ra~hipot1siarios 

En humanos la e,;..~~¡;~ión de la PRL no esta limitada a la glándula pituitaria. por 

que como ya se ha menéiona.do existen sitios extra-pituitaria que expresan también la PRL 

[8]. La regulación de. la expresión de la PRL en tejidos extra-pituitaria ha sido poco 

estudiada. y la n1ayoría de este análisis se ha realizado en la decidua uterina humana. 

;\4. Cajero .luáre= 
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Los resultados bioquím_icos, inmun()ci~oquímicos y de hibridación in situ en el estroma 

endometrial han mostrado que Ja PRL no se expresa durante la fase proliferativa de! ciclo 

::~:~~::~:n~,~~¡~'.:~f ~~~ii~~l~i!;~~l:::::;.1:::.:: :: 
indistinguible de la proteína c.¡ue se pro.duc~·~~1falpiniita,i-ia,itornando como base estudios 

:::·::~~~::,::,:. b::::=~·.~:;DiR;~:~r~?&~?~~t!ii~t,~Z::"::·:.::'°.:·~:·,.:~ 
(TPA) y el AMPc. se ha de~ostrado qlÍe 'un~' ;¿:iDs~;~~1°~~cn"h~éor de PRL distinta a la de 

la pituitaria puede dirigir la transcripción °deJ gefl repo_rt·~~o'en:una forma específica [194). 

Se sabe además que las primeras 330 pb del p~C:,~i;ic;'g;'~r(,:.:Cimal de la PRL de tipo no 
'' ','' _, __ . 

pituitaria son suficientes para conferir la activación ciefgc~ PRL bajo los inductores de la 

decidualización (como análogos del compuesro·A~IPc)·. Él ciro;;cto de estos análogos puede 

ser inhibido por la cotransfección del gen PKI~· ~~e·i~·s un inhibidor del sistema de 

trasducción de la señal de la proteín'a cinasa A'de~~ridie~te deLAMPc. 

El análisis de la regulación del gen PRL" en la::·~ecidÜa ha éstado impedido por la 

carencia de líneas celuÍares'. en qlJ.e el: gen 'ici~\; ~p~··~~ expr~se. ReCientemente sin 

embargo se ha podido desarrouir:una líil°e~;i~b~Úí.t ~ci1 ~~t~~maendometrlal humano ST-

~e:~::;;:::;:n~~i~~;~tº·;r:~r~{~l~l;~f J:sn;·!f ;~~l1?l~f]¡;g~:il!i:¿ •i:::~::e:ed:~ 
identificado y caí:acc'eriihd6 ~~'a; s~de éle _ lín~~~ ,¿~lulareli ; cie'ri~·ad~\de Únfoblastos 

humanos (IM~p:.¡>33),qu~''e~~r~~an. ~!tos ~i~~1~i ~~ fa~~"ú~;l ''En' 1'~5· i:°élulas del sistema 

::u::· r::;:::~a:i~~c:~~=·:::t::~:i::~,· :1::i~~0t~~~i~~~il~~·::d[~:~~~-~9=~:: 
. .,,~-· . t,-; .<'" .. ,, {'. :~ 

estrógenos [189). · Si b_ien se desconocen los.- regttlaci~r~s' i:i?~enciales de· 1a expresión de 

PRL en células del.sistema inmune, algur°i()s e~rudios.útiilz~dcl líneas celulares derivadas 

de linfocitos han sug~rict6 la participación d~ ic>i'~6l"Íi~c>ides. ·del· ácido retinoico, de las 

interleucinas. etc. [193], Por ~jernplb s~· h~--~t~~;;~ii:~do q~e la adición del ácido retinoico a 

cultivos de la_s mismas células IM~9,.P33 pro.vocó Un aumento en el AR.i'Jm de PRL y en 

la secreción de la 'hormona (194). ·Encontrándose tan1bién que la dexametasona causa una 

reducción del ARNm y en la secreción de la PRL (194] . 

. :~~1 
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E11tlotht'li11111 ce// !inL~ - hoi.·ine 11111bilict(I ·vei11 -
í111111vrtuli::;a1io11 - 011c:oge11es - prv/acti11 
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1nolifcn1thc ca1nu:ii~· and a lhnitt..•d lifc 'pun. \'\·e lunc 
hnnu•rluli,cd htn inc unthilical 'cin t.."ndolht..•liul ce JI, t HU,'EC) 
.. ,.. lran,fcction "'ilh ;111 c~JHC'.'1>'.'l>ÍtUt 'cctnr contitinin¡.: tite hnnran 
IHltJill11111~nir11' t~¡>e l(t E<1E7 11nct•t:CHC'.'I>. F.x¡1rc'.'l>'.'l>Ínn of E<1E7 
ex.tended tht..• life 'l'm' 11f HU,·t:c frt1111401011u1rc titan l~Oct.."11 
rc¡1lit..•.;.Uinn c,.·clc' "'ilh no 'Íi.!11' uf ... cuc ... ct.."ncc. 1--uur innnurtal­
i;,.cd clone'"' ere ¡,ulah.•d and fnund to rnaintain cndnthelial ccll 
11rnpcr1ic.,. .,.uch ª' thc 111n11kt.• nf act.."I~ latt.."d Ion dc11,i1~· 

lipnt>rnlcin .. thc c.,¡trl."'.'l>,Ínn uf lhc '"" \\"illchrand prnlcin. lhc 
hindini: of end11thclial ccn-... 1>ccilic lcclin' and ¡unlifcn1ti' e 
rt."'l'º"'c' to thc 't>ccilic cndnlhclial 1..·cll 111itoi:.cn. ,.a'.'l>t..'Ulnr 
endotllt.'fütl ;:.ru"'lh factor. '.\lort.."n\cr. clnnt..• H'"E-E<•E7- l. likc 
it!'o '"ild·t~·p.: cnu111cr1•.;.1r,.... c'¡>rt."''cd prnlactin 111R~A und 
dccrca..,cd it' prnlifcralion in rc,pnn'c tn thc anli-ani:ingcnit..· 
16·kl>a frai:ntcnl uf 1Jrnl¡1ctin. Thi' clone 'ho"'cd liltlt: 'ii.!11' uf 
).!t:nclic in ... 1ahilil~ ª're' ealcd h' cenlrn ... urnc and chronut ... on1t..• 
nu111hcr un.:.ah,is. Thn .... itn1nortali1t.•d E<•E7 HLr'·Ec ccll linc.,. 
rclain cndoihclial ccll chara1..·1cri ... 1ic'.'io and cnuld fa1..·ilitatc 
!'i>IUdic'.'io lo in,·c'.'iotiJ,?.;.Ue thc aclion ofrc¡,:ulalttr' faclor'.'io 1tf,a,c1dar 
cndolhcliun1. '.\lt1rctncr. hcin¡,: thc fir.i.t nnn-hu1nan urnhilical 
'cin t.."rtdolht:lial ccll lint.·'· thcir U'.'ioC 'hnuld 1no' idc in,i,:hh inlo 
tite 111cchani'"" J:.º' crnini: ""pccit:'.'io-rclatcd ht.~tcrui:.:11ci1,· 11f 
c11dothcliul ccll .... 

1 ' I.:Jr¡1. (.·.1rnu:n Clapp. Centro Je :"cuntt'li•lhtg.ía. l ·nh.er~iJa..J :"al.'1on;.1I 
Aut1.lnun1<1 ..Je ;\.h!-,ko. Campu~ UNA'.\.l-Juri4u1lla. 7h:3o <.Juerét;irn. 
()ro.• '.\.léxico. c·n1:.11I: clapptn ,cn. iJur.un:.1111.111,. F:.1x: - :=>: 55 ~n:3411:~. 

