IZTACALA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

SOBRENADANTES PROVENIENTES DE CULTIVOS
DE CELULAS TUMORALES (CalLo, InBl y HeLa)
INDUCEN ADHERENCIA CELULAR IN VITRO Y SU
RELACION CON EL TN

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I O L O G O
P R E S E N T A

CUAUHTEMOC ESPINOSA MANZO

DIRECTOR DE TESIS: M. en C. LUIS SANCHEZ SANCHEZ

TLALNEPANTLA, ESTADO DE MEXICO, 2003

TESIS CON
FALLADE ORIGEN |

-—-mw—‘m-:-m S R




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente estudio, se realizé en el laboratorio de Biologia Celular y Molecular
del Cancer perteneciente a la Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y
Cancer de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Universidad Nacional
Autdénoma de México UNAM bajo la direccién del M. en C. Luis Sanchez Sanchez



AGRADECIMIENTOS

A mis padres: Rafael Espinoza Madrigal y Maria Remedios Manzo Brisefio. Por su
guia, carino y apoyo incondicional para este trabajo.

A mis hermanos: Rafael, Paty, Lalo, Susana, Gustavo, Blanca, Gerardo. Por estar
siempre conmigo cuando los necesito.

A mis sobrinos: Cesar, Tobias, la Nena, el Casper, el Nene, la bola y Sergio,
ademas a su hija Alejandra(el gato relamido), la nera, a Karina, a Erick a Nataly, a
Linda (la cata) y a Miriam (la catarinita)

A mis cufados: Ricardo, Gricelda, Marieta, a Max (el garfield), a Beatriz (la piry), a
Pedro, al Quique (el confiton).

A mis los companeros de laboratorio: Magali, Hugo, Vicente, Sara, sandra Vicki.
Gisela, pero en especial a Fernando flores (el cucu), por la ayuda incondicional

que me presta cuando lo necesito, y a Gerardo por instruir algunas técnicas de
computacion para la elaboracion de este trabajo.

Al doctor Benny Weiss por ser pionero de este laboratorio

Al Maestro en Ciencias Luis Sanchez Sanchez, por su paciencia y por ser guia de
este trabajo.

A la Doctora en Ciencias Rebeca Léopez por su valiosa ayuda y por ensefiarme
un poquito de su conocimiento.

A Tony por sus ensenanzas.



VAR

iNDICE

ABREVIATURAS

RESUMEN

INTRODUCCION

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-c)
Caracteristicas moleculares del TNF-«
Efectos del TNF-« sobre células fibroblasticas
Efectos del TNF-a sobre células endoteliales
Efectos del TNF-u sobre células tumorales
ANTECEDENTES

JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS GENERALES

OBJETIVOS PARTICULARES

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION Y CONCLUSIONES
REFERENCIAS

—X

O o @ U ;g bW

13
14
15
15
16
25
34
38



Ab
Ag

ARNm
ATCC
[B-*H)dTTP

Ca
CaCu
CAMs
Cpm

ECAM
EGF
ELAM
ELISA
FEC-GM

HPV
ICAM
IFN-y
IL-1p3
lgG
KD
LPS
LTC
mAb
MC

ABREVIATURAS

anticuerpo

antigeno

acido ribonucleico mensajero

compania American Type Culture Collection
Desoxirribonucledtido de Timina marcado con el isétopo tritio de
emicion de particulas beta (analogo de la pirimidina Timina)
calcio

Cancer Cérvico-uterino

Moleculas de adhesion célula- celula

cuentas por minuto (unidad de lectura para el contador de
centelleo)

Molécula de adhesion extracelular

Factor de Crecimiento Epidermal

Molécula de adhesion extracelular de leucocitos

Inmunoensayo acoplado a una enzima

Factor estimulante de colonias de macrofagos y granulocitos
gravedades

hora

Virus del Papiloma Humano

Molecula de adhesion intercelular

Interferén gama

Interleucina uno beta

Inmunoglobulina de isotipo G (anticuerpo con cadena pesada y)
Kilo Daltones

Lipopolisacaridos

Linfocitos T Citotoxicos

anticuerpo monoclonal

medio condicionado



MCC s/s
Mg

ug

MHC

pl

mL

N
NFkappaB
NK

nm

PBS
pmoles
RL
RPMI-1640
rpm
SAMSs
SFB
SSv
(v/v)
(wiv)

TC
TGF-p
T’
TNF-o
VCAM

medio condicionado concentrado sin suero
magnesio

microgramos

Complejo Mayor de Histocompatibilidad
microlitros

mililitro

Normal

Factor nuclear kappa beta

Células asesinas naturales

nanometros (medida de longitud de onda)
Solucién amortiguadora de fosfatos
picomoles

Leucorregulina

Medio nutritivo1640 (Roswell Park Merorial Institute)
revoluciones por minuto

Moléculas de adhesion celula sustrato
Suero Fetal de Bovino

Solucion Salina de Verseno

dilucion porcentual volumen/volumen
dilucién porcentual masa/volumen

Células citotoxicas

Factor de Crecimiento Transformante beta
timidina tritiada

Factor de Necrosis Tumoral alfa

Molécula de adhesion de celulas vasculares



RESUMEN

La regulacion de la division celular, es un mecanismo de suma importancia en
el control de la progresion del ciclo celular en células normales. Tal regulacion ocurre
por la participacion de citocinas o factores de crecimiento que inducen la progresion o
detencion del ciclo. La citocina proinflamatoria TNF-o (Factor de Necrosis Tumoral alfa)
ha sido descrita como un fuerte inhibidor de la proliferacion de células normales, asi
como de carcinomas humanos, sin embargo se han encontrado carcinomas que
muestran resistencia a tal inhibicion por esta citocina. En el caso del cancer cervico-
uterino (CaCu) no es claro el papel que juega el TNF-« sobre la proliferaciéon y
adhesion celular. En este trabajo se encontré que las células tumorales provenientes
del cérvix humano Calo, InBl y Hela, son capaces de secretar el factor de necrosis
tumoral (TNF-o) de manera activa en cantidades de picogramos, que al ser bloqueado
con anticuerpos neutralizantes se observé una disminucion en el numero celular,
sugiriendo que dicho factor participa en el potencial proliferativo de dichas células. Por
otro lado, se encontro que los sobrenadantes provenientes de cultivos de las células
tumorales Calo, InBl y HeLa inducen adherencia celular en coocultivos de células
endoteliales provenientes de de cordones umbilicales humanos y de la linea celular
promielomonocitica U937, que al ser tratadas con anticuerpos neutralizantes contra
TNF-«, tal adhesion celular se ve disminuida, indicando que el TNF-« secretado por las
celulas de CaCu no solo participan en el potencial proliferativo de tales células sino gue
ademas inducen adherencia celular que podrian estar utilizando dentro del mecanismo
que promueve el desarrollo de tumores secundarios (metastasis). Tales resultados
permiten proponer al TNF-a como uno de los factores en estudio para posibles

aplicaciones terapeuticas contra la generacion de una metastasis.



INTRODUCCION

En una célula eucarionte normal, el desarrollo del ciclo celular esta regulado por
un amplio espectro de factores de crecimiento o moduladores bioldgicos (Meager,
1991; Lopez-Marure, 1997). Tales factores son secretados por mdltiples tipos
celulares, tanto normales como transformados (Lange et al., 1992; Margni, 1996; Roitt,
et al,1998). Entre la mayoria de los moduladores de la proliferacion celular destacan
las citocinas, factores que generalmente presentan una naturaleza glicoproteica y son
fuertemente solubles (Meager, 1991; Janeway-Travers, 1997; Roitt et al., 1998). Tales
moduladores ejercen su actividad de manera autdcrina, paracrina o endocrina,
intervienen en una fase determinada del ciclo celular, son capaces de regular la
diferenciacion, la activacion y la proliferacion de varios tipos celulares y comiunmente
presentan actividad pleiotropica (diferentes citocinas son capaces de inducir el mismo
efecto biologico), circulan por los fluidos corporales, actian a concentraciones
extremadamente bajas (en niveles de picogramos), tienen un tiempo de vida media
muy corta y ejercen su efecto en determinadas células blanco al interactuar con
receptores de membrana especificos (Carl-Henrik, & Bengt, 1989; Meager, 1991;
Bendzten, 1994; Abbas, 1996; Alberts, 1996, Chavez, 1997, Regueiro & Lopez, 1998).