TESIS CON ' 
FALLA DE OEICEl~ l 

lntroduction 

Em.Jothcliul c~lls play critic<.11 roles in a larµ!..!' nu111b1 .. :r •lf 
physiulugical and patho-physiolog.ical procc .. sc .. 'u..:h ·'' k·u~o­
cvtc traffickini.:. intlamn1ation. wound hc:alinl!. tun1nr 1111..:t.1 ... ta­
.,.¡ .... am.l angio!_:cncsis. TI1c role of cndoth~ii<.11 ccJI._ 111 th'"-·'c 
cvcnts varies bct'\vccn n1acrovns..:uhtr and n1icro'- a .. ¡,;-ul.11 •. :n­
<lothc:liun1 and is inllucnct!d hy the tissuc to which th'"-· \ ;i ..... :ul.1r 
hc<l is associatcd (AUl.?.UStin et al.. 199...J.: Lclkcs el al.. l"l'" 1 

!\.1uch ofthc knov .. ·l~dgc of thc propcrtic.,. and fun1.:t ¡, ,n ... • •t t h •. : 
vas..:ular cndothclium has hccn ohtaincd fr-om pri111.n;. ...:ult u1 .. · ... 
nf cndnthl.!'lial cclls. !\.tanv uf thc studics un n1oi..:rn._·u .. :ul.1t1••1t 
havc rclicd nn cclls <lcri~·cd fro1n hun1an u1nbil1 .. ·.d ' .... 1n-. .. , ... 
utnhilicul cnrds nrc widcly availahlc. and thc 1..•111..l11tl11..:i1.1I ....... 11 ... 
are relathclv easv to isol<.tte <.tnd culture. l ·111bil1 .... i1 ' ... 111 
cndothclhil ~clls. 

0

ho\vcver. havc rcachct..l thc '"-·11...t • •1 , :i...·1t 

norn1al in vivo lifc sp¡1n and pres~nt variou~ cultur'"-· .. 11-. ... h .111-

tagcs. TI1l.!'y frc4ucntly rcquin: spccial culture .. uh ... 1r.11.1. ~' • •\\ 1 h 
faclllrs. cofactors and hit!h ~run1 C4..lllt.:i.:ntr;,1tit1n .. 1 T.111~· • '. 11. 

197:;.: !\.1acial?. et <.11.. 11.JS:i: ''-'•Hson et al.. ¡91.1::;1. In .1d.l1:i.111. 
1...·ulturc. ... ·s of hun1an un1bilical vcin cndoth1...•liu1n h.1\ .. " J,1\\ 

rrolifcrativ~ potcntinl and cxhihit long populat Ít ltl .. t. •t1t~l1nt!. 
times (Jaffc et al.. 1973: Tak;1ha.,.hi et al.. Jl.)l)OL 1 h..:-.._· .. li.11·· 

;,1t.:teristics limit the quantity nf cclls av:.1ilahlc fur -.111 .. h .1n .. l 
nfh:n rcquirc pooling cclls isnkttcd fron1 ~l.!''\'Cr;.11 ... h1111•1 .... \\ 1l1 ... h 
in turn k:.u.ls to hctcrtlgcncou!<. populalitlll~ uf ccJI ... 

ll1c ahovc lirnirntions havc.! promptc:U thc: !!l.."IH.·1.111° •n ''' 
umbilicul vcin cndolhdial ccll Iincs th•ll ..:ouh.I ~...:n "'-".t .. 111• •d ... ·I ... 
f,lr thc studv of vuscular c:ndothclium (Gin1hn111...: .and 1 .11._·._· .. I. 
1976: Edc.cÍI et .al.. l9S3: Fallcr c.!t al.. l9X~: TaJ...ah;:1 .. J11 .. ·1 .d .. 
1940: LwZsnllc.! et al.. 199~: Punchard ~tal.. Jl·J•)..J.}. 1 krr..·111. o,.\...: 

n:port thc transfcction and immort¡1lization ofhn' inr..· umb1!1 .. ·.t1 
vcin cndnthclial cc:lls ( BU"\."EC) by hun1an papllh1111.n 1ru .. 
typc lh EhE7 oncoprotcins :..md descrihc a linc th.tt 11.:1.1111 .. 

rnnrphulugic. phcnotypic und functiun:.11 ..:hara1...'t'"-'l'l't 1._· ... 111 
cndothl.!'lial cells far rnany passag.cs. 

0171-9335102/~l,1)}.J $1:".lttl 11 
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Materials and methods 

Reagents 
1.1 -D111t.:t;1d ... ·c~l-l.3.3.3 .J -IL.:lra1111.:th~Ju1U••carh111.:~;.1nin..: pc:n:hJt,r.1h: 
aci..:l~ latcU lu\\ ·l.h:n ... 1ty llpuproh.:in 1 Dil-.-\.c-LIJL) \\"óh pun.:ha .. ..:U lp,un 
'.\lolccular Prohc .... lnc. 1 Fu!!o..'nc. <>R. l"SA l. T...-1ran1cthvlrhchJ~1111inc 
¡,Plhio .... van.1to.: (TRIT<.)-lah~·h:d flt1nd··it·11c•t1 ,1u1¡11ic1J;~li11 i ¡..,olc.:cun B~ 
( BSI) a1;c..I C/t•\· c·11r111'•"'"' 1 ( l "EA-1) lcctin "'ere purcha ... ci..I frum Sign1a 
Ch1..·111ical' f St. Lou1-... \1CJ. l 'Si\.). '.\1t11hu.:lonal antihoc..li..:~ ;;11?.ain'l 
J IP'\'lfl E7 an<l hu1n;in \1111 \\'ilkhranU protdn' '"'..:n..: ohtain ... ·U- from 
Z'''.\IEI~ l .ah1u·a111ri.:' f S1n1th San 1:ra111..·i..,c11. C.-\. l 'Sr\.). ótTld ..-\ceuratl.!' 
Ch .. ·mical ... ~ S .. ·i..:11t1fic Curpor•1t1011 f \\'c.,.lhury. :"'Y. l lS,--'\ ). rc,pcct1\.cly. 
<-fl.'nenti..·l.·h 1 S11u1h San San Fran1..·i-.cl1. CA. L.'.SA) pn,vil.Ji.:d vo1-.cular 
cndo1hdial !!f"O'-'lh faChlr ( '-"EUF). lltc ~-lcrmin:.11 lh-kDa frug.mcnt of 
prolaclin "ª' gcn..:ratcU hy thc cn.l'~1nat1c proh:oly ... b of ral ~~-kl:>u 
prol.1c1in "" ilh a panu:ulah: fr;,11:t1un lnJ111 1·a1 11Hu11n101ry g.lanJ.., .1nt.I 
i~nl<1h:J hy gel fil1rath111 .111d l.·;,1rh;,11niUu1ttl.·thylo1titH1. ª' rcportcd !Clapp 
)lJS7). :"'orn1al goal .... :ru111 anJ ''-'condary anlihot.Jh:' ay.ain-.t n1ou .. c or 
rahhít lgCI CllUpleú lll ·1·RITC \\crc puri..·ha .. '-·d fnmt Jack:-.lin l111111unl1-
n.::-.c;,1rch L;.1horo1toric:-. 1 \\'c,l Baltin1urc. Pr\.. L"SA l. Bo\. 1111.: PRL cD~.-\. 
\\.;,1!'> gcrH.:rou .. ly ... uppli •. :U hy Linda A. Schuli..-r ( L:nivcr:-.ny of \\'i-.cun ... in. 
~t.at.lis1m. \VI. L'SA J. 