Se ha reportado la existencia de una cantidad significativa de citocinas o
factores que regulan de manera negativa la division celular, sin embargo solo algunas
han sido purificadas y estudiadas a nivel molecular, estas son: la Interleucina-1 Beta
(IL,1B). el Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-[3), el Interferon gama
(INFy), la interleucina 2 (IL-2), y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-«), este
ultimo es uno de los factores que ha sido objeto de un gran interés ya que es un
mediador pleiotropico con actividad proinflamatoria e inmunorreguladora, importante
para la defensa del organismo ya que esta presente en el suero de animales con
infecciones sistémicas con actividad antitumoral (Carswell et al, 1975). El TNF-«« es un
mediador primario enddgeno responsable de la patogénesis de la infeccion, dano e
inflamacion; por ejemplo, es un mediador crucial en el choque séptico o endotoxico

(Beutler, 1992) Paraddjicamente también participa en procesos benéficos de la



defensa del organismo y en el mantenimiento de la homeostasis del tejido (Tracey et
al, 1989).

Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-c).

A principios de siglo, se descubrid que ciertos agentes infecciosos y sus
productos presentaban efectos anticancerosos en animales; en particular, se demostro
que la inyeccion de pequenas cantidades de bacterias gram-negativas, vivas o
muertas, podia provocar la necrosis hemorragica de tumores de ratones: los tumores
se desangraban, se oscurecian y se secaban. Posteriormente, en 1970 se identifico y
se purificd el componente activo de las bacterias gram-negativas y se establecio que
se ftrataba de un complejo de lipidos y azlcares: los lipopolisacaridos (LPS)
constituyentes de la pared celular el cual estimulaba la liberacion de un factor
antitumoral, causante de la destruccion del cancer. Ante los efectos que dicha citocina
producia sobre los tumores, se le llamo Factor de Necrosis Tumoral o TNF por sus

siglas en inglés (Lloyd, 1988).
Caracteristicas moleculares del TNFu

El TNF esta constituido por dos especies moleculares, el TNF-« y el TNF-
[} (Abbas et al., 1996) solo que el TNF-« es producido por macrofagos activados y el
TNF-} por linfocitos activados (Aiyer y Aggapwal., 1988). En la actualidad se sabe que
el TNF-i es la principal citocina elaborada en respuesta contra infecciones bacterianas
y por agentes gram-negativos (Margni et al.,, 1996).

El TNF-¢« humano es un polipéptido constituido por 157 aminoacidos, con una
masa molecular aproximada de 17 KD, que fue aislado a homogeneidad como una
glicoproteina a partir del medio condicionado de la linea celular promielocitica HL-60, la
cual habia sido previamente tratada con ésteres de forbol. Su estructura primaria fue
determinada a partir de la proteina pura y la secuencia obtenida es identica a la que

predice la secuencia de nucleotidos del ARNm. En su forma activa el TNF-i es un
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homotrimero unidos no covalentemente que tiene aproximadamente 45 KD y cada
subunidad tiene un peso de 17 KD. Estudios cristalograficos han corroborado su
naturaleza trimérica la cual resulta de un arreglo de cadenas en dos laminas f-
plegadas antiparalelas. EI TNF-o. es muy sensible a la actividad de proteasas,
perdiendo su funcionalidad biologica rapidamente, lo que sugiere una estructura
terciaria poco compacta (Ibarra, 1997). El TNF-« se origina de una proteina precursora
de 25 KD con un dominio hidrofdbico y otro hidrofilico. se inserta en la membrana
celular y luego es modificada para originar la forma soluble de 17 KD a nivel
extracelular (Abbas et al, 1996; Margni et al., 1996). El gen del TNF-« se situa en el
complejo mayor de histocompatibilidad, en el brazo corto del cromosoma 6 (Chavez,
1897).

La fuente celular principal del TNF-« son las células asesinas naturales (NK), los
linfocitos T, las células linfoblastoides B, los fibroblastos, las células tumorales de
mama, las células tumorales de ovario y las células epidermales. El TNF-« posee
actividad pro-inflamatoria e inmunorreguladora, ademas de inducir una gran variedad
de respuestas celulares: promueve o inhibe la proliferacion, induce citotoxicidad, e
induce o previene la diferenciacion celular. (Donato et al, 1989, Marino et al, 1989). In
Vitro, estimula el crecimiento de fibroblastos normales; sin embargo, en lineas
celulares transformadas inhibe la proliferacion e induce citotoxicidad (Abbas ef al.,

1996; Margni et al., 1996, Lopez Marure, 1997)
Efectos del TNF-a sobre células fibroblasticas

Se ha observado que el TNF-« induce la proliferacion de fibroblastos primarios
de prepucio humano (Kwon et al, 1998). En las lineas celulares fibroblasticas de
pulmén MRC-5 y carcinoma de mama MCF-7, han mostrado sensibilidad, resistencia a
la apoptosis e inhibicion de la proliferacion al ser estimuladas con el TNF-« (Gerritsen
et al, 1998). En células endoteliales y en epitelios de traquea de rata, el TNF-«« inhibe
el crecimiento; no obstante en epitelios glomerulares de rata, proliferan en cultivo

(Freitag et al., 1996; Lopez Marure, 1997, Yanagisawa ef al, 1994).



El TNF-a es una citocina que tiene un papel clave en la respuesta inflamatoria,
puesto que induce un amplio espectro de actividades proinflamatorias, y ha sido
implicado en varias enfermedades, entre las que destacan los procesos reumatoides
(Sherry y Cerami, 1988). Un importante tejido blanco del TNF es el endotelio vascular,
que por su localizacion estratégica en la interfase entre la sangre y los tejidos, participa
en los procesos inflamatorios, incluyendo los procesos inducidos por TNF y ofras
citocinas.

La generacion de una respuesta inmune efectiva depende de la secrecion de
citocinas especificas que recluten y activen células inmunes en el sitio de la infeccion.
Los linfocitos humanos secretan constitutivamente muchas citocinas en cultivos
celulares. Una de esas linfocinas es la interleucina 1 (IL-1), la cual induce una amplia
variedad de reacciones inflamatorias e inmunologicas, tal como la produccion de la [L-2
por las células citotoxicas (TC) Los mismos leucocitos son auto estimulados por la IL-1
para proliferar, sintetizar y secretar otras linfocinas incluyendo IL-6, la IL-8, el factor
estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (FEC-GM), y el factor de
necrosis tumoral (TNF-u). Cada una de estas moléculas promueve reacciones
inflamatorias o inmunologicas por mecanismos especificos. EI TNF-« y la IL-1 ejercen,
ademas, una accion antiviral por medio de la represion de la expresion de los genes
virales. (Berumen 1997)

Una vez activados los linfocitos T citotoxicos (LTC) proliferan, se diferencian vy
participan en la lisis de las células blanco por tres caminos diferentes: a) secretan
perforinas y otras proteinas que perforan la membrana celular, b) liberan sustancias
que inducen la muerte celular programada (apoptosis), y c¢) liberan citocinas como el
interferén gama (IFN-y ) , el TNF y la leucorregulina ( RL ) que limitan la actividad viral
dentro de las células y atraen macrofagos y otros fagocitos que pueden destruir a la
célula. El IFN-y y la RL inhiben la expresion de los genes virales y estimulan la
expresion de las moléculas de clase 1 del complejo mayor de histocompatibilidad
humana en los queratinocitos humanos, lo que permite una mejor presentacion de los
antigenos virales y con ello una respuesta inmune aumentada. La RL tambien aumenta
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la transcripcion de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y la
sensibilidad de las células epiteliales cervicales inmortalizadas con el virus del
papiloma humano 16 (HPV16) para ser destruidas por las células asesinas naturales
(NK) activadas por linfocinas (Berumen 1997).

El TNF es conocido como un inductor de moléculas de adhesion para células
endoteliales; induce la expresion de las Moléculas de adhesion extracelular (ECAM) en
ratones desnudos comparada con el tipo silvestre, La reconstitucion con células T resta
la induccién del TNF-u para la induccién de las Moléculas de adhesion de células
vasculares 1 (VCAM-1) en ratones desnudos, estos resultados indican que los
linfocitos circulantes son moduladores del incremento de la expresion de ECAM
facilitada por el TNF-.

Las citocinas proinflamatorias tales como el INF-y y el TNF-« inducen la
expresion de moleculas de adhesion en células endoteliales y promueven la
trasmigracion de leucocitos a las células endoteliales, sin embargo, cuando se

administran juntas paraddéjicamente, la transmigracion de leucocitos disminuye.

Efectos del TNF-« sobre células endoteliales

La celula endotelial juega un importante papel en la regulacion de la
permeabilidad e integridad de los vasos sanguineos, consecuentemente una alteracion
en la funcion de estas células modifica las caracteristicas morfologicas y funcionales
de la vasculatura (Bevilac et al, 1986). Se han realizado analisis por citometria de flujo
gue demuestran que las células endoteliales presentan los dos tipos de receptores
para el TNF (Slovin et al, 1998), por lo que se supone que este factor puede mediar
sus efectos sobre la célula endotelial. El TNF-a produce efectos que pueden ser
importantes en el proceso proinflamatorio y de neo-vascularizacion (Haliday et al,
1991). Ademas de que induce la expresion de moleculas de adhesion celular

Las celulas endoteliales forman una capa continua que recubre la superficie
luminal de los vasos sanguineos. La membrana basal sobre la cual se localizan

consiste principalmente de laminina, colagena tipo IV y sulfato de heparina. Estas
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células controlan el intercambio de metabolitos entre el torrente sanguineo y los tejidos,
y participan en ciertas respuestas biologicas. Durante la reaccion inflamatoria e
inmune, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«), la interleucina 1 beta (IL.1-p) y el
interferon gama (IFN-y), alteran la funcion de las células endoteliales provocando
cambios morfologicos y bioguimicos llamados “activacion” (Pober, 1988), y por lo tanto
representan un modelo util para estudiar este fenomeno en las células endoteliales.

En un adulto normal las células endoteliales estan en un estado latente con una
actividad metabolica muy baja (Risau, 1995), a estas células se les identifica como
tejido constitutivo; sin embargo, éste fenotipo no es permanente ya que se puede
perder cuando las células son sacadas de su microambiente. Fisioldgicamente las
células endoteliales salen de su estado latente cuando son activadas por diversos
estimulos. Esta activacion esta asociada a diversos cambios fenotipicos que les
permiten adaptarse a las funciones locales requeridas. Uno de estos estados de
activacion es inducido por endotoxinas bacterianas y citocinas como el TNF-a ¢ la IL-
1, durante el proceso de inflamacion, fenémeno que lleva a una secuencia de sucesos
caracterizados por la expresién de moléculas de adhesion en la superficie celular,
como la selectina-E o Molécula de adhesion extracelular de leucocitos ( ELAM-1),
ICAM-1 y VCAM-1. Estas moléculas de adhesion permiten la adhesion laxa entre

leucocitos y células endoteliales facilitando la migracion sobre la superficie endotelial,

proceso denominado ‘rolling”, al cual sigue la adhesion firme y la migracion de
leucocitos a través de la monocapa endotelial (Augustine,1994) Se piensa que la
células cancerosas podrian utilizar el mismo mecanismo para invadir otros 6rganos.
o i N'A.M. FES
Efectos del TNF-a sobre células tumorales ‘Z-L

Se ha reportado que el TNF-« es capaz de inhibir el crecimiento de células
epiteliales en cultivo, derivados de cérvix normal humano. En contraste, esta citocina
estimula la proliferacion de cinco lineas celulares cervicales transfectadas con ADN del
HPV 16 o 18 y a siete lineas derivadas de carcinomas cervicales. La estimulacion del
crecimiento con el TNF-« se ve acompanado por un incremento de 6 a 10 veces de
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ARNm que codifica un receptor ligando al factor de crecimiento Epidermal (EGF).
(Woodworth et al, 1995). Por otro lado, se ha observado que el TNF-u junto con el
IFN-y (sinergismo) reduce la expresion del gene c-myc en células Hela deteniendo la

proliferacion en la fase G; del ciclo celular (Yarden et al., 1986).

El Cancer se desarrolla cuando una célula acumula mutaciones de varios de los
genes que controlan el crecimiento y supervivencia de las células. Si una mutacion es
irreparable, la célula afectada suele autodestruirse antes de volverse potencialmente
peligrosa, pero si la célula no muere, ella o sus descendientes pueden vivir lo suficiente
como para acumular mutaciones que lleven a dividirse sin control. Durante el desarrollo
del cancer cervicolterino se inducen mecanismos para evadir el sistema inmune, como
son la disminucién de moléculas de antigeno en el MHC 1 y la secrecién de citocinas
por las células tumorales. Como consecuencia de ello, la estimulacion de linfocitos T
citotéxicos (LTC), y cooperadores (TC), de células asesinas naturales (NK) vy
macroéfagos es muy deficiente. Para inducir una respuesta inmune efectiva, se requiere
la estimulacion simultanea de multiples componentes del sistema inmune: por via
sistémica la estimulacion de LTC y TC contra epitopos del virus del papiloma humano,
y en un nivel local, la induccion de la secrecion de citocinas por el tumor, para
aumentar el procesamiento y la presentacion de blancos tumorales, asi como la
estimulacion de los linfocitos y macréfagos que infiltran el tumor (Berumen y Villegas,
1997). Las metastasis le dan mayor propiedad a una neoplasia como maligna que
cualquier otro de los atributos neoplasicos. No todos los canceres tienen capacidad de
generar metastasis. Para que las células cancerosas que se desprendieron del tumor
original invadan a otros organos sanos, es necesaria la presencia de moléculas de
adhesion, que segun sus capacidades se pueden agrupar en dos clases, 1) Las que
permiten la uniéon célula-célula (CAMs), y son usualmente glicoproteinas de la
membrana. 2) La adhesion célula-sustrato, es mediada por la interaccion de proteinas,
glicoproteinas y proteoglicanos, conocidas como moléculas de adhesion célula-sustrato
0 SAMs, también conocidas como integrinas (Stevenson 1992). Hasta ahora se ha

demostrado que cuatro distintas familias de proteinas de membrana median la



adherencia de una célula a otra. 1) Selectinas; 2) Ciertos miembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas (IgSF); 3) Ciertos miembros de la superfamilia de las
integrinas, y 4) Cadherinas.

La mayor parte de los tumores cancerosos serian faciles de curar mediante extirpacién
quirdrgica del tejido enfermo, sin embargo, la metastasis es la razén de que el cancer
sea una enfermedad tan devastadora; por eso se puede afirmar que las moléculas
para adherencia desempenan uno de los papeles mas importantes de la enfermedad
maligna. Es sabido que el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-«) induce la
expresion de la Selectina E, VCAM1, € ICAM:; conocidas moléculas de adhesion en
cultivos de células endoteliales de vena umbilical (Nakada 1998).Otro autor menciona
que el TNF-a induce la expresion de NFkappaB; asi promueve la expresion de ICAM1,
VCAM1 y ELAM1 y ademas promueve la adhesion de monocitos en células
endoteliales (Berumen 1997).

Durante el desarrollo del cancer cervicouterino se inducen mecanismos para
evadir el sistema inmune, como son la disminucion de la expresion de moléculas de
antigeno mayor de histocompatibilidad y la secrecion de citocinas por las células
tumorales (Berumen 1997).

El cancer del cuello uterino es una enfermedad asociada a muchos factores
etiologicos, pero quiza los mas importantes son el virus del papiloma humano (HPV) y
la acumulacion de multiples defectos del sistema inmune en el sitio del tumor
(Berumen 1997).

Durante la evolucion del tumor, las células tumorales adquieren nuevas lesiones
genéticas que les confieren ventajas selectivas, para evadir cada vez un mayor numero
de mecanismos de control del sistema inmune, hasta que éste se hace ineficiente para
combatir el tumor. (Berumen 1997).