Bovine umbilical vein endothelial cells (BUVEC) 
BUVEC \.\Cf"C bolatcd lrlHll fn.:..,h huvim.: unthili..:al C•ll"U!oo follo\\Ílll! thc 
mclhot.I prc"iou .. ly Jc ... crihcJ ({)l..,cn. PJ'J-1). Briefl~. thc umhilical-\.cm 
wa:-. cannulo11'-·U. w;.1 ... hl.'d with l lani... ... · 'ªlt .. olulk•n (C.ihco BRL. 
Gailhcr ... hurg. ~ID. L 'Sr\.). 0111.J lilleJ \\ ith fl.115":, tryp .. in-EDT.-\-1 lank..,· 
... ;:lit ... oluti1111. Alt..:r im:uhation lnr 15 tnin ~1t ~7 C. the ccll 'U!oopen ... 1on 
wa ... \'.'l.'ntritug.cd. ;111d lhc ccll pdlet wa ... re._u .. pent.Ji..·U in cu hure mcdium 
(Fl21'. mc.Jium (Ciibcn Bl{L) -.upplc-1ncnted \\1th 111"., fctal ho\.ine 
:-.c-rum (FBSl •lllc..l 50 U/mi pcnidllin1 ... 1rcptrnnycin ¡Gihcu BRL)). Cclls 
'-'-C'rc cultun..:U on IOO-n1n1 plil..,lic Ui..,hc' (Cnrning. Cn,tar Corp .• Can1· 
hrit.ll!.c. ~Ir\.. USA). and n1edia wcrc changed C'\.·crv 1Hh..:r Uav untíl 
cunliu..:ncy at \.\.hich tirne ..:clls \\.crc -.plit 1 :.~-. • • 

Transfection of BUVEC with pCMV-E6E7 
BUVEC \\.er..: tran ... fcct..:J "'ith an expre.., .. il111 vcctor for tite hun1an 
papilln111¡1\. iru-. typc 1 h E1.,E7 ( 11 PV-1 h EhE7) pnltcin .... ·n1c expre-. ... i~111 
ve1..0 lor "'ª .. ..:011-.1ruc1'-·J a .. f(1lln\\ .. ; ·111e EhE7 1-lind 111 froic.n1cnt frnn1 
pSV-EhE7 1 K.1nd;1 '-·tal.. ¡qsX) '''I"' d1H1,.:d intu 1hc Hinj 111 -.it...: oí 
p..:D:"'A~ tu~ idd pC'.\.IY·FnE7 fnr cxpn..: ... ..,inn of thc oncoprutcin:-. from 
thc C~hllncµat.I\ iru .. rrPIHllter. p;,¡-. ... 1gc--I BL~VEC \\.·i.:rc electrnporati.:U 
"'ith p<':\1Y-EhE7 \\ith •1 Cl'-·ni.: Pul-...:r Jcvice 1Bil1-Rad Lahuratnric ... 
Richmond. CA. l'SAl 1:: · lll"cdl ... IOpg. pla .. mid D;i-..;A .• ~::ov. anc..I 
lJhl 1 i1F in ;i -l-111111CU'-1..'th.: l. /\.fler cli..-ctrnpnrollinn. ce lis \\i.:rc culturcJ fnr 
-1:-> hin Ft::K cullure 111'-·Uium 0111U th'-·n ... c1ect1..·U in th1..· .,.;:1111..: mcdium 
..:untaining.. 5110 µµ.mi !!'-'n'-·ti'-·in (Cl--llSI for -l \.\ccks. ·rnc .. clcch.:U cclb 
\\.Cr\.!' 111.1int.lincd in .. ubconllucn1 cultun: ... with ~110 µg./1111 uf lhc Urug. 
·111..:-...: ..... ·kctcd cdl ... \\ill b1..· h.:1·'-·111 rclcrr1..·d tu a-. 1r.111 .. f..:c1..:.J RL'VEC'. 

Polymerase choin reactian (PCR) 
lnt..:gnuion t1f lh..: pL":\l\.'-EnE7 \.eCtor intu g.'-"nl.lllliC Q;-.,:r\. ""·a~ 

confirn11..:J b~ l'l ·R. Clcnonlic D:"A wa~ purifieJ u .. ing. th..: g.lil....., n1i1k 
111..:thod f /\tl;,11 l.·t otl.. J l)•J:" 1 anú -.uhjectcJ tncunve11t1••nal PCR u-.ing. l\.Vll 

Uitforent pair .. of prin11..·r ... ,11c fir-.t -.et. "'hich yich.h a llHlO·hp pruduct 
"'ª': pdmcr l t5·-T.·\.AT ... \C'C".Jr\CTCAC-f'ATr\.GGCi·~·) anJ primer: ( :=;·. 
A·1-r1·r\.{_i(JTGAl-AC-rATACi-.l.·1. ·me ... cc11nd .. e1 which c...:ncr<1ll..""' a 
-1-ltJ-hp pnl...luct wa ... : pnm\.!'r .l. l:".·r\.ACr\.TGAr\.CATC..-\.A-.ACiGr\TC· 
Y> ;inU prim..:r -1 ¡:=;·.{lc__-1-rAGCAG·1-rG·1-rG·1-rGTG·.~·). For hn"inc 
prt1lm:t1n ntR:"A U1..·t1..·c11011 thrcc ...... i...ofpnntcr~ "'er..: u:-.cJ as prcviou~ly 
rl.'p1lrtcd < Cl~tpp et ;.11 .• t •JlJX 1. ·n1c nr~t .. et."' hich yiel...1:-. a -l-7J·hp pn,Uucl 
wa:-.: primcr 1 f5" -r\.C( -rc__-rc..·c__-rcGc_iA..-\.ATGFTC A..-"\.-Y) 0111J primcr: 
(5'-TGTAl ir\.TG,y1-rc-rGCAArrc AG<~· ). ·111..: .. cconU ... el cl.."neratinc. 
a -l~S·hp pr11Uuct "ª': primer.• (5'-ACICIGCA.·\.AGGG·rrC.-\1-l"AC:­
CAT-~·¡ anU primer~. ·111c third ........ , yicl.J:-. ~1 J95-hp pn,Juct anJ "'"ª' 
primer ~ 0111U prim ... ·r -1 (5'·AA<..iTGTCr\.ATc-rrGC-Y-l"GAATC<~··· 
PCR product.., \\l.."rc analy:tell hy <1!!an1 ... l.' gel ..:lcctrnphon.: .. b. 

Proliferation rate of BUVEC transfected with 
pCMV-E6E7 
'."'ornHtl :111U lro1n ... 1cctcú Bl TVEC wcrc ... e..:U.:J f ~ "" 10• cdh per till-nun 
Ji-.h 1 :inJ har,·.: .. t'-·U every :-1 hour .... At l.'~1ch time point cell numhcr ... 
\\.cr..: Jcterntincd \\Íth a hcn1ncytn1n.:1er to e~tin1at.: prolifcratil.111 rate 
and thl.! kngth ol th..: rcplication cyclc. Cdl numhcrs c..louhkd in 
appruximately ::!-' h indicating. thc.: Jcngth nf thc rcplication cyclc. To 
inve:-.tigatc ... crum re4uin:n1..:nts for cell prolifcration. norn1.al tp•1'­
.,.;.:1g.c h) and tr¡111~fcct..:d BUVEC (pa~sagl.! J:?) wc:rc plat..:J ( 10-~ cdls p..:r 
h41-n1m di-.h) ~1ntl culturcJ in thc prc..,cnc..: of Uiffl.!rl.!nt cnnccntratiun!'> uf 
FBS lnr -1 Uay ... al \\hich tim..: ccll nunthcr wa .. rccnrdcJ. 