Las citocinas proinflamatorias tales como el TNF-« y el IFN-y incrementan la
expresion de moléculas de adhesion tales como ICAM y VCAM en células endoteliales
y promueven la migracion transendotelial de leucocitos; asi mismo cuando esas

citocinas se administran juntas, hay un decremento en la migracion transendotelial.



Este fendomeno fue acompanado por la desaparicion de la molécula de adhesion

(ICAM-1) de las uniones intracelulares (Berumen 1997).

ANTECEDENTES

Actualmente, se sabe que el cancer cervicouterino invasor inicia como una
enfermedad de transmision sexual a través del papiloma virus, el cual produce lesiones
en los epitelios del aparato urogenital, tanto del hombre como de la mujer, que
evolucionan lenta y progresivamente hacia el cancer, en caso de no recibir tratamiento.

Los tumores cervicales se han constituido como la segunda causa de muerte por
cancer en la mujer en el mundo (Woodworth et al., 1995; Gradilone et al., 1996). En
nuestro pais esta enfermedad ocupa el primer lugar de muerte por cancer en la mujer y
se ha estimado que fallecen por cancer cérvico-uterino una paciente cada hora y media
(Alonso, 1999; Berumen & Villegas 1997). Tal padecimiento surge generalmente en
mujeres de edades entre los 25 a 65 anos y una vez que lo han presentado, se estima
que la sobrevivencia de una mujer con cancer cervical es de aproximadamente 5 anos
(Elkas & Farias-Eisner, 1998; Gariglio ef al, 1998). Ademas del registro en el
incremento gradual de esta neoplasia, al mismo tiempo ha disminuido la edad en la
adquisicion de dicha enfermedad, debido a que un mayor numero de mujeres mas
jovenes lo contraen (Hernandez-Avila, et al,1997; Sato et al., 1998, Slagle et al.1998)
En México se calcula que existen unos 25 millones de mujeres afectadas de alguna
manera por lesiones precursoras de cancer cervicouterino, aproximadamente el 2 por
ciento de mujeres son portadoras de cancer cervicouterino invasor y de 25 a 30 por
ciento son afectadas de alguna manera con infecciones por virus del papiloma Humano
(VHP), ya sea latente o activo, y el 5 por ciento por lesiones displasicas. (Alonso.

1999).



JUSTIFICACION

Pese a los resultados obtenidos hasta el momento en los estudios sobre el
cancer, la investigacion basica sobre esta neoplasia ha tratado de plantear terapias
alternativas, basadas en la aplicacion de factores moduladores o inhibidores biologicos.
Sin embargo, se ha documentado que las células tumorales no solo se caracterizan por
su division indiscriminada, sino también por la capacidad que tienen de responder a las
citocinas presentes en su microambiente o inclusive a su capacidad de secretar sus
propios factores de crecimiento. Hasta el momento, se han planteado algunas vias o
estrategias que pretenden explicar como las células son capaces de obtener un estado
transformado o neoplasico, el de evadir el ataque de las células inmunologicas o la
capacidad de generar metastasis. Sin embargo, no es claro cuantas y cuales citocinas
son secretadas por las células tumorales, ni cudl es la funcion que desempenan o su
relacion con el estado transformante de tales células. Por lo tanto, en el presente
estudio se pretende evaluar si los MC provenientes de cultivos de células tumorales
de CaCu inducen adherencia celular y si dicha se encuentra relacionada con el TNF-
«. De igual manera se pretende determinar si las células tumorales de CaCu son
capaces de secretar el TNF-« y si tal citocina esta relacionada con el potencial

proliferativo de las células tumorales.



HIPOTESIS

Es conocido que el TNF-u se caracteriza por ejercer multiples actividades
biologicas tales como la induccion o la inhibicion de la proliferacion celular, la
induccion de la diferenciacion e incluso puede estimular accion mitogénica. Tales
funciones son ejercidas dependiendo del tipo celular en el que actia y de las
condiciones microambientales existentes. Dado que las celulas normales y
tumorales son capaces de regular su division a través de factores de crecimiento
como lo es el TNF-«, es posible que las células tumorales provenientes de CaCu,
Calo, InBl y Hela secreten esta citocina de manera activa para participar en su
potencial proliferativo, asi como para inducir adherencia celular como parte de su

mecanismo que le permite generar una metastasis.



OBJETIVOS GENERALES

Determinar si en los sobrenadantes provenientes de cultivos de células
tumorales (Calo, InBl y Hela) se encuentra presente el TNF-« y si este factor esta

implicado en el potencial proliferativo de las células tumorales.

Determinar si el TNF-a endégeno induce adherencia celular en co-cultivos de

células endoteliales provenientes de cordones umbilicales humanos y células U937.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar a través de la técnica de ELISA, si en los MCs provenientes de
cultivos de las lineas celulares Calo, InBl y Hel a esta presente el TNF-u.

2.- Evaluar a través de la prueba de citotoxicidad realizada en la linea celular
L929 si el TNF-« presente en los MC provenientes de cultivos de las células tumorales
se encuentra activo

3.- Determinar mediante ensayos de proliferacion si el TNF-«_ endogeno
participa en la capacidad proliferativa de las lineas tumorales.

4 .- Determinar mediante ensayos de neutralizacién con anticuerpos anti-TNF-«,
si el TNF-« endogeno participa en el potencial proliferativo de las lineas tumorales.

5.- Evaluar si los sobrenadantes provenientes de celulas tumorales inducen
adherencia celular y si el TNF-« endogeno esta relacionado con la induccion de la

adhesion celular mediante co-cultivos de células endoteliales y células U937



MATERIAL Y METODOS

Las lineas celulares tumorales Cal.o (estadio IIB) e InBI (IVB), provenientes de
dos biopsias diferentes de pacientes con cancer cérvico-uterino (CaCu), fueron
gentiimente donadas por el Dr. Alberto Monrroy ( L324 Laboratorio de biologia celular
y molecular del cancer FES Zaragoza).

La linea tumoral Hela y la linea celular de fibrosarcoma de raton L929 se
adquirieron del ATCC (compania American Type Culture Collection), y son mantenidas
en el laboratorio en criopreservacion hasta su uso, tales células son mantenidas en
condiciones de cultivo similares al de las celulas epiteliales y se utilizan para ensayos
de actividad biologica cuando se encuentran en una fase de proliferacion exponencial.

Las lineas celulares CalLo e InBl se obtuvieron en 1991 a partir de un carcinoma
epidermoide de células Humanas. La primera linea se logré de una paciente de 55
anos de edad con estadio clinico IIB, y la segunda de una paciente de 45 anos con

estadio clinico IVB
Obtencion de medios condicionados

Para la obtencion de los medios condicionados (MC), las tres lineas tumorales
Calo. InBl y Hela fueron cultivadas (1.5X10” células /483 cm’ con 150 ml de RPMI-
1640 suplementado con 5%(v/v) de SFB) en botellas Falcon de tres niveles. Cuando
llegaron al 80-90% de confluencia se lavaron cinco veces con 100 ml de PBS, para
dejarlas con RPMI-1640 unicamente. A las 48 horas, se colecto el medio condicionado
(MC sin suero). EI MC se centrifugd a 1000 g por 5 min. para eliminar el detrito celular

y se almaceno a -20°C.

Liofilizacion de los MC

Para concentrar el MC, un litro de medio de cultivo se liofilizd en un liofilizador
Speed-Vac (Automatic Enviromental, modelo AES2000, Savant). El liofilizado fue

reconstituido con 3 ml de PBS
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Dialisis

Con el proposito de eliminar las sales en los MC liofilizados, éstos se sometieron
a dialisis en bolsas para dialisis con un tamano de poro de 1Kda. La bolsa de dialisis
con el liofilizado fue puesto en un recipiente con PBS 0.25X por 48 hrs. con cambios
cada 8 hrs., posteriormente se dejé6 en PBS 1X por 24 hrs. mas. El dializado fue
centrifugado a 14,000 rpm durante 15 min en una centrifuga refrigerada ( Centrifuga
5402 Eppendorf ). El sobrenadante fue esterilizado utilizando membranas de filtracion
con un tamano de poro de 0.22 micras. El filtrado fue alicuotado y almacenado a 4°C

hasta su uso.