Cloning 
BUVEC transíccted with thl..' pla..,mid pC'.\.1V-EhE7 w..:rc ... uhcloncd h~ 
lin1it1ng. Jilution anJ plating. unto a monnlaycr of untran-.f..:ctcJ f..:ed'-·r 
cclh fullu\\eU hv G·-11~ .. ch:clion. Four clon.:.., '-'•ere i!<>olated •UHJ th1..·1r 
prulif..:ration ro.1t

0

c Uctcrntin..:J u ... ing. tite mcthoJ t..ll.!!<>crih..:J ahuv'--. 

lmmunocytochemistry, lectin-binding and Dil­
Ac-LDL uptake 
Ea.:h of tite fourclone ... "' ª" grown on fihron'-•ctin-cnatcd gla-. ... c,"·e1 ... 11p ... 
fheU in.::!"•• fonnald..:hyJ..:-PBS. and imrnuno-.taine..J \\ith a nh1n1•d••n.1l 
an1ib1ldy :1g.ain-.1 "º11 \Villehr~1nJ fou:tor ( l µg.1ml) and ....... cunJ;1r~ ~··.it 

¡1111i-n111u..,.: anuhodic ... coupleU tn rhoJ,1n1ine fL-nrh.1cho et al.. ~111 1 
Fnr k·c1in-h111Jing. ..:xpcriment ... cclh '-"ere incuhaleJ for ::o 111111 \\tlh 

eithcr BSI 1~5 µy. 1 ml l nr UEA·I ( HIO µg./n1l1 in PBS ... upplcment1..·..J "tth 
11. t mc.11111 < "aCI. ~1nU :\1c.CJ. ª" d..:..,criheU t l-lnllhofcr ct al.. 111s::: '1.n.: ... · .... 
et oil.: l ll•J-1). Fnr Ll"lL uf.,1ak..:. livc cell' un co"er ... lip .. \\Crc incuh.11ed-I• •r 
-1 h \\.ilh Dil-Ac-LDL e 10 µg/ml) in 10°· .. FBS-Fl ~K 01' indicilll.!d f \"n\ 1.1 
cl al.. t•JX-11. fixcU ª' ah11vc. anJ cxantined un.Jer an epillUllr<.." ...... ,.;n ... · .. : 
1n1cn1-.C•lpl..". Clon..:c..I ..:ell .. '"er'-· ch;.1rac1cri.1"cd at pa .... oig.cs )5 .1nU ;'-11 .111d 

cnmpareU tu untroin,fectcJ BUVEC (pa:-. .. agc.., 6 - 9). 

Effect of VEGF and 16K prolactin on cell 
proliferation 
·n1c prolifcrativc effcct!'> uf vo1-.culnr cnJothclioil gruwth faClllr 1 \."l·t ti 
and uf thc ;i-..;.terntin~d tn-kD;.1 fragml.'nt uf pru)¡1ctin ( lflK prnl.1..:11n 1 

\\ere Uctcnnin<.."d on don..: B\."E-EóE7-1 1 pa .. ~agc 37) and untr;.111-.i...-.:1 .. ·,J 
BUVEC (pa ...... ;:1µc 71 ;¡nú mc;i.;.urcJ h~ r-cduction nf ~lrr f •·!_.." 
dimcthylthhvol-:-ylJ-:!:5 Jiph..:nyltctra;rol1um t-iromiúc: Sigma 1 .... pr .. · 
viou-.lv d..: ... crih..:J (Carlcv et oil.. t •J9~ ). Brictlv. ccll.,. wcrc incuhat'-·d '" 1111 
:\1·n·. (500 mµ/ml) at j¡ e for -1- h. thc Íorma;r.an prccipit.1k \\ .1 .. 
... oluhili.l'ed \\.Jth 0.-1 ('...; HCl-10'"0 SOS for .~O min at ruon1 t..:111p'-·r.1tu11..· 
~utd 4u;.1ntitated hy n1ca:-.unng. ab~orbancc at 590 nn1. TI1i~ C•,h•11111 .. ·111 .. 

ª'!'>01y \\ hkh ha~ hl.'..:n '-"Jlidatcd a!<o an inJcx uf cl.!11 prnlifcr;,1t1on t ( .11 :~' 
ct ;al .. JlllJ:?J. al)U\.\Cd thc u~e uf hoth :,:.rowth factor ... in lin111ed .1111• •ur11 .. 

Genomic instability 
(-enln1'1l1lle ahllllflllalities h~l,."C hl!cll JinkeJ to Chl"OlllO:O.l.lll\1..• 1n1 ...... ,;~T<.. 

i?.atiun and c.cnetit.: in:-.tahilitv (Pi han et al., l9lJS). Ccntrn~l111te ..... 1 B\ 1 
i:::.t1E7- 1 w~rc vi:-.u;,lliLcJ b~: ~taining. for ·:-tubulin ;:1~ Jc:-.cnhe.J 1IJu .. 11 
.. ing. '-"tal.. :oOtl). usinµ a polyclonal antih(1Jy again~t ·1-tuhulan 1...,.1111.1 
Cru.I' Bhltcchnl.iloc.v. Santa Cru..-. c__-A. L'S..-\.) 011 a l : 50 dilutiun. f, •11"'' ~ d 
hv a rhoJaminc r.;j.)ahclcd Jnnk..:v anti-rnhbit Ii!G antihoUv f 7., 111 ... ! 
S~rn Franci .. cn. CA. L'S.-') atal :~OÓOdilution. !':"uClci \\.t.:rc vi•:uo1hh.! ,,, 
u .. inc Dr\.PI DSA J"c (B11chrini..:cr '.\.lannh..:im. G..:rnHm" 1. \¡ .. ,, 
nun1-1..·ric chrnnlll .. 0111;¡1.altcrutions ""-ere C"\.'o:1luat..:d hy m..:taph;:~:-.1,.• .111.11\ 
._¡..._ Bn..:lly. conllucnt BVE-EtiE7-l wcrl! tryp!>oini;rcd anJ ..,eel..!ed 1111•• 
T25 tla ... k~, __ IO" cclbl in 5 mi uf culture mcJium. lñc mcl..!ium "·'' 
d1ani..:cJ .1fter ::..a. h. ;,ind colchicinc (Sii..:ma) and 5-bromo-~ -...te••,\ul· 
1U111l.'. f Brdl': Sic.mal ""crc ;:1JdcJ at u i·ino:il conc..:ntration of !IMI ·.111...t 
11.h pg. 1111. re .. pcCtively. Ccll~ wi.:rc harvc~tcd and Jn,ppcd on ck·~111 \\ ... 1 
... tiJe .. ª' Uc ... crih.:d 1 Rl.loncy anJ C.l"cpulko\\!<>ki 194~). anc..1 th'-· -.lid ... ·-. 
\\crc .1g....:U ;,at no e O\.l.!rnight ¡1nU hanJeJ u .. ing the tr~p .. in·( .1 .. ·111-.,1 
n1ethllJ fSca~righl. 1471 ). Chromo..,om.: numhcr was úctcrn11111..."d t,, 
lighl 1n1cn1-.cllpc ;1naty ... is. Cl'lmparisons wcrc madc hctwccn \'.'lllnc li \ I· 
EnE7-1 fpa .... age .'-ll ;.1nJ untransfcctcd BUVEC <Pª"''ª!:?-C 9). 
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Statistical analysis 
·fñc data wt.•rc anutyzct.J forstatistical significance by Studcnt•s t-test. Ali 
1 c~ults are thc average ot at lcast thrcc cxpcrimcnts. 