Cuantificacion de proteina en los MCC por el método de Bradford.

La concentracion de proteina total de los MCC, se determiné a traves del
meétodo de Bradford (1976). Se realizo una curva patron de una proteina conocida,
(Albumina de huevo de pollo; SIGMA, USA), utilizando 1, 2, 4, 6, 8, 16, 32, y 64 ng de
albumina / ml de PBS en tubos Eppendorf. A cada tubo se le extrajo 200 plL de liquido
que se sustituyeron por 200 ul de reactivo de Bradford (BioRad). Paralelamente, se
realiza el mismo procedimiento para las muestras (MCC). Los tubos se agitan
vigorosamente y el contenido se vierte en celdas de plastico de un ml c/u y la
absorbancia fue determinada con un espectrofotometro a 590 nm (ELx800 BIO-TEK
INSTRUMENTS, INC). El blanco consiste de 800 L de agua grado HPLC con 200 pul
de reactivo de Bradford

Se graficd una curva de calibracion (densidad optica vs concentracion de
albumina), y a través de una regresion lineal y por medio de la ecuacion de la linea

recta se determino la concentracion de las muestras problema (MCC).



Deteccion del TNF-¢ a través del Inmunoanalisis enzimatico de ELISA

1 ng de proteina total de los (MCC/pozo) medios condicionados concentrados
por pozo fueron colocados en una placa de 96 pozos de fondo plano (NUNCLON,
Denmark) y se dejaron adsorbiendo a 37 °C por 4 horas y luego estabilizandose a 4 °C
durante 24 horas. Al término de este tiempo, la placa fue lavada 3 veces con agua
destilada y se adicion6 amortiguador de bloqueo, dejandose en éste durante 30
minutos a 37°C. Luego se lavé cuatro veces con PBS al 0.1% (v/v) de Tween20 e
inmediatamente se agrego 1ug/mL de anticuerpo primario (mAb) (anti-TNF-«SIGMA
Co., USA) y la placa fue incubada a 37°C durante 1.5 horas, cumplido este tiempo, se
lavo tres veces con PBS al 0.1% (v/v) de Tween20. Posteriormente se adiciono
amortiguador de bloqueo y la placa se mantuvo 10 minutos a temperatura ambiente y
nuevamente se lavo tres veces con PBS al 0.1% (v/v) de Tween20. Después se
adicionaron 100ul/pozo del anticuerpo secundario (Ab) conejo IgG (isotipo de
inmunoglobulina G) conjugado con peroxidasa (SIGMA Co., USA) y se incubo una hora
a 37°C. Se repitieron tres lavados con PBS al 0.1% (v/v) de Tween20 y se anadio el
sustrato; de esta preparacion se adicionaron 100uL sustrato/pozo. Se dejo en
oscuridad durante 5-10 minutos y la reaccion fue detenida con 25ul/pozo de acido
sulfurico 2.5 N. Inmediatamente se procedio a evaluar la coloracion formada en un

lector de placas a 490 nm de absorbancia (EIx800 BIO-TEK INSTRUMENTS, INC).

Se construyc una curva de calibracion del TNF-«  con una dilucion seriada
iniciada de 500 pmoles/ml y finalizada con 4 pmoles/ml. Esta curva fue considerada
como control positivo. Asi mismo, se emplearon controles negativos: a un pozo sin Ag
(antigeno) se le dirigio el mab y el Ab secundario; a otro pozo tambien sin Ag se le
envié solo el Ab conjugado; en ambas condiciones se bloqueo previamente con
amortiguador de bloqueo. Esto se efectud con la finalidad de eliminar los posibles

errores originados por alguna unién especifica de los mab y de los Ab conjugados.



Evaluacion de la bioactividad del TNF-a en las células L-929.

El TNF- « es citotoxico sobre la linea celular L929, de tal forma que una unidad
(1U) de TNF- o se define como la cantidad TNF- « requerida para matar el 50% de
dichas células. Esta citotoxicidad del TNF-« se potencializa con un adyuvante, la
actinomicina D (Bharat & Jordan, 1992). Se evaluaron los MCC s/s de las tres lineas
tumorales Calo, InBl y Hel.a para determinar si el TNF- « secretado presenta actividad
biolégica. Se sembraron 4X10° células L-929 en 0.1 ml de RPMI-1640 al 10% (v/v) de
SFB por pozo en una placa de 96 pozos de fondo plano (NUNCLON, Denmark) y se
mantuvieron en cultivo durante toda la noche. Después de ese tiempo, se anadié una
dilucion seriada iniciada con 400 pg/ml de proteina total proveniente de los MCC
conteniendo 0.5 ug / ml de actinomicina D (SIGMA Co. USA). Se dejé en condiciones
de cultivo 16 h a 37°C y se evalud el indice de sobrevivencia con la técnica de cristal
violeta. El colorante cristal violeta posee caracteristicas alcalinas, que le permite
incorporarse a los nucleos celulares. El numero de nucleos tenidos aumenta o
disminuye conforme la proliferaciéon celular se ve estimulada o inhibida. Las células
fueron fijadas con glutaraldehido al 1.1%(v/v) en PBS (solucién amortiguadora de
fosfatos) por 10 minutos manteniéndose en agitacion. Posteriormente se lavaron con
agua bidestilada y se secaron al aire. Se agregd una solucion de cristal violeta al 0.1%
en una solucion amortiguadora de acido formico 200 mM pH 6 manteniendose en
agitacion durante 20 minutos. Inmediatamente, las placas de cultivo se lavaron 5 veces
con agua desionizada, se secaron al aire y a temperatura ambiente. A las cajas de
cultivo se les afadio acido acético al 10% (v/v), dejandose en agitacion durante 20
minutos, para finalmente leer la absorbancia a 590 nm (color azul) en un
espectrofotometro (EIx800 BIO-TEK INSTRUMENTS, INC). Los cultivos sin tratamiento

(controles) representaron el 100%.
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Ensayo de proliferacion con incorporacion de timidina tritiada

Esta evaluacion consistio en la asimilacion de un nucledtido analogo de la
timina marcado con tritio (timidina) al ADN de las células en cultivo, de manera que
cuando las células se encuentran en fase de sintesis incorporan la timidina marcada
(Coon & Stumpf,1984., Bulbulian, 1987; Karp, 1996). En estas evaluaciones se
utilizaron cultivos celulares sincrénicos para obtener una mayor representatividad . La
poblacion celular se sincronizé mediante la eliminacion del SFB de los cultivos por 36
horas previas a la estimulacion del TNF-« 10 ng/mL y el marcado de 1 micro curie por
mililitro de timidina tritiada. Con el estimulo se dejo a los cultivos durante 48 horas y al
término de este lapso se lavaron con PBS y se fijaron con metanol al 85% (viv) en
PBS durante 20 min. Nuevamente se lavaron las células con PBS y se les anadio
NaOH 200mM con el fin de lisar las células y liberar el ADN marcado. Transcurridas 24
horas el lisado se deposito en viales con 2 mL de liguido de centelleo
(Beckeman,USA). La radiacion fue evaluada en un contador de centelleo de emicion
[} (Beckeman ,USA , modelo LS-6500) y las lecturas en cpm (cuentas por minuto)
fueron convertidas a porcentage de proliferacion, en donde los cultivos sin tratamiento

(controles) representaron el 100%.