Results 

Transfection of BUVEC with pCMV-E6E7 
plasmid 
B UVEC were transfected ""'ith pCÑJV-EñE7 plasn1id and 
::-.clected \Vith G-41 S. Transfectcd ce lis (BU""EC-E6E7) showl!c..l 
rcsbtance to G-418 treatÍTh!nl while the untransfe!cted cells dit:U 
""·ithin 3 wccks (Fig. 1). BUVEC-E6E7 proliferated rupiLlly anl1 
were passagcd t!Very 48 h. 

Gcnomic integration of HPV16 E6-E7 sequcnces '""ns vcrificcJ 
hy PCR amplification using tv.:o st:ts of priml.!rs <..h:signcd to 
amplify thc comph:tc E6E7 "cqucncc t IOOU bp) anU a rarti;.11 
oni.: (410 bp) (Fig. 2.-'\). Both prollucts wcrc amplificU frum 
gt:non1ic DNA from BUVEC-E6E7 (f-°ig. :!B. lan..:s 5-X) but 
not from l3l;VEC f Fig. 2B. l<.lllL"S 1 -4). :'\.lorcnvi.:r. cxprc~ ... ion 
of thé' E7 nncoprokin \.vas dcm1..instratcd in OLT\/EC-Et-,E7 
Ct!lls by in11nuno~tain111g \.vith ;1 mr\.b ~1gainst HPV E7 ( Fig. 2C). 

Growth properties of BUVEC-E6E7 
BUVEC-E6E7 havt! hct!n rnaint~incc.J in cuntinuous -.uhcon­
tlucnt culture for more than 4 months (60 passag.c"') ( Fig. 3). 
Since th~ rcplica1inn tinH: is ::?4 h. th1s rcprcs..:nts n1ore than 
l::?.O rcplkations. Sc.:n~sct:ncc.• nf prinwry culturc!-> is charactcr­
izcd bv lack of ccll Uivision. incr..!.t~cd ccll volurnc. and ccll 
Ueo:ath -(Jha et :.11.. 1 1)9~). No si1!.n nf senc;:sccnc..: ha~ hc:-cn 
ohscrvc.:d in BUVEC-EóE7. as- thc prolifcratinn ratc.· ha" 
rcmain..:d constant thrnul!_hout this tim..: ( Fi1!.. J\. anJ thc cdL.; 
havc cnntinuec.J tn displ~;y a morpholngy a-nU .s1zc .,.imilar 10 
thost: of BUVEC al i.:arlicr pa~~ag.c.:s (Fig. ~.-\. and C). In 
cnntrast. untransf~ctcd BL~\.'EC .,.how¡,,:U 1ncrca~1.:U cc.:11 volurnc 
and dntslic~11ly r•.::J.w.:c:d thcir prolifc.:ralinn ~1ftt:r pass.:1g.•.: 20 
(Figs. J ~tnc.! 4 ). 

ih dc.·tt:rminc.: thc st:run1 rcquircn1cnts for growth. BUVEC­
E6E7 an.J untran~ft:c.::tc.:rJ BUVEC wcn; culturcd in mit!dium 
suppkmcntcd "vi1h various ..:onccntrations of st:run1 (Fig. 5). 
Uoth typcsof BU\.'EC failt:U to prolifcr~1tc in low (O. l '-:.{.) scrum 
and responded to it in ~1 dosc-rJcpcm.lcnt fashion. Transft!ctct.l 
BUVEC-EóE7 showcú a significantly hJghcr prolifc:rntivc 
rcsponsL· than ur.tr.:lnsfcctcU cclls. TI1c Jatcr n:achcd mm<imul 
gro,,;th with tü~ti st:rum. whilc BUVEC-E6E7 continuc:U to 
gro\.v at high~~r .,.c.::run1 conccntrations. 
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Fif!.1. lnt.:;!r:.lli<>n ot Er,E7 •Hl1.'P\!::n.: .... .-qu.:m.:::.:-., ;1111..J .. ·..:ilul.1r r..:...:prr.:-.­
-.,1011 ,,f 1-IPVI~ ••nr.:nr•n1i.:::r. .... ·'· p(~'.'\.l\"-Et,E7 lh.-l. khl "~h1ch ..:unt.1in ... 
thr.: C:'>.l'V pr••rlh•t .. ·r. Eh¡_:-; ,,n .. 01.!..:ll<." ... r..:4L11.:rH.:..- ..... S\·.¡¡J rn111101t.:r. .inU 
Sen n_..,.¡.,t;H1t.:1.· ;!.•.:n~·. E;it:h .. :.xprt:.,~1.,n un1t ha-., .1 r._1ty.1U..:nylat1n11 
..... ·yucn~...- (rH•l -.,hnv .. nJ. PC.'R 11 ... 111g rn111r..:r., 1 an..J:: \llf'f'•"r ,trrtll''' 
,unplil~ .i l l Ultl-hp pr~1..Juct. \\ h1k pnnh:r'i. J .1nd ~ 1 fo\\'t"r ~1rrou·,) ~ it..•!d .1 
-llll-hp fr¡11!n11·nr. H. PCR an.1!~-.1...,;,I g..:n11n11c DS.-' fr11111 untr.111:-.fi.:..:to.:d 
(l,111;.'' I - .. ,q anU tran ... fl.!'i.:t.:.J (/mlt"."> 5-81 Bl..VF.C an1plifi..-.J .lltc:rn;• 
t1vcl~ '"ilh p11111..:r..; ~ .rnU .¡ u1 I ;1ni.l :: .. ·\mpllfi.:J pn•Uu.::t .. ar.: im..1i..:01tr.:.J 
1:-y arr••Hht·ad'. pC:'\l\"-EoF.7 fH1-.,itiv.: .;l1fltrt1l 111111._•.\ /rJ .111.J //1. 
llC•!all\t..• r.:u1tlrol-. ._._lthooll O:--.:~\ ~fal1._.."i /~ an.J /3\. 1nulecuJar \\.CJ\!ht 
tn.;rkc1·:-. (/,,..,._. 'J) .l1·c .il-.,t• ..;h~J\\11. C. Dctcction of thl.! E7 oni:t1pnll~1n 
u-.,ing :1nti·E7 rn.-\.h ~1nU fl1h1rc?-<.;l.!'l1Cl." nlir.:ro.,copy. Sc<ilc h.1r: JS µ.tn. 