Obtencion de células endoteliales

Las células endoteliales fueron obtenidas a partir de cordones umbilicales
humanos provenientes de partos eutdcicos y cesareas de acuerdo a Grimbrone, 1976
Los cordones se colectaron en solucion salina de Hepes (Sigma), se limpiaron con
gasas estériles y se les canuld la vena umbilical con la finalidad de lavarla para eliminar
residuos sanguineos. La vena fue sometida a disgregacion enzimatica con una
solucion de colagenasa tipo 1 (worthington, USA) a una concentracion de 1 mg/ml en
Hepes o tripsina (SIGMA, USA) al 0.075 % preparada en una solucion de verseno,
durante 15 minutos a una temperatura de 37°C. El disgregado fue colectado en tubos y
centrifugado a 1500 rpm. Durante 10 min. El botdn celular obtenido de 3-12 cordones
fue sembrado de acuerdo a las condiciones de cultivo celular
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Condiciones de cultivo celular

Las células endoteliales fueron mantenidas en medio de cultivo M199 (GIBCO,
USA) suplementado con glutamina al 1% (GIBCO, BRL), 20 pg/ml de factor de
crecimiento endotelial (Biomedical Technologies Inc.), 100 ug/ml de heparina (Sigma,
USA), antimicético al 1% (GIBCO BRL) y 10% de suero fetal de bovino (SFB) (in Vitro,
México). Una vez sembradas, las células fueron mantenidas a 37°C con una humedad
a punto de rocio y una atmosfera de 5% de CO;. Las células fueron utilizadas para los
ensayos experimentales entre los pasajes 1 y 2 y se sembraron a una densidad de

10000 células/cm®.
Caracterizacion de células endoteliales.

Las celulas fueron identificadas como endotelio por su morfologia tipica en
confluencia y por inmunofluorescencia. Se sembraron sobre cubre objetos de vidrio,
se fijaron con una solucion de paraformaldehido al 4% durante 10 min. y se incubaron
con un anticuerpo monoclonal dirigido contra el factor von Willebrand (DAKO, USA),
que actua como un acarreador del factor VIl de coagulacion en células endoteliales.
Una IgG acoplada con rodamina (anticuerpo secundario) fue utilizada para revelar la
presencia del anticuerpo primario. Ambos anticuerpos se incubaron con las células
durante 30 min. a 37°C o0 a temperatura ambiente. Por Ultimo, todos los nucleos
celulares fueron tenidos con colorante Hoechst (Molecular probes, USA), y el
porcentaje de células con rodamina entre el porcentaje de células tenidas con Hoechst
proporciono el porcentaje de células endoteliales obtenidas en los cultivos primarios,

el cual fue del 99%

Obtencion de fibroblastos y epitelios normales

Los fibroblastos se obtuvieron de biopsias de tejido de cérvix humano, de
pacientes sometidas a histerectomia por presentar miomatosis uterina. Obtenida la

pieza quirurgica,se transportd en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 15%
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de SFB (Suero Fetal de Bovino) (GIBCO, BRL) manteniendose a 4 °C, y se procesd
durante las siguientes 2-3 hrs.

El tejido se fragmenté en trozos pequefios (5mm.) y se deposité en un matraz
con 15 mL de tripsina al 0.05% (v/v) (Sigma Co., USA) en SSV (Solucién Salina de
Verseno) y se mantuvo a 37°C en agitacion constante por 15 min. Después, el
sobrenadante se decantd en un embudo con malla y se colecto en un tubo cénico con
0.5 mL de SFB. Inmediatamente al tejido remanente se le adicionaron otros 15 mL de
tripsina al 0.05%(v/v) en SSV y se mantuvo a 37 °C en agitacion constante durante 15
min. Al término de ese tiempo, la suspension celular contenida en el sobrenadante se
filtrd a través de de un embudo con malla y se colectd en un tubo cénico que contenia
1mL de SFB.

Los tubos se centrifugaron a 500 g (gravedades) durante 5 min. Se retiro el
sobrenadante mediante decantacion vy el botdon celular restante se resuspendio en 5
mL de RPMI suplementado al 10% de SFB. La suspension celular se sembrd en cajas
de cultivo (COSTAR) a una densidad aproximada de 100 células/mm® y se
mantuvieron en una incubadora Scientific al 95% de aire/5% de Co; y a una atmésfera
de humedad a punto de rocio. A las 24 h. Se realizo un cambio de medio por uno
nuevo, de manera que solo permanecieron en cultivo las células adheridas. Después
de 5 a 7 dias se obtuvieron cultivos celulares de fibroblastos llegando a una densidad
de 2,500 células/mm? (Griffths, 1998; Freshney,1994)

Los epitelios se obtuvieron mediante el mismo método, sélo que éstos fueron
cultivados en medios adicionados con 0.5mg/mL de insulina (SIGMA, USA) y 10 ug/mL
de hidrocortisona (SIGMA, USA).

Obtencion de células U937

Las células promielociticas humanas de la linea U937 se adquirieron en la
compania American Type Culture Collection (ATCC). Estas células se mantuvieron en
RPMI (GIBCO, USA) suplementado con suero fetal bovino al 10%, sustituyendo el 50

% del volumen total por medio fresco cada 48 hrs



Marcado de la linea U937

La timidina marcada con tritio radiactivo es un analogo de el nucleétido timina,
este es incorporado al ADN cuando la célula esta en division.5x10%células U937 se
marcaron con timidina tritiada .1 micro curie por mililitro durante 48 horas, después de

lavarlas 4 veces con PBS se pusieron en contacto con las células endoteliales.
Cocultivo de las células endoteliales y la linea U937

Las células endoteliales fueron sembradas en placas de 24 pozos hasta formar
una monocapa, posteriormente se estimularon con 50 microgramos de proteina total
proveniente de los MCC durante tres horas. Una véz pasado el tiempo, las células
fueron lavadas cuatro veces con PBS. Inmediatamente se adicionaron 500,000 células
por pozo de la linea celular U337 previamente marcada, dejandolas por tres hrs. mas,
para tener un tiempo total de seis horas. Posteriormente los pozos fueron lavados tres
veces con PBS con el propésito de retirar a las células que no se adhirieron. A
continuacion, se anadio NaOH 200 mM con el fin de lisar las células y liberar el ADN
marcado. El lisado fue vertido a viales de centelleo conteniendo 2 ml de liquido de
centelleo (BECKMAN), y la radiacion emitida fue evaluada en un contador de Centelleo
de emision B. (Beckman USA, modelo LS-6500) y las cpm (cuentas por minuto) fueron

expresadas como porcentaje de adherencia celular.
Analisis estadistico

Los resultados provenientes de datos promediados de almenos tres
experimentos independientes, fueron sometidos a dos pruebas estadisticas, una
denominada ANDEVA ¢ analisis de varianza, que establece un valor medio
denominado Gran Media, con una distribucion de los datos de una manera normal y
nos dice que tan alejados estan los valores promedio de las muestras de los ensayos

con respecto a la Gran Media, lo que determina si la muestra presenta un
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comportamiento de distribucion normal; La segunda prueba denominada Prueba de
Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher, se realiza para saber si existe

diferencia significativa entre dos o mas pares de medias.



RESULTADOS

Es conocido que las células tumorales son capaces de sobrevivir en condiciones
de menor suministro de nutrientes asi como de menores concentraciones de factores
de crecimiento. También se sabe que estas células tumorales son capaces de crear su
propio microambiente a través de la secrecion de citocinas que favorecen su
crecimiento. En el caso especifico de las células tumorales provenientes de cancer
cérvico-uterino (CaCu), no se sabe cuales ni cuantas citocinas secretan y cual es su
papel en la célula tumoral. Por otro lado, se ha citado que el TNF- o« es secretado por
celulas tumorales , sin embargo no es claro cual es su papel en relacion al potencial
proliferativo de estas, dado que mientras algunas lineas de células tumorales son
inhibidas por el TNF- «, otras son resistentes al efecto inhibidor de dicho factor. Con el
proposito de saber si las células Calo, InBl y HelLa son capaces de secretar TNF- «, se
cultivaron 5x10° células en cajas petri de 100 mm en un volumen total de 10 ml de
RPMI al 10% de suero fetal bovino y se incubaron por 20 hrs. con el objetivo de
adherirse. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS cinco veces y las células
fueron dejadas en RPMI unicamente e incubadas por 48 hrs. (ver metodologia), con el
objeto de que al término del tiempo de incubacion el sobrenadante fue colectado,
centrifugado y concentrado para ser utilizado en la deteccion de TNF- « a través de la

técnica de ELISA.