Characteri::r:ation of clones 
r\.t puss~1gl;! :!1. BUVEC-E6E7 wcrt: clon..:d by lin1iting.dilu1it1n 
Fnur clone~ ~ho .. ving. lhi! exprcssion of E7 oncuprotl.!'in hy 
immunocytocht!'mistry (Fig. 6r\.). werc: found to prolifc.::ratc at ~1 
constant r¡1te for more- thun 40 passagc:s ( not sho,vn). TI1f0! fl1U1 

clones ""'c.:rc cv¡1luatcU to dc:t.!rn1inc whc:thcr tht:v rctaincd 
endothclial ccll morphological and phc:notypical charactcris­
tics. Rcsults with clnne BVE-EóE7-l (pnssagc 35) (Fig.. 6) ~irc: 
rcprcscntativc of ali clones. and show that thcv all assurnc:d a 
cobbll.!'sto11c n1orphology (Fig. 68), stainc.:d po~itivcly for von 
'\Viltcbran<l protein (Fig. 6C). displaycd thc uptake of Dil-Ac­
LDL (Fi~ .. 60). and hounU tht: lluorcsct:nt endothelial cc.:11-
spccific l~ctins. BSl and UEA-1(Fig.6E and F. rt:Spl.!'ctivl.!'!y). 

e 
TESIS CON 

FAL~L -~~l'~_(]{.:l_QE.N , 

Fii,:. l. Sc.:lc:ction t"or st:Jblc: intct.?ra­
tinn of pC:'\tV-E6E7 plnsmid. Üu­
tr;1nsfcch:<l (.A .• U) ;:ind tronsfcctcJ 
(C) BUVEC wcrc platctl :md cul­
turcJ for 4 wc:eks in con1plete mc­
dium with (H. C) or without (A) 
500 pg/ml of G-41 ~- Sc:ilc: bur: 67 µm. 
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·No. of cell passages 
Fig. 3. Lifc span of normal (BUVEC) anJ tn.nsfected (BUVEC­
E6E7) cells. Cells werc scedcd al a Ucnsity of S x 105 pcr 100-mm Jish. 
and cell number per dish was rccurded at every passage (pcrformed 
every -18 h). 

r\.11 of thcse charactcristics contlnued to be appnrent al lalt!r 
Sto.ges (passngc 50). Consistcnt with maintaining the endothc:­
liu1n phenotypc. clonc 13VE-E6E7-l prolift!ratcd in n:sponsc to 
incrcasing conccntratiuns of the spccific cndothclial cdl 
mitogcn VEGF ( Fig.. 7). Thc clone showcd a highcr prolifcra­
tivc rcsponsc than wih..1-typc cclls. as it rc..:achcU maxin1al gro .. vth 
ata lowcr VEGF conccntration (5 nt,!/ml) and rnaintain..:d this 
growth ut thc highcst VEGF concl.!nlration ( 100 ngllnl). 

Tiic potcntial use u( BUVEC ccll lincs to study thc: action of 
factors thut regula te an1.!,i01!t!ncsis '\Vas invcsti1.!,alt!d bv asscssin1! 
thdr rcspons.:; to thc -ani.i-angiog.cnic. 16-kDa rrZ1g.m.:nt ol· 
prolo.1ctin. 16K Prolactin inhibitcd in a Unsc!-dcpt!'n1..h:nl fashion 
thc prolifcration induccd by VEGFofclonc 13VE-E6E7-l and 
uf untransfcctcU BLJVEC ( Fig. Sr\.). In huth ccll typcs. thc 
VEGF-inducci.J prulifcratiun 'vas signiricantly n:i..tuccd by two 
conccntratiuns of l6K prolactin. :\-lorcovcr. both the BVE­
E6E7 - 1 clone;: and wilú-typc ct!lls e;:xprcss prolactin mRNA 
(Fig. SB). RT-PCR :.1mplification with thrcc primer ~l.!ts having 
anncaling sitt:s within cxons 2 to S of thc bovine PRL gcnl.!. 
yh:ldc:d products in BVE-hE7-1·(Janes4-6) that wcre undis­
tinguishablt.:: in sizt.! from thosc :.unplificd from BüV"EC cDNA 
(Janes 1 -3) and thc doncd bovinc prok1ctin cDNA (lnnc:s 7 -
9). No signa! was dr.:tcctcd in the absc:ncr.: of rcvel"SI.! tl"anscl"ip­
tast: (lanc.: 11) nor in thr.! nc1.!,ativt.: contl"ol '""'ithout RNA 
(~n~lO~ -

Finallv. morl.! thnn onc hundrcd cclls of each thc immortal­
izi.!d and thc wild-typc cdls wcrc invt!stigated for gcnomic 
inst.ability by quantifying abnormal ccntrosomr.: nunl.bcrs. Cc:lls 
with n > 2 ccntroson1t!s wcrt! S.S'!ti and 5.S'!~ in BVE-E6E7-l 
and BUVEC. n.:spc.:ctivcly. Thus. thcrt! '\V:ts only a sn1all 
variation (JlX>) in ccntroson1c nun1bcrs bctwel.!n tht! t'\vo 
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Fi~- 5. Dos..:-Ucpcm.lr.:nt .. timulat1on uf thc prolifrration of BtJVEC 
(passag.c tí) and IlUVEC-Ef>E7 ( passag.e 3:!) '\'l.ith incrt!asing conc..:n­
tratiuns of scrurn. Valucs are ct::ll numhcr pcr wcll an<l rt::prcscnt thc 
m..:an = SE:'\.1 of triplicah! Uctcrrninatiun..._ .. p < 0.05 vc:rsus untr:m'!>­
fcctc<l BUVEC. 

ccllular populntions. Likc:'\visc:. metaphase sprcad analysis 
shn,ve<l a small diffcrcnCI.! in thc: chromosomt: numbc::r bc::tween 
thc wild-typc and thc: imrnortalizcd cultun::s. Th.us. con1parcd to 
thc rcported 60 chromosomcs of Bus tau rus ( Riggs et. al.. 1997). 
an uv..:rugc of 59.S chromosomcs wen: found in witd-typt! ce lis 
at passagc: 9. and 59.6 chromosomcs in the BVE-E6E7 clone at 
pnssage 34. 

Discussion 

TI1t! vasculaturt! is onl:! of thc: first systems to function during 
vertebrate dc:velopmc:nt. and the establishment of a net'\vork oí 
blood vcssds is absolutdv cssential for c:n1brvonic survival and 
gro'\vth. Like,vise. angiogencsis. or formati'On of new blood 
v..:ssels from pre-existing oncs. o..::curs during uterine cycling. 
placen tal growth. wound healing. inflnmmatory responses. and 
tumor nt:ovnscularization. :Vloreovcr. vascular endothelium 
plays a key role in vascular homeostasis as it has the ability to 
produce various vasoactive mediators that regulate platelet. 
leukocvte and smooth muscle ccll functions. 

TI1t.: ~tudv of tht.: cellular an<..l molecular mechanisms wherebv 
r.:ndocrinc :inu autocrine/paracrin..: factors affect endotheli::i'I 

e 

Fig. -1. ~1orphology of untransfcct­
cd (A. B} and transfccted E6E7 (C} 
BUVEC after passagc 6 (A) or pas­
sagt: :?l (H. C). Scall! bar: 67 µm. 



Fi~.<•. Charactcdr1tiun uf BVE·EhE7- l lpas .... a~.._! J:'i) hy pha-.c· 
~untr¡1st anJ fluon::-..:•.:ncc n1icnJsco._•py. c·h,,111.: BVE-l?hE·,.¡ cclls -.hu\\ 
immuno-.taining for E7 oncoprotcin (.-\.) anU thc Lnúnthclial markcr. 
vnn \Villchn1nJ. pnllcin fC). TI1cy frirrn t1l(ltlol;1y..:r-. (H). incorporare 

cl.!'11 functinns has bi.:t:n harnpcrt:d h" th.._.• lack uf ~nUvthdh~l l:cll 
Hncs that rctain a <liffcn:ntiah:d phi.:notypc::. :--.inrmal prin1ary 
cndothcliul cclls un; not idC"al for lu1U.~·Lcrn1 stt..hJic..:i liccausc 
tht:} undcrgo s0mc Uc-difforcntiation ir. ...:ultun.: ( C-e!·· ln">s of 
g.rowth fnctor/cytokint! rcsponsivcncss) .. 1nd havc .. 1n inhcrently 
shorl replicativc tifo span heforc sencsccncl.!' {:\.tischcck el al.. 
1989: ~lt:verel al.. 1990). :\.lorl!ovc.:r. not ali vasculnrc::ndothclial 
cells are ;like. Endothc;;:lial cdls r..:sidin1! in various anatomical 
locations un: c.:m.lowcd 'vith a uniq~c: rcpertoirc of gene 
products and cc::llular nH.·i;.·hanisms 'vhi..:h t.•nnhlc= them to 
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Fi~. 7. VEGF·induccd pruhfcration of untransf, ct.:d ..:e lb (BU VE C. 
passagt! 7) and clone BVE-E6E7· I (pas~a~c 37). O.ita are mi:an = SE;\.t 
of triplica te dctermi.1atio11s. * p <.. f1.0S versus control -without 