(Tabla 1).
Medio condicionado ~ Concentracion
HeLas/s | 36pg.
[ — e _
Calo s/s 682 pg.
InBI sls | 463 pg. -

Tabla 1. Identificacion en picogramos del TNF- L en los sobrenadantes (MCC) provenientes de las celulas
tumorales Calo, InBl y Hela cultivadas sin SFB después de 48 horas de cultivo, a través del inmunoanalisis

enzimatico de ELISA



El inmunoanalisis de ELISA confirma que estas tres lineas tumorales son
capaces de secretar el TNF- a en concentraciones de picogramos/200 ug de proteina
total. Sin embargo, también deja ver que la concentracién de TNF-« en cada una de
las lineas es variable, indicando que la cantidad de TNF- « es especifica de la linea
celular. ElI hecho de que los sobrenadantes tengan TNF- « no implica necesariamente
que tengan TNF- a bioactivo, ya que Fahey, et al (1996) han descrito la secrecion de
citocinas en células tumorales de manera latente (inactiva), por lo que es obligado el
determinar si el TNF- « endogeno es activo. Al respecto se utilizo la linea celular L929,
la cual es utilizada para determinar la actividad citotéxica del TNF- « en presencia del
adyuvante actinomisina-D. La linea L9289 fue tratada con los sobrenadantes
provenientes de cultivos de células tumorales Calo, InBl y Hela en presencia de
actinomicina D con el fin de determinar si el TNF- a presente en los sobrenadantes de

estas celulas es activo ( Fig. 1)
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Fig. 1. Determinacion de la bioactividad del TNF- ¢t proveniente de los MCC sin  SFB ( MCC

s/s)deCalo (A).InBl(B)yHelLa(C) sobre la linea L929 EI TNF- & es citotoxico en L929; Tal
actividad se potencializd con 0 5 microgramos/ ml de actinomisina D. ( - ) = ausencia, ( + ) = presencia; A
= actinomisina-D, T = a 5 ng/ml TNF- o Se sembraron 4X10° células L929/ pozo en RPMI- 1640
suplementado con 10 % (v /v ) de SFB en una placa de 96 pozos y fueron mantenidas asi toda la
noche. Se anadio las concentraciones de proteina total procedentes de los MCC y a las 16 h se evaluo el
numero celular con la técnica de cristal vicleta ( P> 0.05)
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Los resultados indican que el TNF- « endégeno presente en los sobrenadantes
de las células tumorales es activo y que dicha actividad representa el 57.14 % con
respecto al TNF- o exégeno. Dado que la actividad citotdxica del TNF- o enddgeno es
similar para todas las concentraciones en las tres lineas celulares, sugiere que la
actividad citotoxica no es dependiente de la concentracion, lo que explica que pese a
que existe una diferencia en las concentraciones de TNF-« en los sobrenadantes, la
actividad se mantiene de manera similar. ( Fig. 1)

El determinar que las células tumorales CalLo, InBl y HelLa son capaces de
secretar TNF-« activo abre la interrogativa de saber para que sirve el TNF-«
endogeno a las células tumorales. Se ha reportado que el TNF- « es un factor inhibidor
de la proliferacién, sin embargo el hecho de que las células tumorales mantengan su
potencial proliferativo en presencia de este factor de manera endogena sugiere que el
TNF-« no lo estan utilizando para inhibir su proliferacion, por lo que se considerd
conveniente estimular a las células tumorales con 10 ng/ml de TNF- « recombinante y

determinar si afecta su potencial proliferativo. (Fig. 2)
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Figura 2. Efecto del TNF-i en las lineas tumorales Calo (A), InBl (B) y Hela (C) provenientes de CaCu y en
celulas epiteliales (D) y fibroblasticas (E) normales, provenientes de cerviz humano. 2.5 x 10° celulasipozo fueron
sembradas en placas de 96 pozos en RPMI-1640 suplementado con 10% (w/v) de SFB y con 1 microcune por
mililitro de {B-"H} dTTP C = células sin tratamiento; TNF- « = células con 10ng/mL de rhTNF- «. Ensayo evaluado a
las 48 horas de cultivo. La incorporacion de {B-SH} dTTP fue cuantificada en un contador de centelleo (BECKMAN)
y los resultados fueron convertidos a porcentaje. Resultados promediados de tres expermentos independientes

iz

Los resultados establecen que las células tumorales son capaces de proliferar
hasta en un 96% cuando son tratadas con TNF-u exogeno, asi como para los
fibroblastos normales , no obstante para las células epiteliales provenientes del cérvix
humano, las cuales son inhibidas en su proliferacion en presencia de TNF-«

sugiriendo que las células tumorales estan utilizando al TNF- ¢ endégeno como un
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mitdgeno. Sin embargo, los resultados no implican que la participacién del TNF- ¢ sea
directa o indirecta, por lo que es necesario definir si el TNF- « endogeno participa de
forma directa en la capacidad proliferativa de las lineas tumorales. Al respecto se
adiciono un anticuerpo monoclonal neutralizante dirigido contra el TNF- « a los cultivos
de las células tumorales y el numero celular fue evaluado a las 48 h en condiciones de

cultivo a través de la técnica de incorporacion del colorante cristal-violeta ( Fig. 3 ).
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Fig. 3 El anticuerpo monoclonal anti-TNF- ¢ inhibe la proliferacion de las celulas tumorales Calo ( A | InBI (B )y

Hela ( C ) al bloquear el TNF- (1 endogeno 5X10° células / pozo en RPMI-1640 suplementado con 10 °: (v /v } de

SFB fueron cultivadas en una placa de 96 pozos y a las 4 h se anadio 0.18 microgramos / ml de mAb anti-TNF- (£

Evaluacion a las 48 h de cultivo con la técnica de cristal-violeta ( P>0.05 )
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La Figura 3 demuestra que el TNF- ¢ participa en la capacidad proliferativa de

las células tumorales, ya que al neutralizar al TNF-a endégeno el potencial proliferativo
de las células tumorales decrecié hasta en un 25%. Sin embargo, el hecho de no abatir
por completo el potencial proliferativo de las células tumorales, sugiere la participacion
de otros factores en el mismo proceso de proliferacion.
Por otro lado, es sabido que el TNF-« induce una gran variedad de respuestas
celulares, entre las que destacan son la induccion de adherencia celular y el efecto
citotoxico. Dado que las células tumorales secretan TNF- ¢ activo, se considero
adecuado evaluar si los sobrenadantes provenientes de cultivos de células tumorales
son capaces de inducir adherencia celular. Para ello, se utilizdé como modelo de
adhesion celular al co-cultivo de la linea celular promielomonocitica procedente de
médula osea U937 y células endoteliales provenientes de cordones umbilicales
humanos (Ahmed et al., 2001). Para realizar este ensayo, se requiere primeramente
de la obtencion de una cantidad adecuada de sobrenadantes provenientes de cultivos
de células tumorales. Con este fin, las células tumorales fueron cultivadas en cajas
petri a una densidad inicial de 200 000 células con un volumen total de 10 ml de RPMI
al 1% de SFB durante 20hrs. con el proposito de que todas las células se encuentren
adheridas al termino de ese tiempo. Posteriormente el cultivo fue lavado con PBS dos
veces y posteriormente el cultivo fue dejado tnicamente con RPMI durante 48 hrs. a
37°C en una atmosfera de 5% de CO2 con una humedad a punto de rocio. Los
sobrenadantes de los cultivos fueron colectados vy centrifugados a 3 000 rpm con el
objetivo de retirar el detrito celular. Los sobrenadantes fueron concentrados por
liofilizacion en un aparato SPEEDVAC vy liofilizados contra PBS utilizando una
membrana con corte de 1000 daltons. Los sobrenadantes fueron esterilizados por
filtracion con la ayuda de una membrana de nitrocelulosa con un poro de 22 micras de
diametro y se almacenaron a una temperatura de —70°C hasta su uso.

Para determinar la adherencia celular, primeramente debe de establecerse la

monocapa de células endoteliales, el numero de células U937 marcadas con timidina



% de adhesior

tritiada y la concentracion de proteina total proveniente de los sobrenadantes de los
cultivos de células tumorales capaz de inducir adherencia celular.

La concentracion de proteina total contenida en los sobrenadantes fue
determinada por el método de Bradford y diferentes concentraciones fueron aplicadas
en los cultivos de células endoteliales durante tres horas. Posteriormente, los cultivos
fueron lavados con PBS y se les adiciono 250,000 células U937/pozo, en cajas de 24
pozos marcadas con timidina tritiada durante tres horas mas para hacer un tiempo total
de seis horas, con la finalidad de conocer la concentracion optima para inducir
adherencia celular. Al término de las seis horas, los cultivos fueron lavados con PBS
cinco veces, posteriormente se les anadio 50 pl de una solucién de hidroxido de sodio

200 mM con la finalidad de liberar la marca contenida en el DNA (Fig. 4).
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El resultado anterior no sélo nos muestra la capacidad que tienen los sobrenadantes
para inducir adherencia celular, sino que ademas nos establece que la cantidad optima
para inducir la adhesion es de 50 microgramos por mililitro.

El hecho de haber encontrado actividad inductora de adherencia celular en los
sobrenadantes de las células tumorales, obliga a cuestionarnos si el TNF-qo esta
implicado en esta actividad. Por ello, 50pg de proteina total de los sobrenadantes fue
tratada con un anticuerpo neutralizante para TNF- ¢« a una concentracion recomendada
por el fabricante para bloquear 100 ng de TNF-« Los sobrenadantes tratados y no
tratados con el anticuerpo fueron aplicados a monocapas de celulas endoteliales
cultivadas en placas de 48 pozos. El estimulo fue mantenido por 3hrs y posteriormente
los cultivos fueron lavados cinco veces con PBS con Ca y Mg. Una vez lavados, se co-
cultivaron con células U937 previamente marcadas con timidina tritiada (THS) durante
3 hrs. mas. Al término de este tiempo, los cultivos fueron nuevamente lavados con PBS
cinco veces y las células adheridas del co-cultivo fueron lisadas con NaOH 200 mM
con el proposito de liberar el ADN marcado. El lisado de cada pozo fue transferido a
viales con 2ml de liquido de centelleo para evaluar la radioactividad emitida en cpm en
un contador de centelleo (BECKMAN). Las cpm registradas se interpretan como el

porcentaje de adherencia celular (Figura 5).
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Fig. 5. . Determinacion del efecto inductor de adherencia celular presente en los sobrenadantes de
cultivos celulares de las lineas Calo, InBly HelLa . Cajas de . 24 pozos de endotelios fueron tratados

con 50 ug/ml de proteina total de los sobrenadantes libres de suero de las lineas tumorales Calo, InBly
Hela y con anti- TNF- o a las 3 horas se le adicionaron las células U937 previamente marcadas con
timidina tritiada y se dejaron otras tres horas en cocultivo, después fueron leidas con un contador de

centelleo

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las metastasis confieren a una neoplasia como un atributo de mayor
malignidad que cualquier otro de los atributos neoplasicos. Sin embargo, no todos los
canceres tienen capacidad de generar metastasis. Para que las células cancerosas
que se desprendieron del tumor original invadan a otros organos sanos, es necesaria la
presencia de moléculas de adhesion.

La mayor parte de los tumores son faciles de curar mediante la extirpacion
quirdrgica, sin embargo, la metastasis es la razén de que el cancer sea una
enfermedad tan devastadora, por eso se puede afirmar que los moduladores que
regulan el mecanismo de la division celular y la expresion de moléculas de  adhesion
desempenan uno de los papeles mas importantes de esta enfermedad. por ello el
estudio de la participacion de moduladores bioloégicos es de suma importancia para
comprender el mecanismo del control de la mitosis y de la adherencia celular.

Es conocido que la inhibicion del crecimiento, es crucial en el control de la

division de células normales (Cipriano y Yong, 1998), sin embargo, en el caso de las

34



células tumorales provenientes de CaCu (CalLo, HelLa e InBl), no se conoce de
manera clara el papel que desempefian las citocinas que ellas mismas secretan, en
cuanto a la regulacién de la division celular.

En este estudio se caracterizo la capacidad del TNF-a para inducir los cambios
moleculares funcionales en relacion con la proliferacion de las células tumorales Calo,
Hela e InBl y en relacion con la adhesion de promielomonocitos U937 a cultivos

primarios de células endoteliales provenientes de cordones umbilicales humanos.

El estudio de la participacion de factores de crecimiento es crucial para
comprender el mecanismo del control de la division celular.

En este trabajo, se demostro que el TNF-« exogeno estimula de manera
significativa la proliferacion celular de las células tumorales Calo, HelLa e InBI (figura
1A ByC)y que ademas estd de manera activa en los sobrenadantes de éstas. Este
descubrimiento es importante ya que los reportes existentes sobre esta citocina
revelan que las células tumorales pueden ser inhibidas por ella, aunque hay tumores
gue son resistentes a tal efecto inhibidor o citotoxico ( Azuma et al.,, 1999; Matsushita
et al., 1999; Viegas et al., 1999). Recientemente Wodworth et al (1995) han descrito
algunos tumores cervicales capaces de proliferar con 1.7 pg/ml de TNF- o exégeno,
sin que tales células lo produzcan. Por el contrario en las células epiteliales normales el
TNF- o exdgeno inhibio la proliferacion (figura 1D), Esto nos sugiere que el TNF-«
endogeno puede estar relacionado con el estado transformante de las celulas
tumorales o que los receptores de membrana estan mutados, e inclusive estén
participando receptores distintos, como es el caso para el receptor del EGF (Factor de
Crecimiento Epidermal, el cual puede enlazar a otras citocinas (como el IFN-y  y el
TNF- «) para inducir la proliferacion en carcinomas (Woodwort et al., 1995 ).

En relacion a las células fibroblasticas normales, los resultados son similares
con los establecidos por Kwon et al (1998) quienes mencionan que el TNF-« es un
factor inductor de la proliferacion de fibroblastos de piel y de prepucio humano.

La accion de anticuerpos monoclonales neutralizantes dirigidos contra esta
citocina indican que el TNF-u esta involucrado directamente con la capacidad
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proliferativa de estas células tumorales. Sin embargo, tales anticuerpos neutralizantes
no abaten completamente la capacidad proliferativa de estas células, indicando que
otros factores estén participando en dicha capacidad proliferativa.

Se plantea la posibilidad que el TNF- « secretado por las células Calo, InBly
Hela estimule la produccion de otros factores de crecimiento, como lo demuestran
Woodworth et al (1995), quienes cultivando células tumorales tratadas con TNF-«
favorecen la secrecion de anfirregulina (factor de crecimiento polipeptidico) la cual
induce su proliferacién.

Por otro lado durante los procesos inflamatorios los leucocitos se adhieren al
endotelio utilizando moléculas de adhesion expresadas en ambos tipos celulares. Se
ha reportado que este mecanismo es utilizado también por células tumorales con
capacidad metastasica para adherirse al endotelio y posteriormente invadir otros
tejidos, ya que los ganglios linfaticos son sitios frecuentemente invadidos por tumores
metastaticos, se ha postulado que el TNF- « presente en estos ganglios puede mediar
activacion endotelial y promover la invasién metastasica. Aqui la imporiancia de
estudiar si la adhesion de un promielomonocito humano puede ser mediada por la
expresion de moléculas de adhesion en la superficie del endotelio en respuesta al
TNF- .

En este trabajo se encontrd que el mismo TNF a endogeno esta involucrado
directamente en el mecanismo de adhesion a células endoteliales debido a que en los
resultados de este estudio se ve favorecida la adhesion de las celulas U837 a los
endotelios cuando estos son estimulados con los 50ug/mL de proteina de los
sobrenadantes de las células tumorales Calo, HelLa e InBl y con el TNF « exogeno.

Los resultados obtenidos nos indican que los sobrenadantes provenientes de los
cultivos de las células tumorales Calo, InBl y HeLa son capaces de inducir adherencia
celular y que el hecho de que el anticuerpo neutralizante no revierta en su totalidad la
adherencia inducida sugiere por un lado que la cantidad de anticuerpo neutralizante
que utilizado no fue suficiente para bloquear la actividad registrada en los
sobrenadantes o, por otro lado, que existen otros factores que participan en la misma

actividad inductora de adhesion celular. Sin embargo, el hecho de observar que la
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