VEGF. 1 t-fsT~--;]-\:;r---·: 
-, ·' ,. - ·. . -, . .- : 
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tluorcsccnt. acctylJtcU lo'"'". dcns11y lipoprott!in (ll) and rr.:act w1th 
tluun:~.;i.:nt '--·mllJth..:lial ..:i:ll--.pccific BSI (E) .1nU tJE.·\..-1 (F) lcct1n~. 
Sc~dc b~ir: 38 µrn for A. E and F: ;_inJ h7 µm for H. C .1nd U. S11n1br 
rc'.'>ults \\i;rc ohtain\.!"U \\Íth thc uthcr thr..:c B\..'E-EhE7 clL"lOC'.'>. 

l'r.:rfnrm their basic ""task·· in a selc:ctivc. ussuc-spccific mannc.:r 
(/\.ug.ustin et ::il.. 1994: Lclkes et al.. 1996). For cxan1ple. hnsi(; 
fibrohl¡1st growth factor cnhancc:s tissu\!'·lypc plasminugl.!n 
activatur pru.,.tuction in aortic l.!Odothdial cdls whi!t: suppres­
o.;ing it in vcnt.""lUS c.:ndothdium (Y~unamoto t!l ;.11.. llJ9-+) .. -\.lso. 
chc-rl.! are difft:rcnct:s in the typcs and amounls of cell adhcsion 
molecult:s IO!Xprcssc:U by microvascular and largc-vl!ss...:I cndo­
thelial cells (St:wcrlick c;:t .:ti.. 199~: Sc::,,·erlick and La,,·lcy. 
l 993). This functionul ht:tcn")gencity also extends to diffcrt:nct:s 
bet,,•ct:n tht! adult and thc dcvcloping fc:tal vasculaturc 
(Davison et al.. 1983: Ausprunk t:l al.. 1991: Augustin et al.. 
1994: Carmeliet. 2000) and betwecn spc.:cies (Fajardo. 1989). For 
thc=sc: reasons. a modc:l endothclial cc.:ll lint: could provide ¡1 
ust:ful referc:ncc! point and fo.1..~itírate thc standardizatinn nf 
obsc:rvations madc: fron1 studics of endothclial cells from 
difft:rcnt spc:cies or diffcrcnt vascular bc!dS. L1ke,visc. a modcl 
.._.·ndothdial ccll lim.: mav also overcome sorne;: of thc..: difficultic;.;"i 
cncountered with prim~ry endothdíal ccll cultures and providt: 
a consislc.:nt model svst\!m to studv endothdial ccll function . 

TI1c: largc m¡:jorit~· of thc studi~s pcrformcd in vitro on ve:: in 
cndothclium have uscd cc:lls dcrivcd from humun umbilical 
vc;:;ins (l-IUVºEC). Thesc cells are limited in their uscfulness 
beca.use of their long duubling timc:s. thdr rc-quirements for 
s1g.nificant conccntrations of serum for growth. and their lot-to­
lot variability in functional a.ssays (Jaffe t:l al.. 1973; ~laciag 
c.:t al.. 198-+: Takahashi et al.. 1990: \Vatson et al.. 1995). Sr:vc;.:ral 
cell lint:s of HUVEC ongin havc l:'icen reported. ranging from 
an ¡1Jmost normal pht:notype (Falh:r et o.ti •• 1988). to the luck of 
cndothdial-specific functions such as von \Villcbrand protein 
exprc..:s~ion (Takahashi et al.. 1990; L:.tssalh: et aL. 1992; Punch­
ard c.:t al.. 1994 ). to tho~t: displaying an entirely tr:¡nsformed 
phcnotype (Tak::ihashi et al.. 1990). HUV.EC cell lines include 
one that was ~pontanc::ously transfonncd (Edgc::ll t!L al.. 1983) 
and others produced by artificial means. 'The latter '"'ere 
obtaincd by transfection with ct!llular (Punchard et úi .• 1994) or 
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FiJ:. H. A. lnhibitiun of VEGF-~tin1ulatcU prolif.:r;.ttion hy inc:rcasing 
conccntrntions of lh1'. PRL. BUVEC amJ BVE-E6E7-1 \vete trcatcd 
'"'·ith 10 ng.lml of VEGFaloni: or hlg\.!'thcr \Vtth Jiffcr..:nt Cl>nccntration~ 
uf 16K PRL. Valucs ;:1n.: cxpn:sscd ;.1s thc pcrccnt;:1gc uf incrcasc in 
prciliferation in thc prcscm.:c nf VEGF rcl;:1t1vc to untrcatcJ cclls tbasal 
prolifcn1lionJ. Data are mean.::: SE:-.-1 of tnplh:atc dctcrmimnions. 
"' p < 0.05 vc-rsus rcspc:ctivc ,.aluc without 1 hK PRL. H. Exprcssion ot 
PRL mRNA in BUVEC ani.I BVE-E6E7- l c~lls. Southcrn blot 
analysis of RT-PCR produ.:ts <1mplificd with threc combinations of 
PRL priml!r.._ Similar PCR pro..Jucts wl!rc.: amplifil!d from"\vilú-typi;;: 
BUVEC (lant!s 1-3). llVE-EhE7-l cclls (/an1.·s-l-ó) ami from PRL 
cDNA (/t111es 7-9). Negativc cuntroh. werc: omission of BUVEC RNA 
(lant.• 10) and BVE-EnE7-l RNA \\.'ithout reverse transcriptasi: 
(/une J 1). BUVEC ~111ú BVE-E6E7-l wcrc: usi;;:J ~1t passages 7 and 37. 
rcspcctivcly. 

vir:il oncogenes (SV-lO large T-antig.en (Lassallc! t:l al.. 199::!). v­
ras and v-mos (Faller c:t al.. 1988). or HPV16 oncoproteins 
(Punchard et al.. 1994)) or by fusion with the human lung 
carcinoma cell line A549 (Edgell et al.. 1983). To our knowl­
edge. immortalized umbilical -;_,ein cndothclial cell lines have 
not bcen describcd for non.:human species. Here we report the 
generation of an immortalizcd bovine umbilical vein endothe­
lial cell line that retains characteristics of diffcrentiated 
vascular cndothelium. 

Multiplt: studies havc shown that ex.pression of the E6E7 
early region from HPV16 cfficit:ntly immortalizes various cell 
types including fibroblasts (Shiga et aL. 1997). epithetial cells 
(Courscn et al.. 1997). kcratinocytcs (~lungcr et al •• 1989). 
smooth muscle cells (Lochmulh:r et al.. 1999) •. nnd porcine 
brain endothelial cclls (Teifel and Friedel. 1996). Consistent 

with these findings. bovine Umbilical vein endothelial cells 
(BUVEC) transfected with the HPV16 E6E7 expression vector 
were successfully immortalized since they have been main­
tained well be)'ond the normal life span of the primary culture 
and display a high pr~tife_ration rate with no sigas of senes-
cence. . . 

The principal mechanisms by which expression of E6E7 
oncOproteins are thought to elicit immortalization have been 
proposed for sorne time. It has been shown that the E6 protein 
binds p53 protein and hastens its destruction. while the E7 
protein binds to the retinoblastoma gene product (Rb) and 
inactivates it (Dyson et al.. 1989: Janes et al.. 1999). Thc 
blocking of p53 and Rb. which act as tumor suppressors by 
controlling cell proliferation. results in cell immortalization. 
Although these findings are consistent with a critical role of 
E6E7 proteins in curcinogenesis. HPV-E6E7 immortalized cell 
linc:s are not comph:tely transformed. They are incapable of 
o.1nchorage-indepcndent growth. are not tumorigcnic in nudc 
mice. and may retain the stuble phenotypes of thcir ccll typc 
origin (Tsao et al.. 1995: Tcifcl and Friedel, 1996: Fichorova 
et al.. 1997). Thus. transfection ... vith HPV-16 E6E7 is a uscful 
mC"thod to genera ti.! cell lincs that rctain charactcristics of thl.!ir 
diffcrcntiaied primary ccll counterparts. 

Consistcnt with tht! abovc. BUV'EC·E6E7 showe;:d serun1-
depcndent gro\vth cquivalc:nt to normal BUVEC. Likewisc. thc 
four isolntcc.l BVE-E6E7 clont.!'s cunst.!'n·C"d thc endothC"liul cell 
phcnotypc.: as dcfincd by cummonly a~cc.:ptcd critcria ( Gi;:rrit­
.scn et al.. l 9SS). Thcy c:xprcss thc von \Villc.:brand factor. takc 
up acetylatcd LDL. and stain positivc.: with thc cn<lothclial ccll· 
spccific lcctins UEA-1 and BSI. Furthermore. clone: BVE­
E6E7·1 responds to thc spccific cndothclial cell mitogl.!n. 
VEGF. Thcrefore. BUVEC E6E7 clones rcmuin phcnotypi· 
cally similar to early-passagc untransfoctcd cclls. Neverthelcss. 
cclls imn1ortalizt!d by E6 anc.l E7 oncog.enc:s may presl:!nt a loss 
of gcnomic intcgrity (Ducnsing et al .. 2000). Alterations in 
ccntrosomc and chromosomc numbcrs '*"'ere dctC"ctc.:d bct\vc:c:n 
BVE-E6E7·1 and untransfectcd BUVEC. Howevcr. thcsl.! 
alterations are small when considering thc advantagcs con· 
fcrrcd bv thc inc.:reasc in thc lifi:: span of the immortalizcd ce;:lls 
versus ...-.:ild-type cultures. 

ll1e abilitv of BUVEC cdl linc:s to retain a difft!rentiatc;;:d 
phenotypc i~ in contrast to rindings using HUVEC immortal­
izc:d bv transfection with HPV16 DNA (Punchard et al.. 1994). 
The lalter ha ve a HUVEC-like morphology and are positive for 
von \Villebrand Factor anc.l UEA-1 lectin binding at early 
passnges. As passages continue. however. HPV16-transfcctcd 
HUVEC cultures showed an increased number of giant cells. a 
change from the cobblestonc appcarance anda gradual loss of 
van \Vi lle brand protein ( Punchard c:t al.. 199.J.). Ahhough tht:sc:! 
changes may involve clonal differences '"·ithin the mass culture 
of transfected HUVEC. they may also retlect a loss of 
endothelial cell characteristics. In this regard. the ability of 
BUVEC to retain endothelial characteristics upon transfection 
with HPV16 oncoproteins may retlect spc:cies·related differ­
ences. Our results sho'"' that BUVEC have less fastidious 
exogt:nous growth requirements than HUVEC. In contrast to 
HUVEC (Jaffe et al.. 1973: ~Jaciag c:t al.. 1984; \Vatson et al .. 
1995). BUVEC cultures shO\\'c:d no additional nec:d of growth 
fuctors. cofactors (hepar-in. ascorbic acid) ora special culture 
substrate (fibronec.:tin and gelatin). 1\tloreover. BUVEC dis­
played a population doubling time of24 hin contrast with the 
92 h reported far HUVEC (Jaffe et al.. 1973: Takahashi et ul.. 
1990). Parallel transfection of HUVEC and BUVEC with the 
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same vi;:ctors in future experimcnts should help strengthen 
1 hese conclusions. · 

The ut1lity of Bt.:VE::Ccell lincsasa tool tostudy the action of 
factors that rcgulate <Jngiogcncsis _is substa.ntiated by tht:ir 
nbility to cxprcss and respond to prolactin molecules. Prolactin 
is a pleiotropic hormone and cytokine with functions that range 
from rcproc.tuctinn ;.¡nU osrnoregulatinn to immunomodulntion 
and ang,iugen,;sis (Bolt.!-Fevsot et al.. 1998; Corbacho et al.. 
:1001 ). Prol°ñctin can be prot~nlyttcally clt!O.Ved to l6K prolactin. 
a fr<1gmcnt '••ith anLi-angio~enic properties. 16K Prolactin ¡1cts 
asan inh1bltor of an~i",gcncsis in "i·.o (Ducii.a~ et al.. 1999) and 
in ... -ilro (Clapp et al .. IY93) inhihiling. cnU.01hclial cl!ll prolif­
er:.tlion (Clapp ~l al.. 1993). dnc..l stimulating typc 1 plasminogen 
activator inhihitur l.!Xpn .. ~~sion (Lee et al .• 1998) and apoptnsis 
(~lartini et ul.. 2000 J. '.\1nn:ovcr. c1l\..lothdial ce lis frotn diffcr­
cnt \.C'iscl:o> anU spccic~ cxprcss thc pruluctin gene anJ 
synthcsizc prolactin anU thK prul~u.:tin (Clapp et al.. llJ'Jl"o;: 
Corbacho et al.. 2UOO: Ochoa ..:tal.. 2001 ). \Vt: found that thc 
13VE-E6E7 -1 ..:clls. likl!' thi...·ir wild-typc cuuntcrparts. t:.xprc.;.s 
prolnctin mRNA anJ n:sponU ro anti-angiog.cnic lhK prulactin. 
TI1us thcsc cdls m.ty hdp cstabli~h thc role.: of prof¡Ktin prott:in~ 
in thc rcgulatio11 uf angio~cnc:-.is. 

ln .,,uffimarv. wc ha\~ ccñcratcU l3UVECccll Jinc~ that rcruin 
fcuturcs uf v~1 ... cular cndotht.:lium. and thcir use may provic..lc 
novd in">ights int.> thc mcchani:..ms govcrnin)!. en<lnthclial ccll 
hctcrogc1.;-city anLI function. - -

.. \.c:knc""lcd1.:11h..'11h. \\"c !!fah:fully a..:k1h1\\dcdgc F. Ll:,pi.:z-Barrcra. G. 
Nav,1. J.~ Gal;ff:ta . .ind C '.\.h:_1l;:1 f'"ir thcircxpcrt h .. ·1.:hni..:al <1~si~tan1...1..". \Ve 
;:1ri.: also grate ful tn U. D. Pkss fnr cditing thl;.'.' manu,..i:ript. ·n1i~ wurk '"ªs 
supp,JrtcJ hy t,!.r::ints from thc 110,,arU Hughcs ~lt:U1cal ln-,titutc 
t55f>t:IJ::0Y~l. thc Natinn.tl c·nuncil 1-.f St.:icncc..· .1nJ ,l!chnnh1~y ICO':'­
.-\.CyT 27q::'ll-S) and Satirn1;:1l L"ni,·...-:-~:ity nf :-...1c:...1c:n (l:"'::~n7l>'"1). 
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